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Resumen.

Antilocapra americana es el unico representante de la familia Antilocapridae, que
actualmente cuenta con cuatro subespecies. Las dos que habitan el Desierto
Sonorense: peninsula de Baja California y Suroeste de EUA, A. a. peninsularis y
A. a. sonorense respectivamente, estan entre las especies de mamiferos mas
amenazados. Una parte de estas poblaciones se encuentra bajo manejo en
semicautiverio. El conocimiento sobre la diversidad genética neutral y funcional,
asi como la diferenciacion poblacional es fundamental para la conservacion y la
toma de decisiones de manejo de cualquier especie. Es de notar que en el caso
del berrendo existe una carencia de esta informacién. Por otro lado, la utilidad de
las muestras no invasivas (heces) en los estudios moleculares es ampliamente
aceptada, desafortunadamente la utilizacion de este tipo de muestras en los
estudios de berrendo no ha sido evaluada propiamente. En el presente estudio
se estimo la utilidad de uso de tres marcadores moleculares (microsatélites,
ADNmt y Zinc-finger) en cuatro tipos de muestras (raspado bucal, sangre, tejido
y heces). Se determind a nivel mitocondrial la diversidad genética y la
diferenciacion poblacional del berrendo sonorense y peninsular, asi como la
variabilidad genética de la poblacion peninsular empleando 18 microsatélites.
Debido a restricciones técnicas la diversidad del MHC Il DRB de berrendo, se
evalué unicamente a nivel de un estudio piloto. El analisis de microsatélites
demostré que el berrendo peninsular tiene una diversidad genética
extremadamente baja, con un numero promedio de alelos por locus de 2.9 y la
heterocigosidad promedia de 0.402. El analisis mitocondrial indico la presencia
de solo dos haplotipos en la poblacion peninsular y cuatro en la sonorense,
estos haplotipos son unicos para cada poblacién. El analisis AMOVA determind
una diferenciacion genética pronunciada (Fst = 0.562 y ®st = 0.836). Los
resultados de MHC || DRB demostraron la duplicacién génica, debido a que se
encontr6 mas de dos alelos por individuo, no obstante todos los berrendos
peninsulares comparten un alelo. Los resultados encontrados indican que ambas
subespecies han sufrido una pérdida significativa de la diversidad genética,
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debido a un cuello de botella, al tamafio poblacional reducido y su aislamiento.
Las estrategias de conservacion deberian desarrollarse individualmente para
cada subespecie, con las acciones de manejo que incluirian un monitoreo
genético y disefio de sistemas de apareamiento basados en los datos genéticos,

para asi minimizar el parentesco y la endogamia.

Palabras claves: diferenciacion genética; microsatélites; region control de

ADNmt; Antilocapra americana; Desierto Sonorense
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Abstract.

Antilocapra americana is the lone survivor within the family Antilocapridae;
actually it counts with four extant subspecies. The two inhabiting the Sonoran
Desert in Northwestern Mexico and Southwestern USA, A. a. peninsularis and A.
a. sonorensis respectively, are among the most endangered mammals. A part of
their populations is kept in semi-captivity. Knowledge about neutral and
functional genetic variation and differentiation is important for their conservation
and management. Unfortunately, this information is lacking. On the other hand,
the utility of non-invasively collected samples (feces) for genetic studies is widely
accepted, but has not been evaluated yet in the pronghorn species. In this study
we evaluate three different genetic markers (nuclear and mitochondrial) in four
sample types (feces, tissue, blood and swab). We also describe the genetic
diversity of peninsular pronghorn using 18 microsatélites loci and the
mitochondrial control region. Genetic diversity at mitochondrial level of Sonoran
pronghorn was done likewise, as well as its differentiation from the peninsular
population. Due to technical constrains, the genetic variability of pronghorn at
MHC Il DRB level was only done as a pilot study. Microsatellite DNA analyses
shows that the peninsular pronghorn has extremely low genetic variation (mean
number of alleles 2.9 and mean heterozygosis 0.402). A mitochondrial analysis
indicates the presence of only two haplotypes for the Peninsular and four for the
Sonoran pronghorn, these haplotypes were unique to each population. AMOVA
analysis shows two clearly distinct groups, indicating a strong genetic
differentiation (Fst = 0.562 and®st = 0.836). The results of MHC Il DRB
demonstrated that this gene is duplicated, because more than two alleles for
individual were found, nonetheless all peninsular pronghorns share only one
allele. These results indicate that both subspecies have suffered a significant
loss of genetic diversity, due to population bottleneck and subsequent small
population sizes and isolation. We also found that the peninsular subspecies has
a lower genetic variation at all genetic markers. A conservation strategy should
be developed for each subspecies with management actions including genetic
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monitoring and the design of a mating system reliant on genetic data to minimize

relatedness and inbreeding.

Key words: genetic differentiation; microsatellites; mitochondrial control region;

Sonoran Desert; Antilocapra americana



Introduccion.

La extincion reciente de varias especies y la amenaza continua a muchas mas,
han convertido a la biologia de la conservacion en una rama trascendental de la
ciencia del siglo XXI. Aunque las fuerzas ecologicas, politicas, demograficas,
econdmicas, entre otras, pueden ser las causas principales de la mayoria de las
extinciones, la persistencia de una especie en el tiempo y el espacio, se ve
influenciada por su variabilidad genética. El cuantificar y preservar dicha
variabilidad es la preocupacién principal de los estudios de la genética de la
conservacion (Hedrick 2001). Se ha demostrado que en general existen
diferencias en los indices de la diversidad genética entre las especies en peligro y
las mas abundantes. Lo que por su parte implica una disminucion del potencial
evolutivo, de la aptitud reproductiva y un riesgo elevado de extincidon en
condiciones naturales de los organismos con una diversidad genética erosionada.
Asi, la mayoria de los taxones no se extinguen antes que los factores genéticos
los afecten negativamente (Spielman et al. 2004). La aplicacion de las técnicas
moleculares han permitido examinar la salud genética de las especies en peligro
de extincion y los analisis genéticos se usan extensamente en las investigaciones
de la conservacion en la actualidad (Sunnucks 2000). Ademas, es importante
sefalar que se puede distinguir entre dos tipos de diversidad genética: la neutral,
que no afecta directamente a la aptitud y la funcional que si la afecta (Spielman et
al. 2004).

Los factores demograficos juegan un papel primordial en moldear la variacion
genética neutral de las poblaciones. Estos patrones de la variacion se pueden
interpretar en el contexto tedrico, bien establecido por la evolucion molecular
(Charlesworth et al. 2003). Como consecuencia, los estudios de la genética de
conservacion y poblacional, generalmente usan las secuencias de ADNmt o
microsatélites, porque estos marcadores son polimérficos y normalmente no se
desvian mucho de las expectativas de la evolucion neutral (Charlesworth et al.
1994; Galtier et al. 2009). Esto los hace idéneos para responder a aspectos tan

diversos e importantes como: los niveles de la diversidad genética dentro y entre



poblaciones o especies, el grado de aislamiento historico, el flujo genético, la
paternidad, definicion de las unidades de conservacion, genealogias, etcetera.
(Wayne y Morin 2004). Hace unos 20 afios, la medicion de la variabilidad genética
en los genes relacionados con la aptitud, era un problema dificil de abordar en la
genética de la conservacidn. Sin embargo, este tipo de diversidad influencia
directamente la sobrevivencia de largo y corto plazo de las poblaciones. Ahora,
cada vez mas, los marcadores no neutrales se incluyen en las evaluaciones de los
genetistas de la conservacion, a menudo junto con los marcadores neutrales
(Madsenet al. 2000; Campos et al. 2006). Los genes del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) son de un interés particular; la funcion principal de este
complejo es la presentacion de los antigenos cortos a las células T y como
consecuencia la distincidon entre propio y ajeno y desencadenamiento de la
respuesta inmune adquirida (Bos et al. 2008). Debido a su funcién inmunoldgica (y
posiblemente otras, tales como reconocimiento de pareja, interaccion madre-feto,
etcétera), la variacion nucleotidica en los genes de MHC puede ser directamente
vinculada con la aptitud individual y sobrevivencia (Sommer 2005). En otras
palabras la mayor parte de la variacion molecular entre alelos es adaptativa y es
mantenida a través de la seleccion sexual o natural (Piertney y Oliver 2006).

A pesar del potencial de diferentes tipos de marcadores de complementarse
mutuamente, para descifrar la historia evolutiva de una poblacion, muy pocos
estudios han tratado de acceder simultaneamente los niveles de la diversidad
genética usando microsatélites, ADNmt y MHC conjuntamente (Bos et al. 2008).
La meta del presente estudio es proporcionar un analisis comparativo de estas
tres clases de marcadores genéticos en dos subespecies de berrendo (Antilocapra
americana sonoriensis y A. a. peninsularis). Considerando que estas dos
subespecies ocupan nichos ecoldgicos en ecosistemas desérticos, a la vez que
representan un linaje evolutivamente unico y se encuentran en peligro de
extincion, es una oportunidad unica de entender como las fuerzas evolutivas,

demograficas y antropicas moldean el perfil genético de una especie.



Antecedentes.

Berrendo (Antilocapra americana).

El berrendo pertenece al orden Artiodactila y es el unico miembro existente de la
familia Antilocapridae. Ha habido diferentes opiniones sobre el estatus taxonémico
del berrendo, asi algunos de los primeros estudios lo asignaron a la superfamilia
Bovoidea (Matthew 1904; Pilgrim 1941; Stirton 1944; Vislobokova 1990). Otros
investigadores han considerado que es un bovido verdadero (O’Gara y Matson
1975), mientras que un tercer autor lo ha distinguido como una superfamilia
independiente (Hernandez-Fernandez y Vrba 2005). Mas recientemente, se
incluyd a los Antilocapridae en la superfamilia Cervoidea, como familia
independiente (Janis y Scott 1987). Estudios moleculares recientes sugieren que
el berrendo en un miembro primitivo del orden de los artiodactilos y que este no
esta cercanamente relacionado con otros miembros de las familias del Infraorden
Pecora (Beintema et al. 2003). Hernandez-Fernandez y Vrba (2005) distinguen,
dentro de Pecora, a tres superfamilias: Giraffoidea, Cervoidea and Bovoidea.
Giraffoideaes una superfamilia basal, la cual incluye a Antilocapridae y Giraffidae,
considerandola un grupo hermano de los clados que contienen a Cervoidea
(Moschidae y Cervidae) and Bovoidea. Mientras que Hassanin y Douzery (2003)
proponen que las familias Bovidae, Cervidae y Giraffidae son monofiléticas y el
linaje de Antilocapra se separ6 antes, con respecto a otros linajes y se le atribuye
un estatus de familia monofilética. Hassanin et al. (2012), basandose en el
genoma mitocondrial completo, indican que el berrendo se separ6 tempranamente
dentro del Infraorden Pecora y representa un grupo hermano de Giraffidae. Estos
resultados indican que el berrendo representa un linaje evolutivo unico, con una
historia evolutiva distinta y bastante larga que merece ser estudiado en
profundidad y amplitud.

Antilocapridae es una familia monotipica y endémica de América del Norte, lo cual
se debe a que, aproximadamente, 20 formas muy diferentes de los Antilocapridae
ya se han extinguido (Heffelfinger et al. 2002). Se estima que durante el Mioceno y
Plioceno existieron mas de 18 géneros de la familia Antilocapridae, agrupados en



dos subfamilias: Merycodontinae y Antilocaprinae. La subfamilia Merycodontinae
aparecio hace aproximadamente 19 millones de afios y hace nueve millones de
afnos ya estaba desvaneciéndose, como lo atestigua el registro fosil. Se estima
que la subfamilia Antilocaprinae aparecio hace 14 millones de afios y ha persistido
desde entonces, quedando en la actualidad un unico representante, Antilocapra
americana (Heffelfinger 2002).

Se reconocen cuatro subespecies de berrendo, que habitan en planicies abiertas
del occidente del Norte América (Lee 1992; Lee et al. 1994). El berrendo
americano (Atilocapra americana americana) (Ord 1815) ocupa el mayor rango de
distribucion en América del Norte, extendiéndose desde el sur de Canada hasta el
norte de Arizona, Nuevo México y Texas. Se piensa que el Berrendo mexicano (A.
a. mexicana) (Merriam 1901), histéricamente ocupaba el noreste de México, se
extendia hacia el norte hasta el sureste de Arizona, el sur de Nuevo México, y la
region del Big Bend en el oeste de Texas. El rango de distribucién del berrendo
peninsular (A. a. peninsularis) (Nelson 1912) esta limitado a la Reserva de
Biosfera del Vizcaino en la peninsula de Baja California, México. Finalmente, el
berrendo sonorense (A. a. sonoriensis) (Goldman 1945), en el pasado se le
encontraba en el suroeste de Arizona, extremo suroriental de California, noreste
de Baja California, and noroeste de Sonora, México (Arizona Game and Fish
Department 1981). Una quinta subespecie, A. a. oregona (Bailey 1932) se refiere a
una poblacion de berrendo que ocupa la Gran Cuenca en los estados de Oregdn,
California, Utah y Nevada (The Great Basin), sin embargo esta sub-especie ya no
es reconocida oficialmente (Stephen et al. 2005a; Brown y Ockenfels 2007). Las
caracteristicas morfologicas (color, tamafo, forma, etcétera) han sido los
elementos tipoldgicos principales para nombrar a las subespecies. Esta
delineacion de las subespecies ha tenido un efecto profundo en las decisiones y
esfuerzos en manejo y conservacion del berrendo, tanto en USA, como en México
(Stehephen et al. 2005a). Con los primeros estudios de ADNmt y de electroforesis
de proteinas, se determind que no existe diferencia entre A. a. americana y A. a.
oregona, pero existe una zona de separacion (intergrado) entre A. a. mexicana y

A. a. americana y entre A. a. mexicana y A. a. sonoriensis (Lee et al. 1994). El



analisis de ADNmt (Lou 1998), llam¢ la atencidn sobre el estado taxondmico del
berrendo sonorense. Al analizar 196 animales de 14 poblaciones del berrendo, se
identificaron dos grupos de berrendo genéticamente distintos: norte (Colorado,
Kansas, Montana, ldaho y Oregén) y sur (Texas, Arizona). Sin embargo, Lou
(1998) tenia un tamafo de muestra pequefio y no incluyo en su analisis muestras
de A. a. sonorensis de México, de A. a. americana de Arizona y del berrendo
peninsular. Un estudio mas reciente, analiz6 ADNmt y microsatélites, para resolver
el problema taxondémico, pero en su analisis no fue incluido el berrendo peninsular.
Los resultados muestran que el berrendo sonorense no es muy distinto de otras
poblaciones de sus co-especificos (Fst=0.157; p<0.05) (Stephen et al. 2005a). Sin
embargo, los autores del estudio resaltan que ambos marcadores indican que el
berrendo sonorense se ha diferenciado de las otras poblaciones y también ha
comenzado la diferenciacion en dos poblaciones una en México y la otra en
EE.UU (Stephen et al. 2005a).

Histéricamente el berrendo como especie fue muy abundante, asi Yoakum vy
O’Gara (2000) afirman que de alrededor de 30 millones o mas individuos que
habia a principios del siglo XIX, para la década de 1910 solo quedaba menos de
1%. Nelson (1925) conservativamente estima que entre 35 y 40 millones de
berrendos habitaban en Norteamérica antes de la colonizacion europea. Seton
(1929) estimo6 que hacia el afio 1800 habia alrededor de 40 millones de animales
solo en la parte occidental de EE.UU. Debido al desarrollo, la colonizacién del
territorio de Norte América, a la caza excesiva (no solo para comida, sino también
por diversion), al aumento de la poblacion humana y la degradacién del habitat
idoneo para el berrendo, su poblacién habia disminuido a una fraccion de la
abundancia histérica, hacia principios del siglo XX (Yoakum 1968). Laliberte y
Ripple, 2004 encontraron que el berrendo habia perdido una gran parte de su
rango de distribucion original, asi a partir de comienzos del siglo XIX, su
distribucion en todo el continente disminuyé en un 64%. Estos resultados son
alarmantes, porque en la lista de las especies de carnivoros y ungulados de
Norteamérica que han disminuido drasticamente su rango de distribucion, el

berrendo se encuentra en el tercer lugar, unicamente sobrepasado por el huron de



pies negros (Mustela nigripes), con el 100% de reduccion de habitat y el ciervo
canadiense (Cervus canadensis) con el 74%.

Hacia 1910, la poblacion del berrendo en Estados Unidos habia llegado a su punto
minimo, de aproximadamente 13 mil individuos (Hoover et al. 1959). El primer
reporte del tamafo de las poblaciones en México, fue el de Nelson (1925), quien
hizo la primera evaluacién general de todas las poblaciones. En dicho reporte, se
incluyeron las poblaciones de Coahuila, Chihuahua, Sonora y Baja California, con
600, 700, 595 y 500, respectivamente. Para entonces, los Estados Unidos, asi
como México vedan la caza de berrendo. Asi, posteriormente las organizaciones
de indole conservacionista empiezan a dar pasos en la proteccion de los animales
y su habitat. Los esfuerzos llevados a cabo en Estados Unidos, han tenido un
impacto impresionante sobre la recuperaciéon del berrendo y hacia el comienzo del
siglo XXI, se estimaba que alrededor 850 mil animales existen en EE.UU (O’'Gara
y Yoakum 2004). En México, a pesar de la veda promulgada en 1952 en la Ley
Federal de Caza, no se ha podido recuperar significativamente el numero
poblacional del berrendo y las tres subespecies, se encuentran en peligro de
extincion (NOM-059, 2010). Cancino et al. (1994), después de examinar el rango
de la distribucion histérica del berrendo peninsular indican que en el aio de 1993,
dicho rango habia disminuido en un 90% y que el Desierto de Vizcaino representa
el ultimo refugio para esta subespecie; de la cual solo permanecian unos 135
animales sobrevivientes. Los numeros poblaciones del berrendo peninsular han
fluctuado de 46 a 135 individuos, entre las décadas de 1970 y 1990 (Cancino et al.
1998). La presidn antropica creciente y el numero poblacional critico del berrendo
peninsular, impulsé al gobierno Mexicano y ONGs a tomar decisiones para
desarrollar programas de conservacion. El Programa de Recuperacion del
Berrendo Peninsular (PRBP) fue propuesto en 1994, donde se evaluaron las
amenazas que enfrenta el berrendo y se propuso una serie de recomendaciones y
lineas de accion para su conservacion y manejo. Se establecid un hato
reproductor en semicautiverio con 5 animales fundadores, capturados en 1998, y
otros 6 durante 1999 (Cancino et al. 2005). Como resultado de la crianza en

cautiverio no solo se logré el aumento del hato cautivo a 36 animales en 2001, 90



en 2003 y aproximadamente unos 450 en el 2011, sino que la experiencia
adquirida y la informacion obtenida, permitieron mejorar el programa de manejo
(Cancino et al. 2005; Sanchez, com. pers.).

En tiempos historicos, el berrendo sonorense fue relativamente comun en su
rango de distribucion (U.S. Fish and Wildlife Service 1998), sin embargo la caceria
incontrolada, la degradacion del habitat, la competencia con el ganado y la
instalacion de cercos que limita el movimiento libre de los animales, llevaron a una
declinacién dramatica en la distribuciéon y abundancia de esta subespecie (U.S.
Fish and Wildlife Service 1998, Brown y Ockenfels 2007). Actualmente, el
berrendo sonorense ocupa menos del 10% de su rango historico, y solo quedan
dos poblaciones pequeias, en México y EE.UU (Stephen et al. 2005a, b). Hacia el
ano de 1920, la poblacion del berrendo sonorense, en Estados Unidos
unicamente, consistia de 100 individuos, y en el transcurso de la década de 1980
oscilo entre 50 y 100. Posteriormente, se observo un crecimiento poblacional de
hasta 282 animales en el afio de 1994, pero las sequias prolongadas causaron
una disminucion poblacional critica, al reducirse su numero a 21 animales en 2002
(U.S. Fish and Wildlife Service 2003a, Arizona Game and Fish Department 2004a,
Arizona Game and Fish Department 2009a). A partir de 2002, se tomaron
acciones para la recuperacion del berrendo, por ejemplo instalacion de fuentes de
agua, provision de alimento extra y construccion de un corral para crianza en
cautiverio (Otte 2006). En el 2009, se estimo6 una poblacion silvestre del berrendo
sonorense de 68 animales en EE.UU, ademas de una poblacién en cautiverio de
73 individuos (Arizona Game and Fish Department 2009a,b).

La acciones de conservacion del berrendo sonorense en Meéxico incluyeron
diferentes pasos dados por el gobierno estatal, por ejemplo entre 1987 y 1989, el
Gobierno de Sonora, a través del Centro Ecolégico de Sonora (CES), dio inicio al
proyecto denominado “Estrategias para la recuperacién del berrendo sonorense”.
Dicho proyecto se enfocd al desarrollo de campafias masivas de educacion y
concientizacion en Sonora, tanto en zonas urbanas como rurales, sobre la
situacion critica del berrendo y su importancia biologica, social y cultural. De la

misma manera, incluyo un programa de vigilancia en el area. Con la creacion de la



Reserva de la Biosfera de El Pinacate y el Gran Desierto de Altar, Sonora, en
1993, se establecié una superficie significativa (714, 556.5 hectareas), de habitat
para la conservacion del berrendo y un importante sitio para su estudio y
preservacion (SEMARNAT 2009). Durante los afios siguientes se colocaron unos
46 collares de radio telemetria. En 2004, se capturaron 5 animales en Sonora,
para iniciar el programa de reproduccion en semicautiverio en la zona de Refugio
de Vida Silvestre “Cabeza Prieta”, EE.UU. La captura no rindié los frutos
deseados, debido a que cuatro de los cinco ejemplares murieron durante o
después de la captura. Posteriormente, en 2006, se realizé una nueva captura, (1
macho y 3 hembras), para reforzar el grupo de berrendos en el encierro de
Cabeza Prieta e incrementar la variabilidad genética de la poblacion. El ultimo
censo poblacional realizado en 2007, en Sonora, arrojo la cifra de 360 ejemplares
(SEMARNAT 2009).

Actualmente, los berrendos sonorense y el peninsular son reconocidos por la
NOM-059-SEMARNAT-2010, como una especies en peligro de extincion, sin
hacer distincion entre subespecies, refiriéendose a....“aquellas especies, cuyas
areas de distribucion o tamafo de sus poblaciones en el Territorio Nacional han
disminuido drasticamente poniendo en riesgo su viabilidad biolégica en todo su
habitat natural, debido a factores tales como la destruccion o modificacion drastica
del habitat, aprovechamiento no sustentable, enfermedades o depredacion”...
entre otros.

Generalmente, las especies en peligro de extincion o amenazadas tienen tamanio
poblacional pequefio o en declinacion, por lo que la endogamia y pérdida de
diversidad genética son inevitables (Spielman et al. 2004). La endogamia y la
reduccion de la heterocigosidad poblacional, comunmente afectan tanto la
reproduccion como la sobrevivencia en todas las especies bien estudiadas
(Frankham et al. 2010, Crnokrak y Roff 1999; Reed y Frankham 2003). Ademas, la
depresion endogamica y pérdida de la diversidad genética aumentan el riesgo de
extincion (Brook et al. 2002, McCallum 2008). Mas aun, la pérdida de la
variabilidad genética reduce la habilidad de las poblaciones de evolucionar para
enfrentarse a los cambios ambientales (Frankham et al 1999, Frankham et al.



2010). Por lo tanto, la heterocigosidad mermada es un marcador de las
poblaciones con una aptitud reproductiva reducida y con un elevado riesgo de
extincion futura, causados por los factores genéticos, sin importar la causa inicial
de disminucién poblacional (Spielman et al. 2004).

Dado el estado precario del berrendo en México y la importancia del conocimiento
de la variabilidad genética para la conservacién y la persistencia de la especie, se
requiere de estudios que resuelvan la falta de informacion genética que existe en
el caso del berrendo peninsular (Sanchez et al. 2006). Por otro lado, hasta ahora
existe una incertidumbre sobre el estatus taxondmico del berrendo peninsular
como una subespecie (Stephenet al. 2005a). Idealmente, la caracterizacion de
todas las especies se haria implementando una coleccion de muestras de calidad,
en todo el rango de distribucidon y el uso de marcadores mitocondriales y
nucleares, para la robustez del analisis (Moritz 1994). Existen varios marcadores
moleculares, incluyendo ADNmt y marcadores nucleares, sin embargo ninguno de
ellos por si solo puede considerarse como 6ptimo para un analisis exhaustivo
(Sunnucks, 2000), de ahi que para obtener resultados de calidad, que permitan
resolver la problematica en cuestion, lo ideal es usar una combinacion de estos

marcadores.

Marcadores genéticos

Todos los individuos difieren en sus secuencias de ADN, el destino de cada una
de estas variaciones, a través de tiempo y espacio, estara afectada por la biologia
y las circunstancias por los cuales un individuo esta pasando, incluyendo éxito
reproductivo, migraciones, tamafo poblacional, seleccion natural y eventos
demograficos (Sunnucks 2000). Por lo tanto, al examinar los marcadores
genéticos es posible obtener informacion de casi cualquier proceso poblacional o
evolutivo. La tasa de cambio y la distribucion de los diferentes marcadores
genéticos, varia debido a la accién de los procesos biologicos fundamentales,
incluyendo la recombinacion, mutacién y seleccidon (Sunnucks 2000). Los
marcadores genéticos se pueden dividir en tres grupos principales, de acuerdo

con la resolucion de la informacién que dichos marcadores proporcionan. En



primer lugar los marcadores como microsatélites, proporcionan informacion sobre
procesos bioldgicos en una escala fina y de tiempos evolutivamente recientes, por
ejemplo, identificacion individual o parentesco (Selkoe y Toonen 2006). Por otro
lado, los marcadores como ADNmt y otros de locus unico, tienen propiedades de
abarcar escalas temporales y espaciales mas grandes, y son excelentes
marcadores para estimar el flujo genético y la historia poblacional (Yang et al.
2008). Y en el tercer grupo se incluye a los marcadores de tasa mutacional baja
(histonas o genes nucleares ribosomales); estos marcadores proporcionan
informacion para acceder a los procesos de escala geoloégica, como por ejemplo
especiacion, filogeografia y reconstruccion filogenética profunda (Sunnucks 2000).
Las células de la mayoria de los eucariotas contiene ADN nuclear heredado de
ambos padres, asi como ADN en los organelos (mitocondrias o cloroplastos), lo
cual normalmente, se hereda de un solo progenitor (uniparental). Estas diferencias
en la transmision y algunas otras diferencias en los patrones de la evolucion,
causan que las genealogias construidas a partir de ADN nuclear y de organelos
reflejen diferentes aspectos de la biologia poblacional e historia evolutiva. La
comparacion de los genotipos nucleares y mitocondriales pueden ayudar a
reconocer a los hibridos, las preferencias de apareamiento asimétrico, la
estructura social compleja, etcétera (Sunnucks2000).

En las ultimas décadas, el enfoque genético para responder a las preguntas
ecologicas, evolutivas, poblacionales y de conservacion se ha convertido en una
herramienta mas eficiente, poderosa y flexible, y como consecuencia mas comun.
Marcadores genéticos tan distintos como alozimas, microsatélites, secuencias de
ADN mitocondrial y nuclear ahora se pueden usar para estimar varios parametros
de interés en biologia, por ejemplo, tasa de migracion, tamafo poblacional, cuellos
de botella recientes o histéricos, parentesco, etcétera (Morin et al. 2010).

Para poder responder a este tipo de preguntas, no es unicamente importante
elegir el marcador correcto, sino tambiéndeterminar qué tipo de muestras es mas
idonea para el estudio en cuestion. Normalmente, para obtener ADN se usa
sangre o tejido de los animales bajo estudio, lo que implica al menos captura del

animal y su inmovilizacién o incluso su muerte, ya sea por el tipo de tejido
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requerido o por el estrés y trauma producidos por la captura (Bosch et al. 2005).
Cabe mencionar que el berrendo, mas que otros ungulados de Norte América, es
propenso a la miopatia de captura (Jacques et al. 2009). La miopatia de captura
(MC) es un sindrome que presentan mamiferos y algunas especies de aves. Se ha
descrito la MC en muchos rumiantes silvestres y ocasionalmente en perros,
primates y aves. La MC es similar a la condicion humana de mioglobinuria
asociada con rabdomidlisis (destruccion muscular). En los animales se observan
cuatro sindromes clinicos: sindrome del choque de captura, sindrome
mioglobinurico ataxico, sindrome de ruptura muscular, y el sindrome preagudo
retrasado (Spraker 1993). Chalmers y Barrett (1977) indican que los
procedimientos de captura y transporte de berrendos a un encierro, resultaron en
dafios de tipo muscular extensivo y a otros organos en el 5.5% de los individuos.
Comparando los resultados de las muertes causadas, por captura, en berrendo
(8.9%) y venado (1.4%), Jacques et al. (2009) sugieren que la captura con redes
disparadas desde un helicoptero (Helicopter Net-Gun) es bastante problematica
para el berrendo.

El uso de ADN, obtenido mediante métodos no invasivos, ha hecho un progreso
significativo en el estudio y monitoreo de especies y poblaciones que tienen un
reducido numero de individuos, que es dificil o peligroso observar o contar, o que
se encuentran en areas de dificil acceso o bien en animales que presentan un
nivel de estrés muy alto (Taberlet y Bouvet 1992; Fickel y Hohmann 2006). La
ventaja principal de estos métodos no invasivos, es que permiten trabajar con los
animales sin necesidad de captura, incluso sin verlos directamente, lo que resulta
en una carencia absoluta de estrés. Por otro lado, una cantidad cada vez mas
creciente de Areas Naturales Protegidas, en donde hay medidas de manejo de las
poblaciones muy estrictas, demandan una disminucion de la perturbacién de los
objetos de estudio y requieren que todos las investigaciones cientificas conducidas
dentro de estas areas sean menos invasivas (Fickelet al. 2007; 2012). La colecta
de muestras no invasiva incluye: heces, orina, saliva, pelos, plumas, cascara de
huevos, etcétera (Beja-Pereira et al. 2009). Un numero, cada dia creciente, de los
distintos protocolos para las técnicas no invasivas permite obtener suficiente ADN
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para los analisis y también cada vez menos errores en geno-tipificacion (Luikart et
al. 2008). El hecho de que las heces no estan sujetas a las limitaciones de CITES
facilita la colecta intensiva de las muestras en especies en peligro y su transporte
entre paises (Maudetet al. 2004). El uso de muestras no invasivas, mas
frecuentemente heces, en los estudios en ungulados ya es comun.

Usando métodos no invasivos (heces y pelo) en el corzo (Capreolus capreolus),
Fickel et al. (2012) encontraron que el ADNmt produce una amplificacion en 100%
de los casos, mientras que la tasa de error en la amplificacion de los microsatélites
fue de 13.2%. Esto implica que para un analisis basado unicamente en las
muestras de heces, sera necesario un tamano de muestra muy grande y llevar a
cabo repeticiones de PCR, para cada locus y cada individuo, al menos 3 veces. El
uso de referencia de otro tipo de tejido del mismo animal es muy frecuente, porque
ayuda en la estimacion de los errores de extraccion y después en la
genaotipificacion. Por otro lado, extracciones dobles y repeticiones de PCR de dos
a cinco veces en cada muestra aumentan la calidad de resultado obtenido.
Estudios genéticos en donde se ha utilizado muestras de heces de berrendo no
son muy frecuentes, aunque Dunn et al. (2011) utiliz6 heces de berrendo para
genotipificacion con 18 microsatélites. Las precauciones que ellos tomaron para
prevenir los errores, fue repetir PCR de dos a cinco veces y tener una referencia
del genotipo, obtenida a partir de las muestras de tejido. Usando 9 marcadores de
microsatélites en una poblacién de Caribu de Canada (Rangifer tarandus caribou),
Hettinga et al. (2012) obtuvieron un éxito de genotipificacion de 93%. Cabe
mencionar que el tamafo de la muestra en este estudio fue de mas de mil
individuos y cada muestra fue genotipificada por 3 personas independientemente.
Después de eso, tres personas volvieron a genotipificar 92 individuos elegidos al
azar, para evitar los errores. Estos pasos aunque son importantes, aumentan los
costos de estudio y el tiempo de trabajo.

Otro método frecuentemente usado, en el analisis de ADN degradado, es retirar
del analisis las muestras que por alguna razon tienen ADN particularmente
degradado, eso ayuda mejorar el resultado significativamente. Por ejemplo, al
eliminar dos muestras del set analizado Gardipee (2007) obtuvo una disminucién
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en la tasa de error de un 15% a un 5% y el éxito de amplificacién se aumento6 de
92% a 97% en un estudio del bisonte americano (Bison bison). En el mismo
estudio el éxito de amplificacion de la region control del ADN mitocondrial fue de
94%, unicamente con 7 muestras que brindaron secuencias ambiguas. Aunque
este resultado no fue tan robusto como el descrito por Fickel et al. (2012), se le
puede considerar bastante bueno.

Aunque el analisis de las muestras no invasivas requiere mas dinero y esfuerzo de
laboratorio, comparado con los estudios genéticos tradicionales, sus aplicaciones
en biologia de la conservacion son emocionantes y prometedoras. El poder y el
papel que el muestreo no invasivo juega en los estudios de la genética de

conservacion continidan aumentando.

Microsatélites

Los microsatélites surgen como uno de los marcadores mas utilizados, porque
representan un locus unico, codominante, con una alta tasa de mutacion, y su
analisis puede efectuarse combinando distintos microsatélites para proveer una
réplica rapida del genoma y de costo accesible (Selkoe y Toonen 2006; Frankham
et al. 2010). El primer uso de los microsatélites en poblaciones naturales fue
reportado hace mas de 20 (Ellegren 1991; Schlotterer et al. 1991). Desde
entonces los microsatélites representan un marcador importante para un niumero
considerable de trabajos de genética de la conservacion (Vali et al. 2008).

Los microsatélites son repeticiones en tandem de 1 a 6 nucledétidos (por ejemplo,
ACTACTACTACT), que se encuentran en alta frecuencia en el genoma nuclear en
la mayoria de los taxones. También se conocen como: secuencias de repeticiones
simples (SSR), repeticiones del numero variable en tandem (VNTR) y repeticiones
cortas en tandem (STR). Como consecuencia del uso amplio de microsatélites, la
informacion sobre su evolucion, comportamiento mutacional, funcion y distribucion
en el genoma se ha ido aumentando rapidamente (Li et al. 2002; Ellegren 2004).
Un locus de microsatélites normalmente varia en longitud de 5 a 40 repeticiones,
aquellas repeticiones que son de dos, tres o cuatro nucledtidos (dinucleotidicas,

trinucleotidicas y tetranucleotidicas, respectivamente), son las mas comunes para
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estudios genéticos. Las repeticiones de dos nucledtidos, representan la mayor
parte de los microsatélites de muchas especies (Li et al. 2002). Repeticiones
trinucleotidicas y hexanucleotidicas son una clase de repeticiones que es mas
probable que se encuentran en una region codificante, porque no causan
desplazamiento o desfase del marco de lectura (frameshift mutation) (Toth et al.
2000). Los microsatélites mutan con gran frecuencia por deslizamiento y errores
de correccion (“slippage and proofreading errors”) durante la replicacion del ADN,
lo que ante todo cambia el numero de las repeticiones y asi el largo de la cadena
de repeticion (Eisen 1999). Muchos microsatélites tienen una tasa mutacional muy
alta entre 107 y 10"® mutaciones por locus por generacion y en el promedio 510,
lo que implica un alto nivel de la diversidad alélica, necesario para los estudios de
los procesos que se suceden a una escala ecologica (Zink y Barrowclough 2008,
Schlétterer 2000). Los microsatélites son muy interesantes, porque son unos de
los pocos marcadores que permiten una investigacion de escala fina o nivel
individual, creando una marca de cada individuo. Los microsatélites, normalmente,
son secuencias cortas de 100 a 300 bp, en comparacion con 500 a 1500 de las
secuencias mitocondriales o nucleares, 1o que hace a los microsatélites buenos
marcadores en el ADN degradado (Taberlet et al. 1999). Eso permite usar
microsatélites con ADN antiguo o ADN extraido a partir de las muestras no
invasivas (pelos o heces), aunque para lograr un genotipo confiable se
recomienda una amplificacién triple del mismo locus (Frantzen et al. 1998,
Taberlet et al. 1999). Dado que los microsatélites son especificos para especies, la
contaminacion con el ADN de organismos no objetivos o del personal de
laboratorio es mucho menos probable que usando los primers universales (AFLP)
(Selkoe y Toonen 2006). Cada locus de microsatélites puede ser considerado una
muestra del genoma. Recombinacidn, seleccion y deriva genética hacen que cada
gen y cada region gendmica tengan una historia genealdgica hasta cierto punto
diferente. Al usar un solo locus para estimar una caracteristica biolégica produce
un alto nivel de error de muestreo. Asi, tomando muestras multiples del genoma y

combinando los resultados de varios loci proveen una via mas precisa y
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estadisticamente poderosa de comparar individuos y poblaciones (Selkoe y
Toonen 2006).

Ventajas y desventajas de microsatélites.

La ventaja mas grande del uso de los microsatélites es el acceso a una escala fina
del estudio, por otro lado, este marcador permite el uso de una cantidad pequefa
de la muestra. Ademas, como ya se ha mencionado, el tamafio de la secuencia de
microsatélites es de 100 a 300 bp, lo que hace posible la amplificacion del ADN a
pesar de su degradacion. (Taberlet et al. 1999; Buchan et al. 2005; Sefc et al.
2003). La especificidad de los microsatélites es otra caracteristica importante, por
lo que se previene la contaminacidon y hace mas facil el trabajo con las muestras
de heces o0 las especies endosimbidticas, donde la contaminacion con otros
organismos es practicamente inevitable (Selkoe y Toonen 2006).

Cada marcador en el genoma puede ser considerado como una muestra de dicho
genoma, también cada marcador tiene una historia evolutiva algo diferente, por
eso el uso de un solo marcador genético puede crear un gran error de muestreo.
Asi, el muestreo multiple del genoma y combinacion de los resultados de varios
loci provee una perspectiva mas eficiente en la comparaciéon de las poblaciones e
individuos (Pearse y Crandall 2004). Aunque los AFLP y RAPD también son
técnicas de multi-locus, ninguno de ellos tiene la resolucion y el poder de un
estudio con microsatélites (Sunnucks 2000), sin embargo, el AFLP puede ser una
alternativa buena a los microsatélites (Bensch y Akesson 2005). Gerber et al.
(2000), demostraron que 159 loci de AFLP proveen menos poder en la
determinacién de la paternidad que 6 marcadores polimorficos de microsatélites.
Generalmente los microsatélites tienen una alta tasa de mutacién, resultando en
una alta diversidad alélica en la poblacién. En las especies con un tamanio
poblacional pequefio o las que sufrieron una reciente disminucién del numero de
individuos, los marcadores con una tasa de mutacién baja pueden no reflejar la
historia reciente, mientras que los loci con alta tasa mutacional pueden ser

bastante informativos (Hedrick 1999). El proceso mutacional lento permite ver la
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signatura de los eventos en el pasado remoto, asi la seleccion del locus para el
estudio dependera del problema de interés. Si el interés de estudio es demografia
del presente o patrones de conectividad o deteccidén de los cambios demograficos
en pasado reciente (10 a 100 generaciones), los microsatélites son los
marcadores de eleccidn (Queller et al. 1993; Vali 2008). Similarmente, para un
estudio de la estructura poblacional que emplea estimaciones de la frecuencia
alélica o para el estudio de parentesco, donde cada individuo puede tener una
etiqueta individual, los microsatélites son de gran utilidad (Kalinowski 2002; Wilson
y Rannala 2003).

A pesar de muchas ventajas, los microsatélites también tienen algunos retos y
escollos, los cuales pueden complicar el analisis o hasta confundir los resultados
(Glenn y Schable 2005). Por ejemplo, la ventaja proporcionada por la tasa de
mutacion alta puede producir un panorama sesgado sobre la diversidad genética
total. La variabilidad de los microsatélites puede representar la “punta invertida del
témpano” de la diversidad gendmica (Vali 2008). Asi, las estrategias del desarrollo
de los microsatélites llevan a seleccionar los loci mas polimdrficos, lo que implica
que el aislamiento de los marcadores no es azaroso con respecto a la diversidad.
Vali (2008), relaciond la diversidad nucleotidica en ocho regiones no codificantes
(secuencias de 10 intrones, aproximadamente de 5.4-5.7 kb) con la diversidad en
los microsatélites (10 a 27 loci). La correlacidén fue positiva, aunque no perfecta,
entre la heterocigosidad y diversidad nucleotidica a nivel poblacional. Sin
embargo, la diferencia en la diversidad nucleotidica varié en 30 veces, mientras
que la heterocigosidad solo en 1.4 veces. Se encontré una relacidn similar
(r*=0.72) entre la diversidad nucleotidica y el numero de alelos por locus en
microsatélites. Por lo tanto, dos poblaciones con una heterocigosidad similar,
pueden ser significativamente diferentes en el nivel de la diversidad gendmica
(vVali 2008). Payseur y Cutter (2006) concluyeron que la correlacion entre
diversidad en SNP y microsatélites puede ser débil, causada por error de
muestreo (uso de marcadores disefiados para una especie y aplicados en otra) o
el proceso complejo de la mutacion de los microsatélites.
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Uno de los retos actuales, en cuanto a los microsatélites, es que el patron de
mutacion de estos puede ser muy complejo (Schidtterer 2000; Beck et al. 2003;
Ellegren 2004). Para algunos estudios no es tan importante conocer el mecanismo
de mutacion exacto de cada locus, mas aun muchos analisis estadisticos no son
sensibles a los diferentes mecanismos (Neigel 1997). Sin embargo, varios
estadisticos basados en las frecuencias alélicas, por ejemplo Fst y Rst, dependen
esencialmente del modelo de mutacion. Tradicionalmente, el modelo de alelos
infinitos (IAM), en el cual cada evento mutacional produce un alelo nuevo, fue un
modelo muy usado por los genetistas poblacionales. Por otro lado, el modelo de
mutacion especifico de los microsatélites: paso a paso (“stepwise mutation model”-
SMM), afiade o resta una o mas repeticiones, a una tasa constante, para limitar el
proceso de error durante la replicacion de ADN (Ellegren 2004). Sin embargo,
también se sabe que ocurre un proceso mutacional diferente al SMM, asi por
ejemplo mutaciones puntuales y eventos de recombinacion o conversion de genes
(Richard y Paques 2000). Recientemente en algunos de los paquetes estadisticos
se han afiadido los modelos de mutacion mas complejos y realistas, incluyendo
modelos distintos al de paso a paso junto con SMM (Piry et al. 1999; Van
Oosterhout et al. 2004).

La homoplasia amortigua la diversidad genética visible y puede aumentar
estimaciones del flujo genético cuando la tasa de mutacidn es alta (Garza y
Freimer 1996; Epperson 2005). Existen dos tipos de homoplasia: detectable y no
detectable. La homoplasia detectable puede revelarse por secuenciacion de
alelos. Aunque las estimaciones empiricas reportan que este tipo de homoplasia
no es alta (1-2%) y unicamente subestiman la diferenciacion genética ligeramente
(Curtu et al. 2004). Las homoplasias no detectables ocurren cuando dos alelos son
idénticos en la secuencia, pero distintos por origen. Las homoplasias no
detectables pueden ser frecuentes, aunque también se puede incluir esta
probabilidad al analisis (Slatkin 1995; Estoup y Cornuet 1999).

La neutralidad y funcion de los microsatélites también se encuentra bajo un debate
(Ellegren 2004); varios reportes sugieren que los cambios en numero de las

repeticiones pueden causar variacion cuantitativa en la funcion proteica y en la
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actividad génica, afectando asi la fisiologia y el desarrollo (Li et al. 2002). Ha sido
demostrado que las mutaciones en microsatélites dentro de los genes contribuyen
a los cambios de la adaptabilidad y patogenicidad de las bacterias (Bayliss et al.
2004).

Microsatélites en berrendo y otras especies de vertebrados.

Los microsatélites, como marcadores genéticos, se han usado por mas de una
década en las especies no modelos y han tenido gran impacto en las decisiones
de manejo y conservacion de las especies en peligro de extincion (Morin et al.
2010). Existen una gran cantidad de estudios donde se usan los microsatélites
como marcadores importantes para determinar la diversidad genética, la
diferenciacion poblacional o para acceder a alguna problematica de interés
evolutivo, ecolégico o de manejo (Gebremedhi 2009; Morin et al. 2010). Los
microsatélites han sido ampliamente usados para responder las preguntas
bioldgicas, ecologicas, comportamentales y de manejo en el berrendo y otros
mamiferos. Una de las preguntas importantes es, si existe una relacion entre la
pérdida de la diversidad genética neutral y las caracteristicas de la aptitud en las
poblaciones silvestres. Por ejemplo, reflejaria un analisis la diversidad genética
neutral los cambios en la aptitud individual, o solo los genes funcionales como
MHC contribuyen a las diferencias en la sobrevivencia y la reproduccion (Allentoft
y O’Brien 2010). Basandose en los resultados genéticos de 19 loci de
microsatélites, Dunn et al. (2011), asignaron paternidad, construyeron pedigri y
accedieron al coeficiente de endogamia en una poblacion pequefa y aislada de
berrendo en el National Bison Range, USA. Dichos autores demostraron que la
depresion endogamica afecta la sobrevivencia, masa al nacer y la condicion
general de las crias de berrendo. Ruiz-Lopez et al. (2012), usando 17
microsatélites en la gacela de Mohor (Gazella dama mohr) y 36 en el lince ibérico
(Lynx pardinus) encontraron que la heterocigosidad esta asociada con la calidad
espermatica, una caracteristica importante de la aptitud. En el lince la proporcion
extremadamente baja de los espermatozoides normales fue asociada con bajo
nivel de la heterocigosidad; lo mismo se encontré en la gacela de Mohor. En otra
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investigacion, se correlacionaron once caracteristicas de aptitud en 1192 pinzones
cebra (Taeniopygia guttata), con la heterocigosidad de once marcadores de
microsatélites, con 1359 SNP y con un coeficiente de endogamia calculado
directamente del pedigri (Forstmeier et al. 2012). Las once -caracteristicas,
mostraron una correlacion positiva con las medidas de la heterocigosidad. Es
interesante observar que un numero relativamente pequefio de microsatélites
produjo de igual manera, una correlacion muy fuerte, comparada con el gran
numero de SNP. Forstmeier et al. (2012) sugieren que un numero moderado de
microsatélites polimorficos, pueden reflejar mejor la correlacion que antes se
penso, especialmente en las especies como el pinzén cebra. No obstante, los
resultados encontrados por Jenks et al. (2006), indican que la disminucion de la
diversidad genética, determinada con 7 microsatélites, no fue el factor primario en
la reduccién del numero de individuos del berrendo en Wind Cave National Park,
EE.UU.

El analisis de parentesco, con el uso de los microsatélites, revolucion6 las
perspectivas sobre sistemas de apareamiento de todo tipo de animales. Esto se
ejemplifica con el caso de las aves que se habian considerado estrictamente
monogamas, hasta solo unos afos atras (Lack 1968). En contraste, Griffith et al.
(2002), encontraron que las técnicas moleculares revelan que alrededor del 90%
de las especies de aves practican la paternidad fuera de la pareja. En mamiferos,
la monogamia esta restringida a menos del 3% de las especies y se observa
normalmente en primates, roedores y canidos (Kleiman 1977). Aunque algunos
autores indican que la cantidad de estudios moleculares que involucran especies
de mamiferos socialmente mondégamos no es tan alta como en las aves
(Goossens et al. 1998). En el berrendo, el estudio de paternidad extra pareja o de
paternidad multiple puede resultar muy interesante, porque en todas las
poblaciones estudiadas hasta la fecha, cada una de las hembras da luz a mellizos
(Byers 1997). Carling et al. (2003 b), en su estudio enfocado al comportamiento
complejo de las hembras en la eleccidbn de pareja, usando los microsatélites,
encontraron que el 44% de los mellizos de berrendo estudiados han sido
engendrados por machos diferentes.
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La reintroduccion y translocacion de las especies se ha convertido en una
herramienta importante para la conservacion (Armstrong y Seddon 2008). El
numero de individuos reintroducidos o translocados a areas protegidas es
normalmente pequefio, porque las areas para la reintroduccion son pequefas o la
capacidad de carga no es muy alta. Dichas poblaciones fundadoras pequefias,
estan asociadas con el aumento de la endogamia y con la perdida de la diversidad
genética, ambas pueden reducir la aptitud de largo plazo de la poblacion
(Frankham et al. 2010). Los efectos genéticos del tamafio de la poblacién
fundadora pueden aumentar cuando la migracion es restringida y el flujo genético
es ausente. Sin flujo genético, el nivel medio de endogamia aumentara con el
tiempo, llevando a una pérdida de la diversidad genética y disminucién de la
capacidad adaptativa (Frankham et al. 2010). Jamieson (2010) analizo las
consecuencias de la reintroduccion de cuatro especies de aves en Nueva Zelanda
y encontr6 que unicamente el 40 a 60% de los individuos liberados tienen al
menos un descendiente, después de 7 temporadas de reproduccion. Estos
resultados indican la retencion de aproximadamente de 3 a 11 equivalentes de los
genomas fundadores, mientras que se necesita al menos 20 equivalentes para
mantener el 97.5% de la variabilidad genética de la poblacion silvestre, de la cual
los fundadores fueron derivados. Estas cifras pueden asegurar una diversidad
suficiente para el mantenimiento de un programa de recuperacion a largo plazo
(100-200 arnos), con retencion del 90% de la variabilidad genética (Soulé et al.
1986; Lacy 1995). Jamieson (2010) indica que aunque el tamafo de la poblacion
fundadora es un prerrequisito importante, otros factores pueden afectar el éxito de
la retencién de la diversidad genética, asi por ejemplo la proporcién de sexos y
éxito reproductivo sesgado. Swanson et al. (2006) no encontraron pérdida de la
diversidad genética o indicios de endogamia en una poblacion reintroducida de
marta americana (Martes americana) en la peninsula de Michigan. Los resultados
del analisis de 10 loci de microsatélites revelaron una diversidad genética
comparable y algo mayor que la de la poblacién de martas en Canada (7.4 alelos
por locus vs 5.8). El éxito genético de esta reintroduccion se debe a las

reintroducciones multiples, con translocaciones posteriores de los individuos, para
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asi imitar al flujo genético. Por otro lado, las presencia de una poblacion nativa
pequefia ha aumentado la diversidad y ha apoyado la buena salud genética de la
poblacién establecida (Swanson et al. 2006). En una poblacion reintroducida de
hurén de pies negros (Mustela nigripes) no se observo pérdida de la diversidad
genética, después de 5 afos de su establecimiento, aunque la diversidad de los
individuos reintroducidos ya era muy baja, consistiendo de 2 alelos por locus en 5
microsatélites (Cain et al. 2011). Este resultado probablemente se debe a que se
evitd la endogamia, por dispersion de los machos, crecimiento rapido de la
poblacidn después de la reintroduccidn, translocaciones y reintroduccion multiple.
Hundertmark y Van Daele (2010), analizaron la diversidad genética de una
poblacion reintroducida de alce (Cervus elaphus roosevelti) en la isla de Afognak,
USA, usando 15 microsatélites para comparar los resultados con la poblacion de
origen. La poblacion de la isla se fund6 a partir de 8 animales en 1929, sin
reintroducciones multiples o posibilidades de migracion y recientemente llegdé a
tener 1400 individuos. El resultado fue que todas las caracteristicas de la
diversidad genética fueron significativamente mas bajas en la poblacion islefia, a
pesar del alto numero de individuos. El efecto fundador y una disminucion de la
poblacién en un 70% en la década de 1970, como segundo cuello de botella,
pudieron ser la causa de la diversidad genética baja (Hundertmark y Van Daele
2010). Stephen et al. (2005b) analizaron las consecuencias genéticas de la
reintroduccion de berrendo en Oregon; los autores presentan resultados
importantes para la reintroduccion y translocacion de los animales. Se trata de una
poblacion fundadora de 17 animales, sin translocacion posterior ni posibilidades de
intercambio natural de los individuos. Dicha poblacién, a pesar de un aumento
rapido del numero de individuos, después de la fundacion (hasta 350 en 1986), en
1995 disminuyd hasta 130 individuos y desde entonces su numero no ha superado
esta cifra. Stephen et al. (2005b), observaron que los animales han perdido su
diversidad genética al compararlos con la poblacion de origen; por otro lado se
detectd una diferenciacién genotipica significativa, asi dos alelos raros en la
poblacion de origen tuvieron una frecuencia alta en la poblacion estudiada. El
efecto fundador, el cambio estocastico en la frecuencia alélica en cada generacion
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y las restricciones de flujo genético, pueden cambiar rapidamente el perfil genético
de una poblacién pequefia, en comparacion con la poblacion de origen. Los
microsatélites también han demostrado ser utiles en el analisis del flujo genético y
de diferenciacion poblacional recientes en el estudio de Theimer et al. (2012). El
estudio ha demostrado que las carreteras en el norte de Arizona actuan como
barreras del flujo genético, restringiendo el paso de los animales. Aunque no se ha
detectado la endogamia o la reduccion de la diversidad genética, estos efectos
pueden presentarse en el futuro proximo.

Stephen et al. (2005a), estan entre los primeros investigadores en estudiar una de
las subespecies de berrendo que se encuentra en peligro de extincion, el berrendo
sonorense, la cual a la fecha de estudio consistia de dos poblaciones pequefias
(México y EE.UU). En este estudio, los datos de los microsatélites se usaron para
comparar los niveles de diversidad genética y determinar la estructura poblacional
entre estas dos poblaciones y ademas en las poblaciones del berrendo que se
encuentran en las areas adyacentes. La diversidad genética fue notablemente
menor en el berrendo sonorense en comparaciéon con la subespecie mas
abundante y con rango de distribucion mas amplio. Por otro lado, se encontré que
el berrendo sonorense no es muy distinto genéticamente de otras poblaciones del
berrendo, sin embargo, esta subespecie se caracteriza por una historia reciente de
diferenciacion de las otras poblaciones de berrendo americano (Stephen et al.
2005a).

A pesar de que el programa de la crianza del berrendo peninsular en cautiverio se
comenzo en 1997 y que de antes de esa fecha ya existen datos de monitoreo y
estudios sobre habitat, viabilidad poblacional y ecologia de este subespecie
(Cancino 2005), hay una carencia de estudios genéticos del berrendo peninsular y
sobre su diferenciacion de las otras subespecies (Sanchez et al. 2006).

ADN mitocondrial en conservacién y estudios poblacionales.
Aunque el ADNmt representa una fraccion diminuta del genoma de un organismo,
este se ha convertido en el marcador molecular mas popular por unas tres

décadas. Practicamente, todos los estudios moleculares de animales silvestres
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han involucrado genotipificacion del ADNmt alguna vez. Como consecuencia,
muchos estudios publicados han llegado a conclusiones sobre la historia
poblacional, los patrones de flujo genético, la estructura genética, etcétera,
basados en la variabilidad de secuencias de ADNmt (Zink y Barrowclough 2008;
Galtier et al. 2009). Las razones para el uso tan comun de este marcador son bien
conocidas. En cada célula, el ADNmt se presenta en multiples copias, lo que hace
que su amplificacion sea relativamente simple y lo que implica su uso idéneo en
las muestras no invasivas (heces, pelo) o histéricas (huesos). El contenido del
genoma mitocondrial es conservado, con pocas duplicaciones, ausencia de
intrones y con las regiones intragénicas muy cortas (Gissi et al. 2008). Por otro
lado, en las poblaciones naturales el ADNmt es altamente variable debido a la alta
tasa de mutaciones y al tamafio poblacional efectivo mas bajo que en los
marcadores nucleares (un cuarto de los marcadores nucleares), lo cual puede ser
un buen indicador de la historia poblacional en los tiempos recientes. Las regiones
variables (por ejemplo, regién control), tipicamente son flanqueadas por
secuencias altamente conservadas (por ejemplo ADN ribosomal), lo que facilita el
disefio de los primers para PCR (Hurst y Jiggins 2005). El unico inconveniente
técnico, asociado con este marcador es la existencia de Numts, genes
mitocondriales que se han insertado en el genoma nuclear (Bensasson et al.
2001). Otras propiedades especificas del ADNmt, que lo hacen un marcador
apropiado son: su herencia normalmente clonal (materna), lo que significa que el
genoma completo se comporta como un locus unico sin recombinacion. También
se suponia que el ADNmt evoluciona de manera practicamente neutral. Los genes
codificantes de ADNmt, se han considerado menos involucrados en el proceso
adaptativo, por ser los responsables de las funciones metabdlicas basicas.
Finalmente, se asumia que la tasa evolutiva del ADNmt era casi inalterable y que
funcionaba a manera de un reloj, debido a la ausencia de espaciamiento de las
mutaciones generadas por la seleccidn positiva, y asi solo se acumulaban las
mutaciones neutrales y ligeramente deletéreas a través del tiempo. Esto implicaba
que el nivel de divergencia de ADNmt reflejaria a su vez, el tiempo de divergencia
filogenética (Galtier et al. 2009).
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Casi desde el comienzo del uso del ADNmt, se expresaron los problemas
asociadas con el mismo (Avise 1994), por ejemplo, la tasa rapida de mutacion
puede no solo reflejar bien la historia de la especie reciente, sino también conducir
a homoplasia, lo cual puede confundir las sefiales de la historia mas profunda. A
pesar de eso, se ha observado un numero muy grande de estudios que
implementan unicamente parte (Moscarella 2003) o el genoma mitocondrial
completo (Hassanin et al. 2012) para hacer inferencias evolutivas (Hurst y Jiggins
2005). Los trabajos recientes (Galtier et al. 2009; Bazin et al. 2006) han renovado
la preocupacion sobre los estudios que basan sus conclusiones unicamente en los
datos de ADNmt. Por ejemplo, la aceptacion popular que el ADNmt se transmite
solo a través de la madre y por lo tanto tiene naturaleza clonal en la mayoria de
los animales fue cuestionada (Birky 2001). En algunos casos, en las zonas de
hibridacién (Ujvari et al. 2007) o por filtracion de ADNmt paternal (Ciborowsk et al.
2007) se probd que la recombinacidon mitocondrial es posible, aunque es
extremadamente rara (Galtier et al. 2009). La neutralidad del ADNmt es otra
suposicidn importante que adoptan la mayoria de los estudios poblacionales,
especialmente cuando los patrones de la diversidad se interpretan en los términos
de la demografia, migracion y el efecto fundador (Galtier et al. 2009). Se sabe que
el ADNmt no es funcionalmente neutral, porque este contiene genes importantes
en el proceso fisiolégico basico de la célula. Sin embargo, se supone que el
genoma mitocondrial estd sometido a mutaciones neutrales o ligeramente
deletéreas, mientras que las mutaciones adaptativas, que se propagan por la
seleccion positiva, son muy raras. Los cambios deletéreos se eliminan
rapidamente por la seleccion purificadora, sin afectar la diversidad en los sitios de
ligamiento, por lo tanto la variabilidad observada reflejara los procesos neutrales
(Kimura 1983). La presuncion de la neutralidad fue recientemente cuestionada por
Basin et al. (2006), quienes implementaron un meta-analisis de mas de 1600
especies. Este estudio reveldé que el nivel promedio de la diversidad de ADNmt
dentro de una especie es similar a través de los fila animales, incluyendo los
vertebrados e invertebrados. Basin et al. (2006) argumentan que la ausencia del

efecto de tamano poblacional efectivo, unicamente puede explicarse por evolucion
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adaptativa o barridos selectivos (selective sweeps). Los barridos selectivos
recurrentes estan de acuerdo con el modelo del “efecto autostop” genético
(genetic draft o genetic hitch hiking) (Gillespie’s 2000), asociado con la naturaleza
no recombinante de ADNmt. Segun este modelo, los barridos genéticos afectarian
la evolucion de ADNmt, llevando a caidas en la diversidad al nivel del genoma
completo. Las causas de los barridos selectivos pueden ser diferentes, la mas
obvia es la seleccion a nivel de hospedero de las variedades mitocondriales mas
ventajosas (Dowling et al. 2008). Otra de las causas de la seleccién positiva en la
evolucion mitocondrial, son las mutaciones “egoistas”, aquellas que favoreceran la
transmision del ADNmt a la generacion futura sin importar la aptitud proporcionada
para el hospedero. Por ejemplo en la levadura de cerveza (Saccharomyces
cerevisiae) el fenotipo “petite” resulta de una fijacion de una variante de ADNmt
‘egoista”, la cual presenta deficiencia respiratoria, pero una alta tasa de
replicacion (MacAlpine et al. 2001). El tercer origen potencial de barridos
selectivos es a través del “efecto autostop”. Incluso bajo la condiciéon de
neutralidad, el ADNmt se encuentra dentro de la célula junto con otros elementos
que se heredan de la madre, por lo tanto cualquier seleccion sobre estos
elementos se llevara en la herencia de la mitocondria particular (Galtier et al.
2009). La ocurrencia de los barridos genéticos recurrentes, tiene consecuencias
importantes, asi el nivel de la diversidad de ADNmt y el tiempo coalescente al
ancestro comun reflejaran el tiempo desde el ultimo barrido genético y no del
proceso demografico. Nabholz et al. (2008), examinaron los patrones de la
diversidad mitocondrial en los mamiferos y encontraron que el ADNmt obedece al
modelo neutral, pero este no esta relacionado a ninguna de las 14 variables de la
historia de la vida o de ecologia (el rango de distribucion, categorizacion de IUCN,
etcétera). Estos resultados sugieren que el ADNmt en mamiferos puede ser
inmune a los efectos del barrido genético. Pero, el ADNmt per se, no es un
marcador bueno para estimaciones del tamafio poblacional o la salud genética de
la especie de interés (Galtier et al. 2009). Otra de las caracteristicas de ADNmt,
que puede comprometer su uso como marcador genético es la suposicidn que

este tiene la tasa mutacional constante. La nocion de que la tasa evolutiva de
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ADNmt es poco variable entre taxones fue apoyada por algunos estudios, los
cuales reportaron una diferencia limitada en las substituciones entre linajes, que
evolucionan rapido o lento (Bininda-Emonds 2007). Recientemente Nabholtz et al.
(2008, 2009) demostraron que la tasa de substituciones en el ADNmt varia 30
veces en aves y 100 veces en mamiferos (la posicion de tercer codon es
substituida cada 100 millones de afios en organismos que evolucionan lento, pero
cada millén de afos en los de evolucidn rapida). La causa de la diferencia en la
tasa de mutacion entre los linajes todavia no esta clara. Nabholz et al. (2009) y
Welch et al. (2008), concluyeron que el tiempo entre generaciones no puede
explicar la variacion en la tasa de mutaciones, mientras que la longevidad si tiene
un efecto significativo sobre dicha tasa de mutacién.

Siendo una regidén densa en genes, sensible al “efecto de autostop genético” y de
desequilibrio de ligamiento con los elementos genéticos “egoistas” y siendo
propensa a los conflictos genéticos, el ADNmt puede ser un mal representante de
la historia poblacional. Ademas, por estar localizado en un ambiente
metabdlicamente activo y altamente oxidativo, el ADNmt se somete a un proceso
mutacional complejo, altamente variable en el espacio y tiempo. Por todas estas
razones el ADNmt es quizas el peor marcador en la genética poblacional y en la
filogenia (Galtier et al. 2009). Contrario a este punto de vista, Zink y Barrowclough
(2008) sugieren que si el objetivo del estudio es determinar los limites geograficos
o taxonomicos de un grupo recientemente evolucionado, el ADNmt es una
molécula de eleccidon. Asi Jacobsen et al. (2010), encontraron una congruencia
extraordinaria en filogenias de calandrias (Melanocorypha spp) del nuevo mundo,
basados en ADNmt y 6 intrones del cromosoma Z. O en el caso de la diversidad
genética Jorde et al. (2000) reportaron una congruencia entre los marcadores tan
diversos como 30 fragmentos de restriccion, 60 loci de microsatélites, 10
polimorfismos del cromosoma Y y 611 bp de la region control de ADNmt.

Los estudios de ungulados que usan el ADNmt son muy abundantes y tratan de
responder una gran variedad de preguntas, por ejemplo, la estimacién de
abundancia, el analisis de la diversidad genética y la estructura poblacional,
comparaciones filogenéticas y filogeograficas, hibridacion, etcétera (Ludt et al.
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2004; Moscarella et al. 2003; McDevitt et al. 2009). En el berrendo la mayoria de
los trabajos que implementaron ADNmt estan relacionados con la determinacion
de estatus taxondmico de las subespecies o de la especie (Stephen et al. 2005a,
Hassanin et al. 2012). Existe unicamente un estudio (Amor et al. 2006), que no fue
publicado en una revista indexada, sobre la diversidad genética del ADNmt del
berrendo peninsular y su comparacion con otras subespecies. Desgraciadamente
las secuencias obtenidas en este estudio no estan en el banco de datos (NCBI), lo
que hace imposible determinar su calidad y usarlas como referencia.

Los dos estudios publicados de Stephen et al. (2005a, b), usan una parte de la
region control de ADNmt (493bp y 491bp respectivamente), para determinar la
diversidad genética en las poblaciones del berrendo. En el analisis de los efectos
de la reintroduccion de Antilocapra americana en Oregon, se encontraron 15
haplotipos con distancias genética cercana en 120 individuos de 3 diferentes
poblaciones. Se determind que la poblacion que sufrié un efecto fundador
presenta una diversidad genética mas baja que la poblacién de origen, tanto en
ADNmt, como en los microsatélites, lo cual implica la utilidad del uso de ADNmt
como marcador que refleja la historia demografica y la diversidad genética.
También se observd que los resultados de la diferenciacion entre poblaciones
determinada a través de los haplotipos mitocondriales y genotipos nucleares, son
comparables. En el estudio de Stephen et al. (2005a) se encontr6 que dos
poblaciones restantes del berrendo sonorense tienen una diversidad genética mas
baja que la subespecie mas abundante (A. a. americana) en ADNmt y
microsatélites. Desgraciadamente en estos estudios no se utilizaron muestras de

berrendo peninsular.

Complejo principal de histocompaibilidad

Como se mencion6 anteriormente, la variabilidad genética se refleja y es
estudiada a través de dos tipos de marcadores principales: neutrales y funcionales
(Hedrick 2001). Mientras que primeros son muy informativos para las
reconstrucciones filogenéticas e historia poblacional, el reloj molecular o para

examinar los patrones de dispersion y clasificaciéon de los individuos (Selkoe y
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Toonen 2006), la variacién en estos marcadores no puede proveer la informacion
directa sobre los procesos selectivos involucrados en las interacciones de un
individuo con su ambiente (Meyers y Bull 2002). La extension y los patrones de la
diversidad genética adaptativa son cruciales para la sobrevivencia a largo plazo de
una especie en peligro de extincion. En particular, si no existe la diversidad
adaptativa en una poblacién que se enfrenta a un reto ambiental, como por
ejemplo, una nueva enfermedad o competencia de una especie introducida,
tampoco hay potencial para una respuesta adaptativa (Hedrick 2001).

Todos los organismos son constantemente expuestos a una colecciéon amplia y
cambiante de patogenos, péptidos ajenos, replicaciones celulares anormales y
mutaciones deletéreas. Bajo las condiciones normales, los organismos se
esfuerzan para reconocer y resolver la situacion anormal, en este caso la
respuesta incluye una red compleja e interactiva de los componentes, definidos
como respuesta inmune (Acevedo-Whitehouse y Duffus 2006). Por lo tanto, el
reconocimiento entre propio y ajeno es crucial en la sobrevivencia individual. Eso
hace que el uso de marcadores genéticos relacionados con la defensa inmune sea
sumamente importante; asi, varios estudios recientes sugieren que los loci del
complejo principal de histocompatibilidad o MHC son particularmente utiles para
este fin (Aguilar et al. 2004; Sommer 2005; Piertney y Oliver 2006).

El término MHC fue derivado de los estudios de trasplantes en los humanos y
ratones, que revelaron el papel de las glicoproteinas codificadas por los genes de
MHC en la histocompatibilidad (Ujvari y Belov 2011). Doherty y Zinkernagel
(1975), demostraron el papel de las moléculas de MHC en la presentacion de los
antigenos, y desde entonces se ha encontrado, que los loci de clase | y Il de MHC
presentan un nivel extraordinariamente alto de polimorfismo, mas de 100 alelos de
MHC Il DRB caracterizados en las poblaciones humanas (Sommer 2005).
Basandose en su estructura y funcidén los genes de MHC se agrupan en tres
clases principales (I, Il y 1ll). La funcion primordial de las moléculas de clase | es la
presentacion de los péptidos ajenos intracelulares a los linfocitos T citotdxicos
(CD8+), mientras que las moléculas de clase Il unicamente se expresan en la

superficie de las células especializadas en presentacion de los antigenos
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(macrofagos, células B, etcétera) y estan involucrados en la presentacion de los
péptidos exdgenos a los linfocitos T helper (CD4+) (Dengjel et al. 2005). El MHC
clase Ill contiene una variedad de genes que no tienen la capacidad de presentar
antigenos, pero se involucran en otras funciones del sistema inmune (citoquinas,
TNF, complemento C2, C4) (Aguado et al. 1996).

El uso de MHC como marcador en la genética de la conservacion ha sido
polémico (Sommer 2005; Acevedo-Whitehouse y Cunningham 2006), pero otros
autores (Piertney y Oliver 2006; Ujvari y Belov 2011) abogan por su papel
importante en los estudios y analisis de la salud genética de las poblaciones
naturales. Se sabe que la variabilidad genética en las especies amenazadas es
reducida, lo que también es el caso en los genes de MHC (Radwan et al. 2010a).
Asi, es posible que los alelos de MHC, capaces de presentar un antigeno
particular, ya no existen en la poblacion, haciéndola susceptible a la enfermedad.
Por otro lado, un numero de alelos de MHC reducido impediria la adaptacion del
hospedero a la presencia de los patégenos nuevos (Radwan et al. 2010 a,b).
Como consecuencia de las discusiones y la incertidumbre sobre este marcador se
ha producido una variedad innumerable de eustudios de MHC, y asi se ha
demostrado su asociacion con la variacion individual en la carga parasitaria,
adaptaciones en la interaccion madre-feto y en el éxito reproductivo (Froeschke y
Sommer 2005; Kalbe et al. 2009; Evans et al. 2010).

Al dia de hoy no existe una descripcion u otro tipo de estudio publicado en fuentes
autorizadas respecto al MHC en el berrendo, aunque hay una gran variedad de los
estudios del mismo en otros ungulados. Por ejemplo, se ha demostrado que existe
un componente genético en la resistencia a los nematodos en las ovejas, y que el
MHC es uno de los componentes mas importantes de esta resistencia. El analisis
de loci cuantitativos (QTL) ha demostrado conexion entre ciertas regiones de MHC
y el numero de huevos de parasitos, en ovejas y vacunos (Lee et al. 2011). En otro
estudio de una poblacién de ovejas ferales, Paterson et al. (1998) demostraron
que ciertos alelos de MHC estan asociados con la baja probabilidad de
sobrevivencia de los juveniles y al alto nivel de parasitos gastrointestinales. En las
poblaciones naturales la mayor parte de los estudios sobre MHC se han enfocado
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a la descripcion de una region particular, el exén Il de DRB (Alvarez-Busto et al.
2007; Fernandez-de-Mera et al. 2009), porque dicha secuencia codifica para una
region importante de la molécula: el sitio de la unidn del péptido (Sommer 2005).

Tomando en cuenta la importancia inmunolégica de los genes de MHC vy la
ausencia de su caracterizacion, es indispensable conocer la salud inmuno-
genética del berrendo. Asi se enriquecera nuestro conocimiento sobre el

polimorfismo y la estructuradel MHC en esta especie unica.

Identificacion molecular del sexo.

La determinacion precisa del sexo es un componente crucial de numerosos
estudios relacionados con la vida silvestre, como los relativos al comportamiento
social (Ralls et al. 2001); parentesco y estrategias de apareamiento (Hogg y
Forbes 1997) y los respectivos a la investigacion forense y manejo de poblaciones
(Marin et al. 2009).

Se han identificado nuevas secuencias genéticas, idoneas para determinar del
sexo de numerosas especies de mamiferos silvestres, con base en protocolos de
PCR (Morin et al. 2005; Macé y Crouau-Roy 2008). En general, todos los
protocolos existentes para la determinacion molecular del sexo, implican la
amplificacion e identificacion de secuencias de ADN especificas localizadas en los
cromosomas X y Y (Brinkman y Hundertmark 2009), entre estos podemos
mencionar:

A. El uso de dos sets de primers, para amplificar secuencias estan ligadas a
cromosomas X y Y, especifica y respectivamente (repeticiones centroméricas
alfoides (de 171 bp) (Neeser y Liechti-Gallati 1995);

B. El uso de un solo par de primers para amplificar secuencias homologas de
longitud similar, seguidas por una diferenciacién via RFLP (Zfx/Zfy) (Reynolds y
Varlaro 1996);

C. Amplificacién de las secuencias homologas de longitud diferente en los
cromosomas X y Y, usando un par de primers (Amelogenina (Macé y Crouau-Roy
2008) o Zfx/Zfy (Shaw et al.2003));
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D. La amplificacion de un marcador especifico para el cromosoma Y (Sry),
ademas de un segundo marcador que actua como un control de PCR positivo
(Marin et al. 2009).

Las primeras dos estrategias aumentan la posibilidad de contaminacion y costo del
estudio, porque se realizan en dos pasos. Por otro lado, la estrategia C brinda el
mejor potencial, debido a su simplicidad, para determinar el sexo en muestras de
calidad regular (Brinkman y Hundertmark 2009).

Una de las caracteristicas importantes en un marcador es la distancia relativa
entre fragmentos de los cromosomas X y Y, para asegurar precision en la lectura
de los resultados en el gel de electroforesis. Por otro lado, el marcador que se
elige para la determinacion de sexo a partir de las muestras no invasivas debe
cumplir con una serie de restricciones impuestas por el ADN degradado de dicha
muestra (Brinkman y Hundertmark 2009). Varios investigadores se han enfocado
en la proteina zinc-finger, el gen que la codifica esta presente en ambos
cromosomas (Zfx y Zfy). Se piensa que esta proteina esta presente en todos los
mamiferos euterios (Williams et al. 2004). El método de la identificacion del sexo
usando Zfx y Zfy fue usado, por primera vez, por Amstrup et al. (1995) y Cathey et
al. (1998) en osos polares (Ursus maritimus) y en venado de cola blanca
(Odocoileus virginianus), respectivamente. En el caso de venado de cola blanca,
Shaw et al. (2003) describe una supresién de 50 bp en un intron de 930 bp del gen
zinc-finger del cromosoma Y. Aunque la amplificacion de este marcador produce
una evidente separacion de las bandas en el gel de agarosa, se requiere un gran
fragmento de ADN, lo que implica una muestra de ADN de alta calidad. Ball et al.
(2007) al modificar el primer de Shaw et al. (2003), obtuvo un fragmento ligado a X
y Y de 220 y 200 bp, respectivamente, para caribu. Lindsay y Belant (2007)
describen una técnica para identificar el sexo en el venado de cola blanca que se
basa en la diferencia de longitud entre Zfx y Zfy, la cual se ve prometedora para
determinar el sexo a partir de muestras no invasivas en cérvidos, porque las
longitudes de sus productos de PCR son cortos (236 y 417 bp para X y Y

respectivamente).
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Otro gen que es apropiado para la determinacion del sexo usando un solo set de
primers es el gen que codifica la proteina Amelogenina (AMEL). Esta proteina
participa en el desarrollo de la matriz de esmalte dental (Sasaki y Shimokawa,
1995) y se ha conservado con pocos cambios durante la evolucion de los
vertebrados (Lyngstadaas et al. 1990). El gen se localiza en ambos cromosomas
en humanos, caballos, 0sos, venado, pero en ratones solo se encontré en el
cromosoma X. Se han observado diferencias, en longitud, entre los genes
especificos AMEL de los cromosomas X y Y, permitiendo que estos marcadores
sean utiles para la determinacion del sexo en mamiferos. Weikard et al. (2006)
usaron este marcador exitosamente para la identificacion del sexo en la familia
bovidae (vacunos, ovinos, caprinos, bisonte, gaur y banteg) con secuencias de
260-290 y 202-217 para X y Y, respectivamente, dependiendo de la especie.

Otros investigadores se han enfocado en Sry, la region especifica del cromosoma
Y (Meyers-Wallen et al. 1995), sin embargo, la ausencia de la amplificacion no
siempre indicara el sexo correctamente, sino que puede presentar ausencia de la
efectividad del PCR, lo que es altamente probable al usar el ADN obtenido de
muestras como heces (Taberlet et al. 1996). Esta inconveniencia implica que el
PCR debe combinarse con un control positivo para una identificacion correcta de
las hembras (Williams et al. 2004).

En el presente estudio se disefio un protocolo de PCR, que fuese simple e idoneo
para la identificacion del sexo en el berrendo, el cual pueda usarse con diferentes
tipos de muestras (sangre, raspado bucal, tejido y heces). Al dia de hoy, no se han
publicado primers especificos para determinar el sexo en berrendo, por lo tanto,
usamos los primers ya descritos en diferentes especies de ungulados (Tabla 3).
Los tres sets de primers usan como el principio basico el gen AMEL, uno usa zinc-
fingery el otro el gen Sry.
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3. Planteamiento de estudio.

En este trabajo por primera vez se describe la diversidad genética del berrendo
peninsular, usando tres marcadores moleculares diferentes. Ademas se hizo la
comparacion de la diversidad y diferenciacion genética entre dos subespecies de
berrendo (peninsular y sonorense). El estudio se enfoca en la utilizacion del ADN
proveniente de diferentes tipos de muestra, incluyendo las muestras obtenidas por
meétodos no invasivos (heces). El trabajo se presenta en un solo capitulo que se
divide, de forma tematica en cuatro secciones principales. La primera parte incluye
la descripcion de la diversidad genética del berrendo peninsular usando 14
microsatélites, disefiados especialmente para este estudio, ademas de otros 4
marcadores descritos previamente para otras subespecies de berrendo. La
siguiente parte se enfoca en la descripcion de la diversidad y diferenciacion
genética de dos subespecies de berrendo (A.a. peninsularis y A.a. sonorense),
con el empleo de las secuencias obtenidas de la region control de ADNmt. La
tercera parte consiste de la descripcion y analisis preliminares de la diversidad
genética en las dos subespecies mencionadas, basandose en un marcador
funcional (MHC Il DRB). Por ultimo, en la cuarta seccion, se optimizan primers, no
especificos para berrendo, ya descritos en la literatura, en la determinacion del
sexo. Para esto, se usaron diferentes tipos de muestras, incluyendo sangre, tejido,

raspado bucal y heces (Tabla 1).
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Tabla 1. Planteamiento de estudio

Microsatélites

Region Control
ADNmt

MHC Il DRB

Identificacion de
sSexo

A.a.peninsularis

A.a.peninsularis y
A.a.sonorensis

A.a.peninsularis y
A.a.sonorensis

A.a.peninsularis y
A.a.ssonorensis

* Disefo de
marcadores
nuevos

* Tipo de
muestras
diferentes

* Descripcién
de la
variabilidad

e Comparacion
con otras
especies en
peligro

* Disefo de
primer

* Tipo de
muestras
diferentes

* Descripcién
de la
variabilidad

* Diferenciacién
genética

e Comparacion
con otras
especies en
peligro

* Descripcién
y analisis
preliminares

*  Optimizacién
de los
primers

* Tejidos
diferentes
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4. Objetivo general.

Extraer ADN de muestras de heces, sangre, raspado bucal y tejido y, emplear tres

marcadores moleculares, para estimar la diversidad genética del berrendo

peninsular y estimar su grado de divergencia genética conrespecto al berrendo

sonorense, analizando secuencias de la regién control del ADNmt. Por ultimo,

optimizar los protocolos de laboratorio para determinar el sexo de esta subespecie

usando ADN extraido de muestras de distinta naturaleza.

Objetivos particulares.

1.

Extraer el ADN de muestras de berrendo de 4 tipos distintos: tejido, raspado
bucal, sangre y heces.

Usar el ADN extraido de las muestras de heces, para determinar el éxito de
amplificacion de 10 marcadores microsatélitales.

Determinar la diversidad genética del berrendo peninsular usando 18
microsatélites en muestras de tejido.

Comparar la diversidad genética del berrendo peninsular con otras
subespecies de berrendo, con especies que se encuentran en peligro de
extinciéon o tienen poblaciones que han pasado por un cuello de botella
drastico.

Determinar la diversidad genética de los berrendos peninsular y sonorense
usando las secuencias de la region control de ADNmt.

Determinar el grado de diferenciacion entre estas dos subespecies,
basandose en los datos de ADNmt.

Hacer un analisis preliminar de la diversidad genética de dichas subespecies
de berrendo, usando un marcador funcional MHC Il DRB.

Optimizarlos protocolos de laboratorio, para el uso de 5 set de primers,
dirigidos a determinar del sexo en el berrendo
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5. Area de estudio

El area de estudio se localiza dentro de la Reserva de la Biosfera El Vizcaino
(REBIVI) en la peninsula de La Choya (Lat. 27°33'35.75"N; Long. 113°58'7.01"0O),
donde el muestreo se desarrollé unicamente en las instalaciones en que se
maneja el hato del berrendo peninsular. Las facilidades disefhadas para este
manejo incluyen cercos, areas de sombra y de almacenamiento de alimentos,
bebederos, alimentadores y las torres de observacion. También incluye las
instalaciones para el personal encargado del manejo del hato (Cancino 2005,
Cancino et al. 2005). La Reserva fue creada por decreto presidencial en
noviembre de 1988 y se localiza en el extremo norte del estado de Baja California
Sur en el municipio de Mulegé, ocupando mas de dos millones de hectareas,
abarcando el 75% del territorio del municipio. Al norte limita con el estado de Baja
California; en la costa occidental con el océano Pacifico; en la costa oriental (Golfo
de California) desde el paralelo 28 hasta Santa Rosalia y al sureste la frontera es
irregular y va de este a oeste por la carretera transpeninsular y luego pasa por la
Laguna San Ignacio y la Barra San Juan (Figura 1) (D.O.F. 1988). En general el
habitat del berrendo consiste de planicies costeras compuestas por lomerios,
mesetas y cafiadas de poca profundidad. El clima es muy seco semicalido, con
muy escasa precipitacion durante todo el afo y una temperatura media anual de
18 a 22 °C. La flora y fauna de la reserva es muy rica, asi por ejemplo se han
descrito 463 especies de plantas, de las cuales casi la tercera parte son arbustos.
Con respecto a la fauna, en el territorio de la reserva habitan 308 especies de
vertebrados terrestres y marinos sin contar los peces (INE 2000).
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1. Mapa de Ila Reserva de Biosfera ElI Vizcaino. (Tomado

de

http://www.guerreronegro.org/vizcaino.html). El circulo azul indica la ubicacion de los

corrales con berrendos.
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6. Metodologia.

6.1. Trabajo de campo y colecta de las muestras.

Se realizdé una salida a la Reserva de la Biosfera El Vizcaino del 20 al 22 de
febrero de 2012. El dia 21, junto con el Bidl. Victor Sanchez, responsable del
proyecto "Salvemos al Berrendo”, se visito el area en donde permanecen los
animales en semicautiverio y se hizo la colecta de las muestras. El procedimiento
a seguir fue: observar un animal desde cierta distancia, hasta que este defecara y
enseguida se colectaron las heces. Se guardé cada muestra en una bolsa de
papel para su posterior analisis genético. Cada bolsa fue numerada y marcada con
los datos del sexo de animal. Las heces se dejaron secar dentro de las bolsas
abiertas durante una noche para prevenir el crecimiento de hongos;
posteriormente, las bolsas se cerraron para su transporte. Una vez en el
laboratorio las bolsas se guardaron en un refrigerador, para prevenir la
degradacion del ADN por la accion de enzimas. En total se colectaron
aproximadamente 20 bofiigas por muestra, de un total de 26 individuos. Ademas,
el coordinador del programa de recuperacion del berrendo proporciond 20
muestras de tejido de muesca de oreja de ejemplares muertos recién nacidos o de

menos de una semana de edad.

6.2. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de las muestras de sangre, tejido y raspado bucal se realizo
mediante Qiagen DNeasy Tissue Kit (Qiagen Inc., Valencia CA, USA), utilizando
las instrucciones del fabricante. Mientras que para las muestras de heces se usoé
Qiagen QlIAamp DNA Stool Kit (Qiagen Inc., Valencia CA, USA), con las siguientes
modificaciones al protocolo: se colocaron de 5 a 6 bofigas en un tubo de 50 ml,
que contenia 4 ml de buffer de lisis ASL y se mantuvo en agitacion orbital durante
15 minutos. Posteriormente se continué de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Con el proposito de minimizar los riesgos de contaminacion se utilizaron dos

laboratorios, uno para la extraccion del ADN y otro para el PCR. Se determindé la
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integridad del ADN mediante un PCR, utilizando primers que amplifican1040 bp de
la porcion mitocondrial del citocromo b (Naidu et al. 2012).

6.3. Microsatélites.
6.3.1. Trabajo de laboratorio.

En este trabajo y con el propdsito de evaluar la diversidad genética, se utilizaron
14 microsatélites (Munguia-Vega et al. 2013). Adicionalmente, se usaron cuatro
marcadores descritos para la subespecie A. a. americana (Aam2, Aam3, Aam7 y
Aam8) (Carling et al. 2003 a), con el proposito de incrementar el poder de analisis
y poder realizar un estudio comparativo con la subespecie mencionada. Debido a
que las heces no contaron con calidad del ADN suficiente para la genotipificacion,
estos datos no fueron incluidos en el estudio. Sin embargo, se hace mencion del
exito de la amplificacion entre los loci y su correlacion con el tamano de cada
locus.

Para el analisis de fragmentos (genotipificacion) se utilizé un secuenciador Applied
Biosystems’ 3730XL Genetic Analyzer (UAGC), para lo cual se emple6 un primer
universal M13 marcado con fluorocromos BIC y FAM, sin recurrir a miltiplex. La
mezcla del PCR contenia entre 20 y 40 ng de ADN gendmico, 1xPCR buffer
(Invitrogen), 0.2 mM dNTPs (Invitrogen), 1.5 mM MgCI2 (Invitrogen), 0.2% BSA,
0.5 U Taq DNA polimerasa (Invitrogen), 0.02 yM de primersentido, 0.2 uM de
primer fluorescente M13 y 0.2 uM de primer anti sentido; en un volumen final de 15
ml. El protocolo del PCR consistié en: 94°C por 5 min, 15 ciclos de 94°C por 30 s,
65-50°C por 30 s (1°C de aumento cada ciclo), 72°C por 30 s, seguido de 40 ciclos
de 94°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 30 s, y la extension final de 72°C por 5
min. Se verificaron los productos del PCR en un gel de agarosa de 1.5%. La
genotipificacion se llevdo acabo con el programa GENOTYPER 3.7 (Applied
Biosystems).
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6.3.2. Analisis estadistico
Se utilizé el programa STATISTICA 8.0 para determinar la correlacion entre el
tamafio de cada locus de microsatélites y su éxito de amplificacion. Se usé el
programa MICROCHECKER 2.2.3 (VanOosterhout et al. 2004) para descartar
errores de genotipificacion y la presencia de alelos nulos. Con el programa
GENEPOP 4.0.1 (Raymond y Rousset 1995) se detecto la desviacion del equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE), para cada locus, usando el método de cadena de
Markov con 10,000 iteraciones. Con el mismo programa se determinaron los loci
que tienen un exceso de homocigosidad o heterocigosidad. El desequilibrio de
ligamiento para cada par de loci fue estimado usando FSTAT 2.9.3.2 (Goudet
2001). El ajuste del valor de p (0=0.05) se realizd mediante la prueba de
Bonferroni para comparaciones multiples.
Para determinar la variabilidad genética, se estimo6 el numero de alelos por locus
(A), la heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho), con el programa GIMLET
1.3.3 (Valerie 2002). La riqueza alélica (Ar) y el coeficiente de la endogamia (Fis)
se calcularon con el programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 2001). Se determiné el
numero efectivo de alelos (Ne) con el programa GenAlEx 6 (Peakall y Smouse
2006).
Para fines comparativos se hizo una busqueda de estudios que han utilizado
microsatélites para estimar la diversidad genética en las especies o poblaciones
que han sufrido un cuello de botella intenso y/o se encuentran en peligro de
extincion. Los indices de diversidad genética utilizados fueron: numero de alelos
por locus, riqueza alélica y heterocigosidad esperada y observada. Con los datos
extraidos de la literatura se construyé una tabla comparativa con los resultados
obtenidos en este estudio. Por otro lado, se realizé una busqueda de trabajos que
hacen referencia a la diversidad genética de microsatélites en berrendo,
independientemente de la subespecie, para compararlos con los resultados del
presente estudio.
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6.4. ADN mitocondrial.
6.4.1. Trabajo de laboratorio.
Para obtener las secuencias de la regiéon control del ADNmt, se usaron cuatro
tipos de muestras: heces, tejido, sangre y raspado bucal. Se comparé el éxito de
la amplificacion entre estos tipos de muestras y su utilidad para el analisis
molecular. Aunque los primers para amplificacion de la region control del berrendo
ya estan descritos por Stephen et al. (2005 a, b), se disefiaron primers nuevos
(Tabla 2), ya que la region sugerida por los autores solo representa una parte (490
bp) de la secuencia completa. Con el proposito de completar la informacion
existente se disefiaron cuatro pares de primers (CLC Genomic Workbench 5.0.1.
(CLC Bio)), los cuales por medio de su combinacion cubren toda la region de
interés, como se muestra en la Figura 2. Como referencia se utilizé la secuencia

del genoma mitocondrial del berrendo descrita por Hassanin et al. (2012).

Tabla 2. Listado de primers disefiados para la amplificacion de la regidon control del
ADNmt, con su secuencia, tamafio en bp y su ubicaciéon en el genoma mitocondrial del
berrendo.

Nombre Secuencia Tamaino, Posicion en el genoma
del primer bp Mt completo, bp

F1 5-ATTAATCGTGGGGGTAGC-3’ 18 15826-15843
R1 5 TCAGGTGGACTTAAAGGG3’ 18 161-144

F2 5'AAACCAGAAAAGGAGAACGA3J’ 20 15333-15352
R2 5'AAATATCTAGGGATGAGCGT3’ 20 16267-16248
F3 5'CAATAGCCCCACTTTCAAC3’ 19 15381-15399
R3 5" TAAGAGGAAAGAGTGGACG3’ 19 15920-15902
F4 5'"CGAACAAACCTACCAAACTS3’ 19 15491-15509
R4 5'CGCCGTATTCCTATTAACT3’ 19 354-336
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Figura 2.Ubicacion de los primers disefiados para la amplificacion de la region control de
ADNmt en el genoma mitocondrial del berrendo.

Se realiz6 la amplificacion del PCR en un volumen de 25 pL, con las siguientes
concentraciones finales: 1Xbuffer de PCR (Invitrogen), 1 mM MgCI2 (Invitrogen),
0.2 mM dNTPs (Invitrogen), 0.05 % BSA, 0.5 U of Tag DNAPolymerase
(Invitrogen), 0.5 yM de cada primer y una concentracién de ADN de 50 a 100 ng.
La condiciones térmicas del PCR para todos los primers consistieron en la
desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos de la
desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineacion a 58-60°C por 1 min y la extension
a 72°C por 2 min, el ultimo paso de la extensién final fue de 10 min a 72°C. Para
todas las reacciones de amplificacion se utilizd una maquina Mastercycler
Gradient PCR (Eppendorf, Westbury, NY). Se usaron 5uL de cada producto de
PCR para su visualizacion en el gel de electroforesis de 2%, tefiido con el SYBR®
Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen). Los productos del PCR que presentaron
el tamano esperado y donde se observé una sola banda, fueron enviados a The

University of Arizona Genetics Core (http://uagc.arl.arizona.edu/) para su

secuenciacion en dos direcciones, en el 3730 Automated DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).
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6.4.2. Analisis estadistico de las secuencias de ADNmt.
Para determinar que las secuencias efectivamente pertenecen al berrendo se
identifico el origen de cada una basandose en la referencia del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias de cada individuo fueron

ensambladas y editadas, hasta obtener una secuencia consenso para cada
individuo de la region control de ADNmt de aproximadamente 870 bp, usando el
programa Sequencher v 4.9 (Gene Codes Corporation).

La comparacion inicial de las secuencias y la estimacion de las medidas de
variabilidad genética se hicieron con el programa DNASP 5 (Librado y Rozas
2009), asi se estimo el numero de haplotipos, la frecuencia de cada haplotipo, la
diversidad nucleotidica y haplotipica, asi como la diferencia en el numero
nucleotidico promedio. Todas estas medidas fueron calculadas considerando las
inserciones y supresiones. La diversidad haplotipica es la probabilidad de que dos
individuos elegidos al azar, en la poblacion, presentan haplotipos diferentes. La
cantidad de las diferencias entre cada uno de los haplotipos no esta considerada.
Mientras que la diversidad nucleotidica considera no solo el numero de haplotipos
diferentes, sino también el grado de similitud. El termino fue introducido por Nei y
Li (1979) y se define como el numero promedio de las diferencias nucleotidicas
por sitio entre dos secuencias de ADN elegidas al azar en la poblacion.

Para visualizar la distribucidn espacial de las secuencias obtenidas se construyo
una red de haplotipos (median-joining network), con el programa NETWORK
4.2.0.1 (Bandelt et al. 1999). Este método ha demostrado proporcionar mejores
genealogias y también es el mas conveniente para representar la relacion entre
secuencias cercanas (Cassens et al. 2003). Se utilizdé el programa jModelTest
(Darriba et al. 2012), con el proposito de determinar qué modelo de substituciones
es el mas adecuado para explicar los datos. Para evaluar el grado de la
diferenciacion dentro y entre poblaciones, se usO el analisis de la varianza
molecular (AMOVA), estimando los estadisticos ®st y Fst. La significancia fue
probada con 10,000 permutaciones, como esta implementado en ARLEQUIN 3.11.
(Excoffier et al. 2005). ®st es el exceso de similitud entre alelos elegidos al azar

en una misma subpoblacion en relacion a la poblacion entera o la proporcion de la
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diversidad genética debida a la diferencias entre poblaciones, analogo de Fst. En
el caso de ®st se toma en cuenta no solo la frecuencia de haplotipos, sino también
la distancia evolutiva entre los mismos (Holsinger y Weir 2009). El programa
MEGA v. 5 (Tamura et al.2011) fue utilizado para calcular la distancia genética
entres las subespecies, basandose en el modelo de Tamura-Nei.

Se utilizaron dos enfoques para investigar la historia demografica de todas las
muestras y de cada poblacion: estadisticos Fs (Fu 1997) y D de Tajima (Tajima
1989). Fu (1997) propuso la estimacion de Fs basandose en el modelo infinito de
las mutaciones, sugiriendo que se estime la probabilidad de observar una muestra
elegida al azar con el numero de alelos igual o menor a los valores observados
bajo el nivel observado de la diversidad. Los valores negativos de Fs son
evidencia del numero excesivo de alelos, lo cual se esperaria observar en una
poblacion en expansion, por otro lado los valores positivos de Fs son evidencia de
la deficiencia de alelos, lo cual es un indicador de un cuello de botella reciente.
Tajima (1989) introdujo un estadistico que es ampliamente usado para probar la
hipdtesis nula sobre el equilibrio de mutacion-deriva y del tamafio poblacional
constante. Asi, los valores de D sobre cero sugieren ya sea un cuello de botella
reciente o alguna forma de seleccion balanceadora, mientras que los valores
negativos representan una expansion poblacional o seleccién purificadora.

Para fines comparativos se obtuvieron del banco de datos del NCBI todas las
secuencias de la region control del berrendo. Los dos trabajos principales que
hacen uso de este tipo de marcador son de Stephen et al. (2005a, b). Todas las
secuencias se alinearon y editaron usando el programa MEGA v.5 (Tamura et al.
2011). Se colapso el conjunto de datos obtenidos hasta obtener haplotipos unicos.
La determinacion de su relaciéon se implement6 usando el programa DNASP5
(Librado y Rozas 2009).
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6.5. Complejo principal de histocompatibilidad (MHC).

6.5.1. Trabajo de laboratorio.

Para llevar a cabo la caracterizacion de la diversidad alélica de MHC || DRB de
berrendo, se realizé un estudio exploratorio, usando 10 individuos. De los cuales
cinco representaban A.a.s. y cinco A.a.p. Se uso raspado bucal para el analisis de
A.a.s. y tejido para el A.a.p. La investigacion se enfocd en el segundo exdén de
MHC Il DRB, porque este presenta el mayor polimorfismo descrito (Sommer 2005;
Kennedy et al. 2012). Se utiliz6 un set de primers (LA31 F 5'-
GATGGATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCT-3'/ LA32 R5-CTTGAATTCGCGT
CACCTCGCCGCTG-3".), los cuales habian demostrado proveer un buen
resultado en Caribu (Kennedy et al. 2011); alce (Alces alces) (Mikko y Andersson
1995); venado de cola blanca (Ditchkoff et al. 2005); borrego cimarrén (Ovis
canadensis) (Gutierrez-Espeleta et al. 2001); ciervo rojo (Cervus elaphus)
(Fernandez-de-Mera et al. 2008); caballo de Przewalski (Equus przewalskii)
(Hedrick et al. 1999), etcétera.

La amplificacion se hizo en un volumen de 25 uL, con concentraciones finales de:
1 X buffer de PCR (Invitrogen), 1 mM MgCI2 (Invitrogen), 0.2 mM dNTPs
(Invitrogen), 0.05 % BSA, 0.5 U of Tag DNAPolymerase (Invitrogen), 0.5 uM de
cada primer y una concentracion de ADN de 50 a 100 ng. Las condiciones
térmicas del PCR consistian de la desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos; 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 65°C por 1 minuto y 72°C por 1 minutos; seguido
por 72°C por 20 minutos. Este ultimo paso fue importante para el procedimiento
siguiente (clonacién). Ya que Taq polimerasa tiene una actividad terminal
independiente de la cadena complementaria, es adiciéon de una adenosina (A) al
terminal 3'del producto de PCR. El vector que se utiliza para clonacién tiene un
residuo de T, lo que permite la ligacion eficiente del producto del PCR con el
vector.

Para cada reaccion de PCR se utilizé un control negativo como indicador de la
contaminacién. Para verificar la amplificacién del producto del tamafio esperado,
5ul de cada PCR fue visualizado en gel de agarosa al 2%. Para determinar el
numero total de alelos amplificados por LA31/LA32, se ligaron los productos de
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PCR a un vector de clonacion, utilizando TOPO-TA Cloning® Kit for Sequencing
(Invitrogen). Se cultivaron las colonias a 37°C durante toda la noche, y
posteriormente se conservaron a 4°C. Se utilizé 1pl de cada colonia por reaccion
de PCR, usando los primers universales M 13. Las condiciones del PCR fueron:
un volumen total de 50 pl, con 5yl de 10xbuffer de PCR, 0.5ul de 50mM dNTPs,
1ul de cada primer y 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen). Las condiciones térmicas
fueron: incubacién a 94°C por 10 minutos, amplificacion de 30 ciclos (94°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto), extensién final a 72°C por 10
minutos. Los resultados del PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 2%. De
cada individuo se utilizaron de 2 a 15 clonas positivas para la secuenciacion en
dos direcciones, en el equipo 3730 Automated DNA Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

6.5.2. Analisis estadistico del MHC Il DRB.

La naturaleza histocompatible de las secuencias aisladas, se verificO basando se
en un analisis de homologia, que consisti6 en comparar cada una con las

secuencias con las depositadas en el GenBank. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A

nuestro conocimiento no existen las secuencias de referencias de MHC para
berrendo, por lo tanto, se tomaron como referencia las secuencias de otros
ungulados. Las secuencias de cada individuo fueron ensambladas y editadas
usando el programa Sequencher v 4.9 (Gene Codes Corporation). Las secuencias

fueron alineadas en el Geneious 5.6.2. Biomatters ( http://www.geneious.com/). Se

determiné el numero de secuencias de ADNunicas. Debido a los distintos
problemas que presenta la utilizacion de las secuencias de MHC obtenidas a partir
de la clonacidon (Kennedy et al.2002; Castillo et al. 2010), se hizo una eleccidn
rigurosa de las secuencias que cumplian con los criterios propuestos por estos
autores. Se confirmo la secuencia como alelo, unicamente si se la detectdé en mas
de un individuo o si se le observd en mas de una clona del mismo individuo.
Después de un analisis visual de las secuencias se determind la amplificacion de
los loci duplicados, debido a que cada individuo tenia mas de dos alelos. Lo que
implica que para la deteccion de todos los alelos posibles es necesario aumentar
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el numero de clonas por individuo (Castillo et al. 2010). Asi, estos autores sugieren
que al encontrar de 1 a 4 secuencias por individuo es necesario secuenciar al
menos 16 clonas por individuo, con el fin de poder observar los cuatro alelos con
una confianza de 96%. Debido a la logistica de este estudio, se decidié proceder
al analisis siguiente unicamente con las secuencias que ya habian pasado por el
filtro descrito anteriormente.

Se hizo la prueba para detectar recombinacién con el programa DNASP 5 (Librado
y Rozas 2009). Se calculéo la distancia nucleotidica promedio (Tamura 3
parametros) usando el programa MEGA v. 5 (Tamura et al. 2011). Todas las
secuencias fueron traducidas a cadenas de aminoacidos y revisadas para
identificar posibles codones de paro con Geneious 5.6.2. Biomatters. La tasa
media entre substituciones sindénimas (ds) y no sinébnimas (dn) fue calculada
usando el programa MEGA v. 5 (Tamura et al. 2011). Para determinar el tipo de
seleccidn que actua sobre las secuenciasse calcul6 la tasa de dn y ds bajo dos
modelos: neutralidad y seleccion positiva, usando la prueba Z implementada en
MEGA v. 5. La tasa de dn y ds fue calculada separadamente para cada sitio,
unicamente para el sitio de la unién del péptido (PBR) y para no PBR. Los sitios de
PBR fueron determinados de acuerdo con la estructura molecular de MHC 1l de
humanos (Brown et al. 1993).

Se llevaron acabo dos pruebas filogenéticas: intra-especifica e inter-especifica. El
primer analisis se hizo para determinar si las secuencias de MHC de berrendo
siguen la norma descrita para esta molécula, asi por ejemplo se sabe que dichos
alelos normalmente presentan alta variabilidad y en el caso de un numero
reducido de alelos, estos presentan divergencia significativa (Sommer 2005;
Piertney y Oliver 2005). El analisis filogenético inter-especifico es capaz de
determinar otra caracteristica de MHC que es interesante, el polimorfismo
transespecifico, lo que significa que algunos de los alelos de MHC de las especies
distintas se segregan juntos, implicando una longevidad extraordinaria de dichos
alelos (Figueroa et al. 1988). Para determinar la relacion de las secuencias de
MHC de berrendo con aquellas de otros ungulados, se hizo una busqueda en el
banco de datos (NCBI). Se utilizaron las secuencias de MHC |l DRB de las
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siguientes especies: Damaliscus pygargus (Dama) (Van Der Walt et al. 2001);
Capra hircus (Cahy) (Takada et al. 1998); Ovis canadensis (Ovca) (Gutierrez-
Espleta et al. 2001; Bos indicus (Boin) (De y Singh 2006); Cervus elaphus (Ceel)
(Swarbrick et al. 1995); Muntiacus crinifrons (Mucr) (No publicada); Muntiacus
reevesi (Mure) (No publicada); Bison Bonasus (Bibo) (No publicada); Cervus
nippon hortulorum (Ceni) (No publicada); Rupicapra rupicapra (Ruru) (Schaschl et
al. 2004); Ovibos moschatus (Ovmo) (No publicada); y Alces alces (Alal) (No
publicada).

Una vez alineadas todas las secuencias utilizadas, se realizd la reconstruccion
filogenética mediante el método de Neighbour-Joining. Como el modelo de
substituciones que mejor explica los datos, se utilizé el modelo de Jukes-Cantor+G
estimado con base a logaritmos y rutinas de MEGA v. 5. La robustez de los
arboles generados se evalud estadisticamente con base a un analisis de bootstrap
(de 5,000 réplicas).

6.6. Determinacion de sexo.

Para seleccionar el set de primers mas adecuados para la determinacion del sexo
en berrendo, el ADN obtenido de las muestras de sangre, tejido, raspado bucal y
heces de 4 animales de sexo conocido (dos hembras y dos machos), se utilizd
para amplificar las secuencias asociadas a los cromosomas sexuales descritas en
la Tabla 3, usando cinco sets de primers, descritos en la misma tabla. La reaccion
de PCR se realizé en un volumen de 25 pl, usando 50 a 100 ng de ADN, 1xPCR
buffer (Invitrogen), 0.2mM dNTP (Invitrogen), 1.5 mM MgCl, (Invitrogen), 0.2%
BSA, 0.5 U Taq Polimerasa (Invitrogen). Para la concentracion de los primers y
perfiles térmicos del PCR se sigui6 lo indicado en la literatura (Brinkman vy
Hundertmark 2009; Macé y Crouau-Roy 2008; Lindsay y Belant 2008).

48



Tabla3. Los primers utilizados para la determinacién del sexo molecular en berrendo,
respecto a cada marcador; la secuencia de cada primer, dirigido a evidenciarlo; la especie
en la cual esta fue utilizada, el resultado de la amplificacion y referencias respectivas.

Tipo de Secuencia Especie Re Autor
marcador sult
ado
KY1 y KY2, | 5'-GCCCAGCAGCCCTTCCAG-3’ Venado de cola negra + | (Brinkman vy
(Amelogenin | 5-TGGCCAAGCTTCCAGAGG Muflén + | Hundertmark
a) CA-3’ Alce + | 2009)
Caribu +
SE47 y | 5'-CAGCCAAACCTCCCTCTGC3’ Venado de cola negra + | (Brinkman vy
SEA48, 5-CCCGCTTGGTCTTGTCTG TTGC- | Muflén + | Hundertmark
(Amelogenin | 3° Alce + | 2009)
a) Caribu -
SC1y SC2 5'CAAGCATGCATTTCAATTCCC-3' Delfin listado (Stenella | + | (Macé y
5'CTGCATGGGGAACATCGGAG-3' coeruleoalba) Crouau-Roy
Ballena de aleta | + | 2008)
(Balaenoptera physalus)
Delfines nariz de botella +
(Tursiops truncatus)
Delfin comun (Delphinus | +
delphis)
+
Ballena gris (Eschrichtius
robustus) +
Cachalote (Physeter
macrocephalus)
CerZFXYfy | 5-GCTGACCCTGGAGAAGATG Venado de cola blanca + | (Lindsay y
CerZFXYr ACTTA-3’ Belant 2008)
(intron de | 5-TCATTCTCAGGCTCAC
zinc-finger) TCTCCACA-3’
CerSRYfy 5-TGAACGAAG Venado de cola blanca + (Lindsay y
CerSRYr ACGAAAGGTGGCTCT-3’ Belant 2008)

(regién Sry)

5-TACCCTA
TTGTGGCCCAGGTTTGT-3’

Se verificaron los cinco set de primers con las muestras de ADN extraido de tejido

y de sangre. Los productos del PCR fueron visualizados bajo una luz ultravioleta

en un gel de agarosa de 2%. Se amplificaron algunos de los primers (KY1/ KY2;
SE47/SE48 y CerZFXYf/CerZFXYr) dos o tres veces para aumentar el poder de

resolucidn en los resultados. Una vez seleccionados los primers que demostraron

tener una buena resolucion en las muestras de tejido y sangre, fueron empleados

en las muestras de raspado bucal y de heces. Como en la metodologia

anteriormente descrita, se usaron aproximadamente de 50 a 100 ng de ADN y las

caracteristicas del PCR y de los perfiles térmicos fueron iguales a los ya descritos.
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7. Resultados.
7.1. Microsatélites.

En este estudio se utilizaron 18 loci de microsatélites para evaluar la diversidad
genética en el berrendo peninsular, usando 23 muestras de tejido. También se
emplearon el ADN extraido de heces, de 24 individuos, para comparar el éxito de
amplificacion y utilidad de este tipo de ADN para estudios moleculares.

Se comparo el éxito de amplificacion de tres marcadores utilizando cuatro tipos de
muestras (Tabla 4). Se detectd que en el caso del marcador mitocondrial todos
tipos de muestra presentaron resultados de amplificacion satisfactorios (sobre
85%). Los mejores resultados fueron de tejido y sangre con 100% y el peor
resultado fue del ADN extraidoa partir de las heces (88.5%). Se encontré que para
el caso del marcador nuclear de la determinacion del sexo (Zinc-finger) el ADN
extraido a partir de la sangre, tejido y raspado bucal tiene un éxito de la
amplificacion de 100%. Sin embargo, el ADN extraido a partir de las heces no
brind6 un resultado satisfactorio (6%). En el caso de microsatélites no se incluyo
en la tabla los resultados de éxito de la amplificacién de sangre y raspado bucal.
Los resultados de éxito de la amplificacion de las muestras de tejido y heces se

presentan en la tabla 4.

Tabla 4. El éxito de amplificacion del ADN extraido de cuatro tipos de muestras de
berrendo, para distintos tipos de analisis moleculares.

Tipo de Numero de Regidn Microsatélites | Determinacion
muestra muestras control, del sexo, Zinc-
ADNmt finger
Tejido 23 100% 98.7% 100%
Raspado 36 97.2% - 100%
bucal
Sangre 30 100% - 100%
Heces 24 88.5% 26.7% 6%

Se amplificaron 10 loci en 23 muestras de tejido y los mismos loci en 24 muestras
de heces. El éxito de la amplificacion para las muestras de heces fue 26.7% en
promedio, fluctuando desde 0% en dos loci (Anam 49 y Anam 100) hasta 79.2%
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en el locus 2 Aam (Figura 3). En el caso de muestras de tejido, los mismos10 loci

tuvieron un éxito de amplificacion de 98.7% en promedio. El resultado mas bajo

fue de 91.3% en el locus Anam 49. Se detectdé una correlacion negativa (r=-

0.6385) entre el tamano de locus y su éxito de amplificacion.

Scatterplot: tamano, bp vs. exito,% (Casewise MD deletion)

exito,% = 105.92 - .3708 * tamano, bp
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Figura 3. Correlacion entre el éxito de la amplificacién del ADN extraido de heces y

tamano de locus.

No se detectd error en el analisis de 18 microsatélites en 23 muestras de

berrendo. No se observo la ruptura de alelos largos, ni la presencia de alelos

nulos. Después de la correccion de Bonferroni del valor p (p = 0.000033) para

comparaciones multiples, no se detectd un desequilibrio de ligamiento entre

ningun par de loci. Dos loci (Anam 97 y Anam 69) se encontraron fuera del

equilibrio de H-W, pero después de la correccidon de Bonferroni (p=0.0028),

unicamente el locus Anam 97 se quedd fuera del equilibrio. Sin embargo, se

decidié usar dicho locus en el analisis siguiente. Se encontrd, en promedio, un

déficit de heterocigotos (p=0.0282) en todos los loci y por lo tanto ninguno de ellos

a su vez presentd un exceso de heterocigotos. En total, en 18 loci se detectaron

52 alelos. Siete loci presentaron un numero minimo de alelos (2), mientras que el

numero maximo de alelos por locus (n= 5) lo presentd el locus Aam 2 (Tabla 5).
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En promedio se detectaron 2.9 alelos por locus. La riqueza alélica vario de 1.947 a
4.775, presentando un numero promedio de 2.84. El numero efectivo de alelos fue
de 1.8 por locus en promedio. El numero efectivo de alelos es el numero de alelos
igualmente frecuentes que se necesitaria para alcanzar un determinado grado de
diversidad genética. Este dato nos permite comparar las poblaciones donde la

distribucion de frecuencias alélicas difiere drasticamente.

Tabla 5. Parametros de la diversidad genética del berrendo peninsular inferidos de 18
microsatélites. A: numero de alelos por locus; Ar: riqueza alélica; Ne: numero efectivo de
alelos; Fis: indice de endogamia; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad
esperada.

Locus A Ar Ne Fis Ho He
Anam79 4 3.522 1.195 -0.041 0.174 0.164
Anam 83 2 2 1.424 0.106 0.273 0.298
Anam 49 3 3 2.365 0.034 0.571 0.577
Anam 24 2 2 1.516 0 0.348 0.340
Anam 88 3 2.996 1.524 0.229 0.273 0.344
Anam 82 3 2.996 1.595 0.048 0.364 0.373
Anam 69 4 3.957 2.574 -0.116 0.696 0.612
Anam 80 2 2 1.385 -0.172 0.333 0.278
Anam 50 3 3 2.336 -0.042 0.609 0.572
Anam 99 2 2 1.682 0.057 0.391 0.405
Anam 97 4 3.997 2.270 0.086 0.526 0.560

Anam 100 2 2 1.293 -0.128 0.261 0.227
Anam 14 2 1.947 1.054 0 0.053 0.051

Aam?2 5 4775 3.094 -0.07 0.739 0.677

Aam3 3 2.999 1.927 0.118 0.435 0.481

Aam7 3 2.996 1.524 -0.167 0.409 0.344

Aam8 3 3 1.970 0.051 0.478 0.492
Anam 29 2 2 1.459 0.055 0.304 0.315
Promedio 2.9 2.84 1.8 0.005 0.402 0.395

La heterocigosidad observada fue comparable con la esperada (Ho=0.395 y
He=0.402). Entre los distintos alelos se observé un gran rango de la distribucion
de heterocigosidad, desde un 0.053 del alelo Anam 14, hasta un 0.696 del alelo
Anam 69. El indice de endogamia (Fis) fue de 0.005, en promedio para todos los

alelos, variando de -0.172 en Anam 80 hasta 0.229 en Anam 88.
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Tabla 6. Comparacion de la diversidad genética inferidaa partir de microsatélites entre las
especies en peligro o las poblaciones que sufrieron un cuello de botella. Los resultados se
presentan de manera descendiente de acuerdo al nimero de alelos.

Especie Autor Nidmero Numero de AlAr Ho/He
de loci
individuos | analizados
Banteng (Bos Bradshwan et 106 12 1.83/- 0.25/0.28
javanicus) al. 2007
Ciervo sur andino Corti et al 56 14 2.1/- 0.341/0.344
(Hippocamelus 2011
bisulcus)
Ibex de Etiopia Gebremedhin 24 5 2.2/- 0.256/0.346
(Capra walie) et al 2009
Tapir Norton y
centroamericano Ashley 2004
(Tapirus bairdii) 37 6 3.3/- 0.435/0.48
Cautivo 15 6 2.5/- 0.39/0.37
Silvestre
Antilope Africano Armstrong et 27 17 2.71/- -/0.43
(Addax al 2011
nasomaculatus)
Berrendo peninsular Presente 23 18 2.9/2.84 0.402/0.395
(A. a. peninsularis) estudio
Wapiti o ciervo Hundertmarky 34 15 2.93/2.9 0.41/0.42
canadiense (C. Daele 2010
canadensis
roosevelti)- Afognak
Island
Foca monje de SCHULTZ et 2409 8 3.5/- 0.48/0.49
Hawai (Monachus al. 2009
schauinslandi)
Rinoceronte de Scott et al 6 10 3.7/- 0.522/0.551
Sumatra 2004
(Dicerorhinus
sumatrensis)
Bisonte (Bison Halbert et al. 30-100 54 3.8/- 0.53/-
bison) 2004
Ornitorrinco Furlan et al. 137 13 4.34/3.46 0.389/0.417
(Ornithorhynchus 2012
anatinus)
Berrendo (A. a. Stephen et al 50 5 5.6/- 0.71/0.66
americana) Oregon. 2005b
Marsopa sin aleta Chen et al. 123 10 9.5/- 0.761/0.769
(Neophocaena 2010
phocaenoides)
Promedio 222.3 13.8 3.64/3.07 0.45/0.46

Se encontré que los estudios en promedio utilizan 13.8 loci de microsatélites para

la investigacion de la variabilidad genética (Tabla 6). EIl numero de loci mas bajo

(cinco) fue utilizado en los estudios de la cabra de etiopia y del berrendo
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sonorense. Unicamente en uno de los trabajos incluidos (Halbert et al. 2004) se
usan mas de 20 loci y este fue el mayor (54) numero de marcadores empleados.
En numero promedio de alelos por locus entre todos los estudios expuestos en la
tabla 6 fue de 3.6. Asi, los resultados encontrados en el presente trabajo (2.9) se
encuentran por debajo de dicho promedio. El resultado mas bajo (1.89) fue
detectado en la poblacion de banteg, mientras que el numero de alelos por locus
mas alto (9.5) se encontré en la marsopa sin aleta. Los resultados del berrendo
peninsular son idénticos a los de la poblacion introducida de wapiti en la isla de
Afognak, Alaska y son un poco mas altos (en 0.2) de aquellos descritos en una
poblacidn cautiva del antilope africano, que se encuentra en peligro de extincion.
Siendo un indicador importante en los estudios de la diversidad genética (Leberg
2002) la riqueza alélica no fue empleada para todas las investigaciones incluidas
en el analisis, asi de los 13 estudios mencionados, unicamente dos consideraron
este indice, esto no permiti6 una buena comparacion. Los indices de la
heterocigosidad observada fluctuaron entre 0.25 en banteg y 0.761 en la marsopa
sin aleta, siendo el numero promedio de 0.45. Los resultados del berrendo
peninsular (0.402) estan por debajo del promedio y muy parecidos a los de wapiti
(0.41). Es interesante notar las diferencias entre el numero de individuos que usan
en los distintos estudios, asi para la foca monje se utilizaron 2,409 animales,
mientras que para el rinoceronte de Sumatra unicamente seis. Sin embargo, los
indices de diversidad genética de la foca monje fueron muy bajos (A=3.5 y
Ho=0.48), sin importar el gran numero de animales estudiados. En promedio los
estudios indicados en la tabla 6 utilizan 222.3 animales, sin embargo al excluir los
datos de Schultz et al. (2009), unicamente se quedarian 54 individuos analizados
en promedio. En el caso del berrendo se estudiaron 23 animales, debido a la
complejidad de obtener las muestras de tejido y la calidad de ADN extraido a partir

de las muestras de heces.
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Tabla 7. Comparacion de la diversidad genética del berrendo peninsular con otras
subespecies, basada en cuatro loci de microsatélites.

Aam2 Aam3 Aam7 Aam8 Promedio
A | Ho | He | A| Ho | He | A | Ho | He |A| Ho | He | A | Ho | He
A.a.p. 5 1074|068| 3 |043|048| 3 | 039|034 |3|048|049(35|051| 05
(Presente
estudio)
A.a.m. 63076 |074| 6 |[056|056|51(055|058|4 |059)|059]|54)|0.62|0.62
(Theimer
et al, 2012)
A.a.m. 6 |075|072| 7 |066|074| 5 (058|054 |7 |0.74|0.74|6.3|0.68|0.69
(Carling et
al 2003b)
A.a.m. 8 [ 0.72] 08 | - - - - - - - - - 8 |072| 0.8
(Stephenet
al 2005b)
A.a.s. - - - - - - - - - - - - 44 | 0.54 -
- - - - - - - - - - - - 6.6 | 0.65 -
A.a.m.
(Stephenet
al 2005a)*
A.a.m. 6 (065|073 |10 |049| 0.8 - - - 6 | 047|065 |7.3|0.54]|0.75
(Jenks et
al 2006)
A.a.m.”, - - - - - - - - - - - - 5.110.58 | 0.62
(Keleher,
2010)

*En el estudio mencionado no se presentaron
utilizaron mas de 4 loci.

los resultados de cada locus por separadoy se

Se revisaron seis publicaciones y una tesis, incluyendo el presente trabajo, que
hacen referencia a la diversidad genética del berrendo (Tabla 7), inferida a partir
de los microsatélites descritos por Carling et al. (2003 b). La mayoria de los
estudios (seis) incluidos describen la diversidad genética de la subespecie
americana, unicamente un estudio incluyé al berrendo sonorense y otro (el
presente) al berrendo peninsular. No se encontré ningun trabajo que haga
referencia a la diversidad genética del berrendo mexicano. Por otro lado, se
detectd que no todos los trabajos incluyen los indices de diversidad de cada locus,
sino que presentan un promedio de los mismos. Es evidente que el berrendo

peninsular tiene la diversidad genética mas baja, asi su numero de alelos por
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locus fue de 3.5, mientras que el resultado mas bajo en la subespecie americana
fue de 5.1 y el mas alto de 8 alelos por locus. La subespecie sonorense presento
una cantidad de alelos por locus de 4.4. El mismo patron se observé al analizar las
Ho y He, el A.a.p. presentd 0.51 y 0.5, mientras que el resultado mas bajo de
A.a.a. fue de 0.54 y 0.75 respectivamente. Los resultados de la Ho y He mas altos
fueron detectados por Stephen et al. (2005 b) en la poblacion del A.a.a. de Oregon

y corresponden a 0.71 y 0.8 respectivamente.

7.2. Region control de ADNmt

Como resultado de las distintas pruebas con los primers disefiados en diferentes
tipos de muestras, se determind que cuatro combinaciones presentaron el mejor
resultado (Tabla 8).

Tabla 8. La combinacién de los primers disefiados para cada tipo de muestras con el
tamafio de fragmento esperado y la temperatura de la alineacion.

Tipo de muestra Combinacién de Tamano del Tm,°C
primers fragmento, bp
Tejido, raspado F2/R1 1181 58
bucal
Heces, sangre F3/R3 540 58
F1/R1 688 58
F1/R4 888 60

En el caso de las secuencias de baja calidad obtenidas a partir del tejido o de
raspado bucal con los primers F2/R1, estas muestras fueron amplificadas por
segunda vez con los primers utilizados para las muestras de ADN obtenidas a
partir de las heces. La amplificacion y secuenciacién para las muestras de ADN
obtenido de heces fue hecho dos veces, para aumentar el poder de la prueba y
evitar los errores de secuenciacion (inserciones, supresiones, etc).

A partir de 23 muestras de heces y 22 muestras de tejido de A.a.p., de 35
muestras de raspado bucal y de 30 muestras de sangre del A.a.s., se obtuvieron
las secuencias de la region control del ADNmt (850-950bp). El éxito de
amplificacion de las muestras de heces fue de 88.5%. Aunque se amplificaron tres

veces las muestras H18, H22 y H10, no fue posible obtener una secuencia de
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calidad. El éxito de la amplificacion para el tejido fue de 100%, pero se excluyo del
analisis una secuencia corta, la T23 (848bp), porque la decision fue de conservar
el numero de secuencias lo mas alto posible, con un tamafo igual o mayor a 860
bp. Después de obtener resultados deficientes de los primers F2R1, que amplifican
una region de mas de 1000 bp en la sangre, se decidié usar los mismos primers
usados en las heces y con eso se obtuvo un éxito de amplificacion de 100%. El
exito de amplificacion en el raspado bucal fue de 79.6%, ya que algunas de las
secuencias fallaron en amplificarse con cualquiera de los primers utilizados (Tabla
4).

Decidimos eliminar del analisis estadistico 3 secuencias de A.a.p. (T21, H21 y
H20), debido al posible problema de deslizamiento de la polimerasa en las
repeticiones largas de mononucleicos. En el caso del deslizamiento de la
polimerasa en las repeticiones mononucleicos largos los polimorfismos del tipo
InDel son comunes (Fazekas et al. 2010). Por ejemplo en la posicion 738 la
muestra H20 tiene 8 C, en vez de 7 C como todas las otras muestras y en el
analisis posterior se determina esta insercion como un haplotipo distinto, lo que
mas probable se debe a error de la secuenciacion. Este tipo de errores puede
aumentar erroneamente el numero de haplotipos, subestimando la perdida de la
diversidad genética.

Después del alineamiento se analizé la diversidad genética de la secuencia de la
region control de 868 bp, de 106 individuos de berrendo (Tabla 9). Se
determinaron tres sitios polimdrficos, lo que representa el 0.35% del numero total
de sitios. También se determinaron cinco sitios con gap, estos sitios fueron
incluidos en los analisis posteriores. EI numero promedio de las diferencias
nucleotidicas entre las subespecies fue de 1.734 y el numero promedio de las
substituciones nucleotidicas por sitio entre subespecies fue de 0.00201.
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Tabla 9. Los indices de la diversidad genética de la regién control de ADNmtde dos
subespecies de berrendo

Subespecie | n H h LI

A.a.p. 42 2 0.3961 0.00000
A.a.s. 64 4 0.4707 0.00056
Total 106 6 0.68697 0.00117

n nimero de individuos analizado; H nimero de haplotipos; h la diversidad haplotipica; 1T la
diversidad nucleotidica.

Entre 106 secuencias de berrendo (42 de A.a.p. y 64 de A.a.s.), se determinaron 6
haplotipos, dos pertenecian a A.a.p. y cuatro a A.a.s. Los haplotipos resultaron ser
privados (Tabla 9). EI numero de individuos con cada haplotipo variaba: el
haplotipo con el mayor numero de individuos fue Hap1 con 45 animales para
A.a.s. y Hap 4 con 31 berrendos de A.a.p. Los haplotipos con el menor numero de
individuos fueron Hap 2 y Hap 6 con 5 y 2 animales de A.a.s. respectivamente
(Tabla 10).Los indices de la diversidad genética, fueron bajos. No se detectd la
diversidad nucleotidica en el A.a.p, porque las diferencias entre dos haplotipos
fueron inserciones y supresiones. La diversidad haplotipica fue menor en el A.a.p.
(0.3961), que en el A.a.s. (0.4707)

Tabla 10. Lista de los haplotipos encontrados entre 106 individuos del berrendo, con la
respectiva frecuencia de cada haplotipo y los sitios de la segregacion.

Poblacién | Frecuencia Posicidon
60 61 240 258 279 658 727
A.a.s. 45 Hap 1 - - C T T T R
A.a.s. 5 Hap 2 - - T -
A.a.s. 12 Hap 3 - - T . T
A.a.p. 31 Hap 4 - - T C N
A.a.p. 11 Hap 5 A A T . C - -
A.a.s. 2 Hap 6 - - T C . . T

La distribucion de los haplotipos también se muestra en la figura 4, como se puede
ver los haplotipos son privados, lo que significa que las dos subespecies
estudiadas no comparten haplotipos. EI mayor numero de diferencias (3) se
presenta entre Hap 4 y Hap 5, estos dos haplotipos pertenecen a A.a.p. Entre los
haplotiposmas relacionados (H 4 y H 2) de berrendo peninsular y sonorense

Unicamente existe una mutacion.
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2% H_e@

Figura 4.

La red de haplotipos, nhumerados como en la tabla 10. El tamafio de cada circulo es
proporcional del numero de individuos encontrados con este haplotipo. Los colores de
circulos representan dos subespecies; el verde representa A.a.s. y el amarillo A.a.p. Los
numeros en rojo representan la posicién de la mutacion y la cantidad de mutaciones que
se separa cada uno de los haplotipos.

El modelo de substitucion que mejor explicaba los datos fue TrN (Tamura - Nei),
con AIC, mientras que BIC y DT dieron mas peso al modelo F81 (Felsenstein
1981). Se implementé el analisis de AMOVA para describir componente de
varianza en las subespecies investigadas. Al comienzo usamos el estadistico F
convencional, unicamente incluyendo datos de las frecuencias haplotipicas (Tabla
11).

Tabla 11. indices de la diferenciacién poblacional, distancia genética y pruebas de
neutralidad.

Fst Pst Distancia N D de Tajima | F de Fu
genética diferencias
nucleotidica
A.a.p. - - - 0.00 (1.00) | 4.34 (0.97)
A.a.s. - - - 0.249 (0.69) 0.586
(0.64)
Total 0.562 0.836 0.2% 1.734 1.36 (> 1.17 (>
(0.00000) | (0.00000) 0.10) 0.10)

Los valores de p en paréntesis

Como resultado se encontré6 que la varianza molecular entre subespecies fue
mayor (56.2%) que la misma dentro de las subespecies (43.8%). El analisis de Fst

demostré la divergencia significativa entre dos poblaciones estudiadas (Fst =
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0.562, P=0.00000). Al utilizar ®st se detectdé una estructura poblacional mas
pronunciada que aquella con el analisis de Fst (solo frecuencia haplotipica) (Pst =
0.75, P = 0.0000). El indice de la distancia genética fue de 0.2 % (Tabla 11).

No se observé la significancia estadistica ni para D de Tajima, ni para F de Fu al
analizar todos los individuos en conjunto o cada poblaciéon en separado (Tabla 11).
Para el analisis comparativo con las secuencias de la parte de la region control
depositadas en el banco de datos, hubo necesidad de ajustar los tamarios de las
secuencias del presente estudio, asi como aquellas extraidas del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se obtuvo un alineamiento de 150 secuencias de 341 bp

cada una de las cuales 109 fueron del presente estudio y 41 de los estudios
previos (Stephen et al. 2005 a, b). Se determinaron 39 haplotipos unicos; cabe
mencionar que después del ajuste de tamafo, algunos haplotipos que eran
diferentes se colapsaron en uno (Anexo 1). Los dos haplotipos previamente
detectados en A.a.p fueron iguales a los haplotipos C, C1 y C2, descritos en la
poblacién del berrendo de Oregdn (Stephen et al. 2005 b). Ademas, uno de estos
haplotipos (C), fue descrito por Stephen et al. (2005 a) en baja frecuencia en una
poblacién de los berrendos de Wyoming. Cabe mencionar que estas dos
poblaciones pertenecen a la subespecie A.a. americana. El haplotipo H 7 unio las
secuencias del berrendo sonorense con las secuencias del haplotipo Y (Stephen
et al. 2005 a), el cual fue encontrado en la subespecie A.a. americana en Arizona.
Lo mismo sucedié con el haplotipo H 4, que unié 45 secuencias de A.a.s con el
haplotipo AG de A.a.a. de Arizona. El haplotipo H 5 consistié de 17 individuos de
A.a.s analizados en el presente estudio con dos haplotipos B y B 1, descritos por
Stephen et al. (2005 a) en berrendo sonorense y en la subespecie americana de

Arizona.

7.3. MHC Il DRB.

Se generaron los resultados de las secuencias de MHC Il DRB para 9 individuos
del berrendo, cuatro del berrendo peninsular y cinco del sonorense. La naturaleza

histocompatible de las secuencias referidas se verificé de acuerdo a su grado de
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homologia con distintas secuencias depositadas en el GenBank. Todas las
secuencias mostraron una alta homologia (91%-95%) con secuencias MHC Il DRB
aisladas de varias especies de artiodactilos, por ejemplo oveja (Ovis aries), alce
(Alces alces), muntiaco de Reeves (Muntiacus reevesi), corzo (Capreolus
capreolus), ciervo comun (Cervus elaphus), borrego cimarrdon (Ovis canadensis),
etcétera.

No fue posible recuperar buenas secuencias para el individuo 9t. Los resultados
de numero de clonas secuenciadas, de secuencias de buena calidad y de numero

de alelos se presenta en la tabla 12.

Tabla 12. Numero de clonas utilizadas para la secuenciacién, la cantidad de secuencias
de calidad obtenidas y el numero de alelos de MHC Il DRB detectados en las dos
subespecies de berrendo.

Secuencias
Muestra Clonas de calidad | N de alelos
ot 2 - -
10t 14 12 6
11t 7 5 5
13t 15 14 9
17t 6 4 4
4s 13 13 7
5s 10 10 7
9s 10 10 3
13s 5 5 2
3s 14 14 10

Para poder detectar todos los alelos se secuenciaron de 4 a 15 clonas por
individuo. ElI numero de alelos por individuo varié de 2 a 10, esos resultados se
esperarian en el caso de la duplicacion génica. Se detectaron hasta 10 alelos por
individuo, indicando que existen al menos 5 loci de MHC Il DRB en el berrendo.

En 9 animales analizados se detectaron 53 secuencias de 250 bp, de las cuales
42 son secuencias unicas. Tres secuencias fueron compartidas por mas de un
individuo (Anexo 2), la secuencia Hap 8 por dos animales de A.a.s., la secuencia
Hap 10 por ocho berrendos de dos subespecies y la secuencia Hap 19 por 4
animales de A.a.s. Se encontro que 4 secuencias fueron detectadas en mas de en
una clona. Es curioso notar que las dos secuencias detectadas en mas de un

individuo también fueron encontrados en mas de una clona.
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Basandose en los criterios descritos por Kennedy et al. (2002), se decidi6 que
para el analisis siguiente unicamente se utilizarian las secuencias que se
encontraron en mas de en un individuo o en mas de una clona del mismo
individuo. Se detectaron 5 secuencias que si cumplieron con los requisitos
descritos (Tabla 13.)

Tabla 13. Posiciéon de las mutaciones en la secuencia, niUmero de clonas e individuos en
los cuales fue detectada cada secuencia.

ID Posicién N clonas/
gJoJoJloJoJoJloJoJoJoJo iz 1z 1] ilz]1]1l1]2]2]z2 ;“g”ldu‘?s’
olololo|z|1]1]|2|5|5|5|oflojola|le|7|8]|8|s8]|o|o]|3]|s3]|s3]|>urespecte
2 |3]alol2|3|als|als|o|2|7]|8|8|s8|o]|s5|e6|8|2]|8|2]3]4

Anaml Gla|GglclclalalT|T|Cc|a|G|G|T|G|G|G|a|a|G|G|C|C|G]|G]|3/L a.a.s

Anam?2 T G A G A G G A T G A T G C A A C G A T A 2/2 A.a.

Anam3 T G A G A G G A T G A T G A A C G A T A T A T 18/8 A.a.

A.a.p

Anami T G A G A G G A T G A T G C A A C G A T A T A T 7/4 A.a.

Anamb T G A G A G G C A T G A T G . A A C G A T A T A T 5/1 A.a.

Se hipotetizd, que después del analisis de las cinco secuencias restantes, al
reducir el numero de posibles errores, no se observara mas de dos alelos por
individuo. Sin embargo, en dos individuos 3s y 4s se detectaron mas de dos
alelos, cuatro y tres respectivamente. En los cuatro individuos de A.a.p se detectd
por un alelo en cada uno, mas aun fue el mismo alelo (Anam 3) para todos los
animales.

En las cinco secuencias analizadas se detectaron 25 sitios (10%) polimorficos,
mientras que 224 sitios monomorficos. La distancia nucleotidica promedio
(Tamura 3 parameter) entre cinco secuencias utilizadas en el analisis fue de 0.06.
El numero promedio de eventos de la recombinacion Rm=1, se detectd la
recombinacion entre los sitios 148 y 232.

En la secuencia completa se encontr6 un numero promedio de substituciones
sinbnimas de 0.1139 por codon y substituciones no sinébnimas de 0.1219 (Tabla
14). En la region de la unidn del péptido se detecto la tasa media de substituciones
no sindnimas (0.2817) mas alta que de las sindénimas (0.1361), sin embargo la
prueba de t no detecto las diferencias significativas (p=0.27).
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Tabla 14. Tasas de sustitucion no sinénimas (dN) y sinénimas (dS) y los resultados de la
prueba Z para seleccion positiva y la neutralidad.

Region dN ds dN/dS, t Z, (dN=dS) Z, (dN>dS)
test
PBR 0.2817 0.1361 0.27 0.334 0.167
Total 0.1219 0.1139 0.9 0.444 0.223

La prueba de Z para neutralidad y para seleccion positiva no fue significativa, con
valores de p > 0.05. El sitio de PBR fue determinado de acuerdo con la estructura
molecular de MHC Il de humanos (Brown et al. 1993).

Se reconstruyo la filogenia de las cinco secuencias de 249 bp de MHC |l DRB del
berrendo, basandose en el modelo Tamura de 3 parametros. En los modelos de
reconstruccion de filogenia basados en la tabla de distancias (NJ y Maximum
Likelhood) las secuencias se agruparon cercanamente, excepto Anam 1, la que
presento mas de 20 diferencias nucleotidica de otras cuatro secuencias (Figura 5).

{ A.a.s-A.a.p-Anam3
—71{0 A.a.s-Anam5
@ A.a.s-Anam4

@ A.a.s-Anam?2

@ A.a.s-Anam1

H
0.002

Figura 5. El arbol filogenético-neighbour-joining) (NJ) intraespecifico de las secuencias de
MHC 1l DRB de dos subespecies del berrendo. Los rombos verdes representan las secuencias
pertenecientes a la subespecie sonorense, mientras que los rombos blancos a las secuencias
compartidas por ambas subespecie.

Para determinar las relaciones evolutivas entre las secuencias de MHC |l DRB de
berrendo con las de otros ungulados y determinar si dichas secuencias presentan
el patron de la evolucion transespecifica se construyd un arbol filogenético (Figura
6). La inferencia de las relaciones filogenéticas de las secuencias de 249 bp de
MHC Il DRB de berrendo con algunos representantes de la familia Cerviadae y
Bovidae se hizo con el método de Neighbor-Joining, el arbol de consenso fue
inferido de 5,000 replicaciones de bootstrap. La distancia evolutiva se calcul6é de

acuerdo el método Tamura de tres parametros. El analisis incluyé 31 secuencias
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nucleotidicas, después de remover las posiciones de ambigliedades se incluyeron
en el analisis 83 posiciones. Cuatro secuencias del berrendo se formaron en un
grupo solido con alto valor de soporte y la relacion cercana a venado rojo
(Fernandez-de-Mera et al. 2009) y dos especies de Muntiacus (No publicado). Una
de las secuencias del berrendo Anam-DRB*1 se agrup6 con el alelos 06 de MHC
Il DRB de Muntiacus reevesi (No publicado). En general las secuencias de
berrendo estan mas relacionadas con las secuencias de la familia Cervidae, que

con la de Bovidae (Anexo 3).
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Figura 6. Las relaciones evolutivas de las secuencias de MHC || DRB del berrendo con otras
especies de ungulados. Las secuencias del berrendo estan marcadas con rombos verdes. Las
secuencias extraidas de banco de datos estan representadas por el nombre de la especie,
numeracion del alelo de DRB y numero de acceso. El arbol filogenético completo se presenta
en el Anexo 3.

La traduccion de las cinco secuencias MHC Il DRB aisladas del berrendo

presentaron un marco de lectura abierto y continuo. Convirtiéndose en 4
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secuencias de aminoacidos unicas. Las secuencias proteicas se presentan en la
Tabla 15, en comparacion con algunas secuencias similares de otros ungulados.

Una de las secuencias tenia 14 aminoacidos distintos de otras tres secuencias,
mientras que estas tres se diferenciaban Unicamente por uno aminoacido. El
polimorfismo en el locus Il normalmente ocurre en el exdn 2, el cual codifica la
parte de la union del péptido. El exdn se traduce a una secuencia de 83

aminoacidos con 16 sitios posibles de la unién (Brown et al. 1993) (Tabla 15).

Tabla 15. Secuencias de aminoacidos de MHC Il DRB del berrendo y de algunas

especies de ungulados.

Especie,
nombre de
secuencia

EYSKSECHFSNGTQRVRFLDRYFYNGEEYVRFDSDWGEYRAVTELGRPDAKYWNSQKEILERRRAEVDTYCRHNYGVG
3sl Anam W...G............ Y.B-B------. T....N........ S..... H...8.....H. -BE L.&...-B---8--- I
4sl Anam N.ATH.............. N........ ms. .... Voo, S..... H...H8.. RE ..B8. .83...8...8... .8
4s4 Anam W...G............ Y.B-B------ T....N........ S.....#.--H-----8 -BB L.B§---H---H--- B
5s7 Anam W...G............ Y.B-B------. T....N........ S.....#...-H--...-8 -BEB L.&...B---8--- I
A. alces ‘A'H F...E.....L.L I..Re.eev... Veeesoeoeoeooo...---8--- ED g8. .2...8.. .8 -B
0. canadensis T.K..R E.....HA-B--....B Ao A.....8...H..---. H..Be..8...8...8... I
B. bonasus 8.BE.H. ... F...E..... H.8...... 17 . Y e DL...K..N............
B. indicus o.0H.8. ... F...E.L.Y.B.H---.---B®%..--+----v........H...H.....H..-B80.- -H--- M...H.--B
C. hircus . E.E........ E.....H-H. H.o...F....oooooot A.....8...#4....-H-- es.TH...B...-8. .. I
C. elaphus i-2.5.-.-...........A-BH------B¢4-------. F.........H---B-----H-- gN..2...8.. -8 I
C. hortulorum LT.K........... QY. B-B------BB..-- - 8...8.....H--B K..N...... YH. . -B
C. nippon i-82.8--......... Q..0.LT. ... | e M.....H. -B =. .8 .. B...H. . B
M. crinifrons PP 1 [ 8...8.....H-- en..2...8...8...E
M. reevesi a-M-f.............. K...C....H...... v..F.........H---B--...H-- OK..N......... R..
0. aries 8-BTH- - - . F...E.....L.L...... TL. .o, A.....#.--H.----H--B . .2...8...8.. .8

En gris estan marcados los sitios involucrados en la unién de péptido

Se observaron un total de 16 sustituciones de aminoacidos, de los cuales 9 se
dieron en posiciones importantes de la PBR. Al comparar dichas sustituciones, se
observé que 11 corresponden a cambios no conservativos de las propiedades
fisicoquimicas de los residuos (polaridad), y cinco fueron conservativas (no hubo
cambios en las propiedades) (Tabla 16).
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Tabla 16. Listado de las sustituciones de los aminoacidos, su posicion en la secuencia y

las propiedades importantes.

Posic Aminoacido Propiedades Substitucion Propiedades
i6n
1 Acido Glutamico Polar, carga negativa, Triptéfano (W) Hidrofdbico, no polar
(E) hidrofilico
3 Alanina (A) Hidrofébico, no polar Serina (S) Hidrofilico, polar sin carga
4 Treonina (T) Polar, sin carga, hidrofilico Lisin (K) Polar, carga positiva,
hidrofilico
5 Serina (S) Hidrofilico, polar, sin carga Glicina (G) Hidrofébico, no polar
Fenilalanina (F) Hidrofdébico, no polar Tirocina (Y) Hidrofdébico, no polar
18
20 Asparagina (N) Hidrofilico, polar, sin carga Acido Hidrofilico, polar, carga negativa
aspartico (D)
34 Serina (S) Hidrofilico, polar, sin carga Asparagina Hidrofilico, polar, sin carga
(N)
36 Valina (V) Hidrofdbico, Triptéfano (W) Hidrofdébico, no polar
polar sin carga
49 Acido Glutamico Hidrofilico, polar, carga Acido Hidrofilico, polar, carga negativa
(E) negativa, aspartico (D)
56 Arginina (R) Hidrofilico, polar, carga Glutamina (Q) Hidrofilico, polar, sin carga
positiva
57 Acido Glutamico Hidrofilico, polar, carga Lisin (K) Hidrofilico, polar, carga positiva
(E) negativa,
62 Lisin (K) Hidrofilico, polar, carga Arginina (R) Hidrofilico, polar, carga positiva
positiva
63 Glicina (G) Hidrofébico, no polar Arginina (R) Hidrofilico, polar, carga positiva
64 Arginina (R) Hidrofilico, polar, carga Leucina (L) Hidrofilico, no polar
positiva
66 Alanina (A) Hidrofdébico, no polar Acido Hidrofilico, polar, carga negativa
Glutamico (E)
78 Glicina (G) Hidrofébico, no polar Isoleucina (1) Hidrofébico, no polar

En gris estdn marcados los sitios de las diferencias entre tres secuencias conservativas.

7.4. Determinacion molecular de sexo.

El primer set de primers fue SC1 y SC2, los cuales se usaron originalmente en

cetaceos (Macé y Crouau-Roy 2008). Las cuatro muestras usadas (dos de cada

sexo, de las cuales una fue de sangre y la otra de tejido, respectivamente)

mostraron un perfil similar, aunque las muestras de sangre tenian un aspecto mas

tenue, que las de tejido (Figura 7). Ademas, la muestra de tejido de macho tenia

varias bandas adicionales no especificas, o que hace dificil el uso de este set de

primers en berrendo. El producto obtenido fue de aproximadamente 110-120 bp,

tanto en hembra como en macho, mientras que Macé y Crouau-Roy (2008),

67




encontraron un patron claro de polimorfismo entre los sexos, con una Unica banda

de 521 bp en la hembra y una banda adicional de 980 bp en el macho.

-
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Figura 7. El gel de electroforesis de tres sets de primers (SC, ZF y SRY), empleados para
la determinacion del sexo en el berrendo.

Las hembras y machos fueron claramente y sin ambigliedades distinguibles
usando el set de primers CerZFXYf y CerZFXYr. Las hembras presentaron un
fragmento de ADN unico de ambas copias del cromosoma X, aproximadamente
280 bp; mientras que los machos presentaron dos fragmentos de ADN, uno del
cromosoma X de 280 bp y otro del cromosoma Y de 450 bp (Figura 7).

Los primers SRYen las dos muestras de machos en las muestras de sangre y de
tejido presentaron una banda de aproximadamente 420 bp, ademas, estas
muestras presentaron amplificaciones no especificas. En la muestra de sangre de
hembra, no se observd dicha amplificacion y la muestra de tejido presento tres
bandas, una de las cuales se localiza casi a la misma altura de la que presentan
los machos, aunque estas eran tenues, asi, en un analisis podrian presentar
confusién (Figura 7).

Los primers SE47 y SE48 presentaron un resultado inconsistente, donde fue
imposible determinar el sexo de la muestra, el numero y tamafio de bandas fue
diferente para las dos muestras de hembras, mientras que las muestras de
machos presentaron una sola banda de 210bp (Figura 8).
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Figura 8. El gel de electroforesis de dos sets de primers (SE y KY) para la determinacion
del sexo en el berrendo.

Los primers KY1 y KY2 brindaron un resultado satisfactorio en la primera
amplificacion, aunque las muestras de machos, asi como de hembras tenian un
bandeo multiple de un rango superior a los 300 bp. En el rango de 180 a 250 bp,
se distinguié una banda de 180 bp en la hembra, y una banda adicional en el
macho de 210 bp. Una segunda amplificacion de estos dos ultimos primers no
brindé6 resultados satisfactorios, el bandeo en ambos casos fue inconsistente con
lo esperado.

Se eligié solamente un primer (zinc-finger), para la determinacion del sexo, a partir
de las muestras de heces y de raspado bucal, el cual ha mostrado un resultado
excelente en las muestras de sangre y tejido. Las muestras de raspado bucal
presentaron un patrén de bandeo igual que las de tejido (hembra y macho una
banda de aproximadamente 280 bp y macho con una banda adicional 450 bp). En
el caso de las muestras de heces, la amplificacién no fue exitosa, aunque esta se
repitié varias veces. En algunos casos, no se pudo lograr amplificacion de ninguna
banda; en otros casos solo se amplificd, en algunas muestras, la banda de 280 bp.
Solo en dos muestras de un total de 30, se logré determinar exitosamente el sexo
de un macho y de una hembra. Como resultado se tiene un éxito de la

amplificacion y determinacion correcta de sexo, en heces, de 6.7%. Al contrario,
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en las muestras de sangre, raspado bucal y tejido el éxito de amplificacién y
determinacion fue de un 100% (Tabla 4).

8. Discusion.

Como resultado de la reunién cumbre del Rio 1992 se aprobd la Convencion sobre
Biodiversidad, la cual reconoce tres niveles jerarquicos: genético, especies y
ecosistemas. La diversidad genética es la base de toda diversidad biolégica, ya
que de ella dependen la persistencia y potencial evolutivo de todas las especies
(Laikre et al. 2009). Dado que una diversidad genética reducida es un marcador de
aptitud disminuida y de un elevado riesgo de extincién (Spielman et al. 2004), la
caracterizaciéon de dicha diversidad en las especies amenazadas es crucial para la
toma de decisiones adecuadas. Por otro lado, la determinacién del grado de la
diferenciacion genética a nivel de poblaciones y subespecies es de gran
importancia a la hora de proponer las reintroducciones, translocaciones y el
manejo de las poblaciones cautivas o semicautivas (Amos y Balmford 2001).
Debido a que el ADNmt permite la reconstruccion de la diversidad de los linajes
maternales, mientras que los microsatélites y otros marcadores nucleares reflejan
la contribucion de ambos progenitores, su combinacién resulta en una sinergia
importante para los estudios de la diversidad genética y la diferenciacion
poblacional (Hoffman et al. 2009).

En el presente estudio se analiz6 la diversidad genética del berrendo peninsular
usando tres tipos de marcadores moleculares y se determindé el grado de
diferenciacion genética entre dos subespecies amenazadas del berrendo.

Muestreo no invasivo.

La obtencion de informacion util sobre la biologia y dinamica poblacional de
cualquier especie puede ser facilitada por el uso de muestras no invasivas (heces
o pelo); éstas a su vez pueden proporcionar el ADN para la identificacion
individual. Este tipo de métodos presentan un gran potencial para mejorar la
precision de las estimaciones de presencia y abundancia, y también previenen el

estrés de los animales (Piggott y Taylor 2003).
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En este trabajo se ha demostrado que el ADN obtenido a partir de cuatro tipos
diferentes de muestras de berrendo, es util para llevar a cabo un estudio
molecular. Los resultados presentados en la tabla 4 muestran que no hay gran
diferencia entre la utilizacion de sangre, tejido o raspado bucal para los estudios
genéticos, mientras que las heces tienen un éxito de amplificacion mas reducido
que los otros tres tipos de muestras, y esto es valido para todos los marcadores
utilizados. Al trabajar con las muestras no invasivas hay que tener en cuenta que
la cantidad del ADN para amplificacion es normalmente pequefia y ademas, su
calidad es baja. Como en las muestras de heces para la obtencién del ADN, se
utilizan células intestinales que se les adhieren en su recorrido por el tubo
digestivo (Taberlet et al. 1996); el tiempo entre deposicion de la muestra
(defecacion) y la colecta es de gran importancia, debido a que las condiciones
naturales pueden reducir aun mas la calidad y cantidad del ADN obtenido (Fickel y
Hohmann 2006).

Cada célula del organismo contiene multiples copias de mitocondrias, y cada una
de ellas, a su vez, contiene su propio ADN; esto hace que la amplificacion del
mismo sea relativamente simple (Gissi et al. 2008). Por esta razon, la
amplificacion de la region control de ADNmt a partir del ADN extraido de las
muestras de heces ha tenido un éxito relativamente grande (88.5%), incluso en la
amplificacion de secuencias de mas de 500bp de longitud. Estos resultados son
comparables con aquellos obtenidos en estudios similares, por ejemplo, el 80% en
murciélagos (Pteropus poliocephalus) (Baldwin et al. 2010); 79.7 % en el leopardo
de las nieves (Panthera uncia) (Janecka et al. 2008); 66.5% en macaco (Macaca
cyclopis) (Chu et al. 2006); 100% en ungulados de Africa (Faria et al. 2011) y 94%
en bisonte americano (Gardipee 2007). Estos autores indican que la calidad de los
productos de PCR de ADNmt amplificado a partir de las muestras de heces es
comparable con aquellas de sangre y tejido. Sin embargo, para asegurar un
genotipo confiable hay que amplificar algunas de las muestras dos veces. Los
resultados de la amplificacion del ADNmt a partir de las muestras de heces de
berrendo indican que el muestreo no invasivo es una herramienta importante en la

investigacion genética del berrendo.
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Como en otros casos, detectamos que el éxito de la amplificacion de
microsatélites fue mucho menos que aquel de ADNmt (Chu et al. 2006; Baldwin et
al. 2010). En el caso del berrendo, al amplificar 10 loci de microsatélites obtuvimos
un éxito de amplificacion del 26.7%, comparado con el 88.5% de la region control.
No se calculo la cantidad de errores de la genotipificacion, debido a que no
teniamos las muestras de referencia para los mismos individuos y tampoco
hicimos repeticiones recomendables de la extraccion y amplificacién. Karmacharya
et al. (2011), usaron seis loci de microsatélites en leopardo de las nieves para la
identificacion individual y unicamente genotipificaron 10 individuos con todos los
loci. Mientras que otros nueve animales presentaron errores en la genotipificacion,
por falla de amplificacion y ruptura de alelos. Baldwin et al. (2010) encontraron que
el ADN extraido de las heces fue amplificado con éxito en cinco de siete loci y eso
resultd en la identificacion de los genotipos de la mitad de los individuos
analizados. En conclusion, su éxito de PCR fue moderado, con aproximadamente
60% de las muestras genotipificadas.

Existen varios factores que pueden afectar el éxito de la amplificacion y la cantidad
de errores en el ADN que se obtiene a partir de muestras de heces. Por ejemplo,
Maudet et al. (2004) reportan el efecto de las variaciones estacionales sobre
errores de genotipificacion y el éxito de amplificacion del ADN extraido de las
heces en dos especies de ungulados: cabra salvaje de los Alpes (Capra ibex) y
muflon comun (Ovis gmelini). Estos autores, al usar cuatro loci de microsatélites
detectaron que el éxito de amplificacién fue mas alto y la cantidad de los errores
de la genotipificacion fue menor en las muestras colectadas en invierno, a
diferencia de aquellas colectadas en primavera (99% genotipos correctos contra
59%). El ADN extraido de las muestras colectadas en el invierno brindé productos
de amplificacion visibles, mientras que el 27% y el 29 % de las muestras
colectadas en la primavera, de cabra y muflon, respectivamente, fallaron en
proveer un ADN amplificable. Maudet et al. (2004), sefialan que la calidad superior
de la dieta en primavera reduce el tiempo de digestion y asi disminuye el contacto
entre el material fecal y las membranas intestinales. De la misma manera, el

contenido de la fibra en el alimento durante la primavera es menor, lo que reduce
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raspaduras en la membrana intestinal por material fecal. Las muestras de
berrendo fueron colectadas en el invierno, pero las condiciones del invierno en
Baja California Sur, México, son bastante diferentes de aquellos mencionados por
Maudet et al. (2004), en los Alpes franceses. Por otro lado, la dieta principal que
reciben los berrendos es alfalfa seca, la cual ayudaria a obtener mas células
intestinales en la superficie de las heces. Sin embargo la alfalfa no es la dieta
normal del berrendo peninsular, el cual estd acostumbrado a una variedad de
forraje mas seco con diferente contenido de fibra. A. a. peninsularis se alimenta de
un 44% de arbustos, 22% de herbaceas, 4% de gramineas y un 30% de material
no identificado (Cancino 1994). No se sabe que efecto tiene la alfalfa sobre el
tiempo de digestion, ni sobre la calidad del ADN, en comparacion con aquel
obtenido en las muestras de heces de los animales con dieta normal.

Otro de los factores que puede afectar el éxito en el uso de ADN extraido de las
heces, reside en la parte de la muestra que se utiliza para el analisis (Wehausen
et al. 2004). Este problema es mas frecuente entre herbivoros, debido al efecto de
los inhibidores de PCR que contienen las plantas (Fernando et al. 2003).
Wehausen et al. (2004), al usar muestras de heces de borrego cimarrén (Ovis
canadensis), determinaron que unicamente el raspado de la superficie exterior del
pellet brinda los resultados parecidos al ADN extraido de las muestras de sangre.
Al contrario, al usar el pellet completo se observo la disminuciéon de éxito de
amplificacion y el aumento de la variacion entre las muestras y los loci. En este
trabajo utilizamos un kit comercial para la extraccion del ADN de las muestras de
heces, pero en el primer paso implementamos un cambio del protocolo original.
Para prevenir los problemas de los inhibidores que describe Wehausen et al.
(2004), lavamos de cinco a seis pellets en buffer de lisis. De esta manera se
obtuvieron unicamente las células intestinales adheridas a la muestra, sin
embargo, los resultados de la amplificacion no fueron satisfactorios. Es probable
que los tamanos de secuencias no son apropiados para el ADN utilizado, asi
obtuvimos una correlacion de -0.6385 entre el éxito de la amplificacion y el tamafio
del locus, semejante al que obtuvieron Sefc et al. (2003). Estos autores al utilizar
ADN extraido de plumas de especimenes de museo, determinaron que el
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porcentaje de fallas de amplificacion se incrementa de 0 a mas de 30% con el
aumento del tamafo de secuencia de 200 bp a 300 bp. Un resultado semejante se
observd en el caso del porcentaje de pérdida de alelos en los individuos
heterocigoticos; este se incrementé de 0% a 50%, de acuerdo al aumento del
tamafo de fragmento utilizado. Buchan et al. (2005), proponen que con un
aumento del tamafo del alelo por cada 100 bp, el éxito de amplificacion
disminuiria aproximadamente del 12% al 15%.

En el caso del elefante africano (Loxodonta africana), el alelo con maximo éxito de
amplificacion (82%) tiene un tamarfo de 138 a 150 bp, mientras que el locus con el
exito de amplificacion mas bajo (40%) tiene un tamafo de 352-400 bp. Para el
Papio sp. el éxito de amplificacion mas alto (99%) se logré con dos loci de
tamanos de 128-161 bp y 165-181 bp, mientras que el peor resultado (73%), se
obtuvo con los loci de tamafio de 237-273 bp y 225-249 bp (Buchan et al. 2005).
Es interesante notar que en su analisis, Wehausen et al. (2004) utilizaron 11
marcadores de microsatélites con tamafnos de 80 a 143 bp, lo que esta de acuerdo
con la nocion de usar los loci mas cortos (Buchan et al. 2005). Estos resultados
implican que hay necesidad de un estudio piloto, antes de implementar un estudio
poblacional o molecular utilizando el ADN extraido de las heces. Para el cual
deberan emplearse todos los microsatélites descritos para la especie, con el fin de
identificar aquellos que resulten idoneos.

Para evitar los problemas descritos previamente muchos estudios usan un gran
numero de muestras (mas de mil); de esta forma se garantiza que un numero
apropiado sera util para la genotipificaciéon. Por ejemplo, al analizar la poblacion
del venado de cola negra, Brinkman et al. (2011) utilizaron 2,248 muestras, de las
cuales genotipificaron exitosamente solo 1,156 (51%). Sin embargo, Hettinga et al.
(2012) en un estudio de caribu, genotipificaron exitosamente 93% de muestras de
heces (1,007 de 1,080). Se lograron estos resultados al incrementar el numero de
veces que se amplificd cada locus, asi, tres personas de manera independiente
genotipificaron todos los individuos; después de lo cual el 9% de las muestras
fueron genotipificadas tres veces nuevamente. Este procedimiento evidentemente

aumento el costo del estudio. Otra de las caracteristicas de este estudio, es que
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las muestras se colectaron en invierno, lo que previno la degradacion del ADN por
nucleasas (Hettinga et al. 2012). Ball et al. (2010), genotipificaron 876 caribues
con 11 marcadores de microsatélites, cabe mencionar que los autores no
mencionan el numero de muestras colectadas. La colecta se llevd a cabo en
invierno, la genotipificacion se repitié tres veces para cada muestra y de los 11
marcadores, unicamente uno tenia un tamafio mayor a 300 bp y tres de ellos
mayor a 200 bp.

En el caso del presente estudio utilizamos unicamente 24 muestras, no se llevo
acabo la repeticion triple de PCR para cada muestra y marcador, las muestras
fueron colectadas en el invierno, pero las condiciones de invierno no son
comparables, con las descritas en la literatura y no se hizo la eleccion de
marcadores mas idéneos previo al estudio. Estos factores pudieron haber afectado
el éxito de la amplificacion y asi lograr los resultados tan bajos obtenidos.

Pese a todos los problemas relacionados con el uso de las heces para los
estudios genéticos, existe un creciente numero de trabajos que utilizan este tipo
de muestras exitosamente (Beja-Pereira et al. 2009). Nuestra apreciacion es que
la experiencia obtenida de nuestro estudio, como aquella recopilada de la
literatura, permitiran a futuro plantear una metodologia mucho mas eficiente y que

proporcione resultados mas exitosos.

Microsatélites.

Como se esperaria en una especie en peligro de extincion, que surgié a partir de
una poblacidon fundadora de menos de 30 animales, la variabilidad genética del
berrendo peninsular es extremadamente baja. El numero promedio de alelos por
locus (A) es de 2.9 y la heterocigosidad observada (Ho) de 0.402. Cuando se inici6
el hato cautivo del berrendo, este paso6 por un cuello de botella, el cual pudo haber
acentuado la pérdida de diversidad genética. Entre todas las poblaciones del
berrendo estudiadas hasta la fecha, el berrendo peninsular es el que presenta la
variabilidad genética mas reducida (Tabla 7). Por otro lado, dicha variabilidad es

de niveles comparables a aquellas de poblaciones de mamiferos que han sufrido
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un cuello de botella intenso o de las especies que se encuentran en peligro de
extincion (Tabla 6).

Stephen et al. (2005 b) estudiaron una poblacion reintroducida del berrendo
(A.a.a.), la cual pasoé por un cuello de botella grave. Dicha poblacion se fundé en
1969 con 17 animales y después no hubo mas reintroducciones o intercambios
naturales o inducidos de individuos. Es interesante notar que el berrendo
peninsular tiene una diversidad genética mas baja que aquella descrita por
Stephen et al. (2005 b); aunque en el primer caso, la poblacion fundadora fue mas
grande y se implement6 un plan de cruzas para mantener la diversidad genética
(V. Sanchez com. pers.). Las diferencias observadas no solo corresponden al
numero promedio de alelos por locus (2.9 contra 5.6), sino también a la
heterocigosidad (0.402 contra 0.71). Estos resultados pueden ser consecuencia de
varios factores, por ejemplo, el tamafo efectivo poblacional bajo del berrendo
peninsular durante un tiempo prolongado, o al efecto de “una poblacion marginal”
(Johannesson y Andre 2006; Johnson et al. 2009). A comienzos del siglo XX, la
poblaciéon del berrendo peninsular era de menos de 600 animales (Nelson 1925;
Cancino et al. 1998), y no existen registros del tamafio poblacional anterior a esa
fecha. Es probable que la poblacién del berrendo peninsular, desde hace mucho
tiempo, no haya sido muy grande debido al ambiente desértico severo, donde la
capacidad de carga es baja. Asi podria ser que desde su fundacion la poblacion
peninsular perdiera la conexién con otras poblaciones o bien es una poblacion
relicta de una distribucion mucho mas amplia en el pasado que la conectaba con
otras poblaciones occidentales. Ademas, la topografia y la fisiografia de la
peninsula de Baja California probablemente han contribuido a su aislamiento. Es
interesante mencionar que en las pinturas rupestres de la peninsula, las imagenes
del berrendo son extremadamente raras (Crosby 1998). La poblacion del berrendo
peninsular es una de las subespecies mas aisladas, lo que probablemente previno
el flujo genético y provoco la deriva genética. Lo cual es caracteristico de una
‘poblacion marginal” (Johannesson y Andre 2006), donde los animales se
encuentran aislados o bajo una presién de seleccion extrema, resultando en genes

y genotipos unicos, generalmente con diversidad genética reducida. Estos autores
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resaltan que dichas poblaciones necesitan un cuidado especial y que constituyen
un recurso genético importante para el manejo y la conservacion.

Resultados de diversidad genética parecidos a los del berrendo peninsular, se
pueden observar en varias especies y poblaciones marginales o aisladas, donde la
presidon antrépica ha mantenido el numero de individuos extremadamente bajo. Un
ejemplo es el manati de Belice, perteneciente a la subespecie de manati del
Caribe (Trichechus manatus manatus). Es un grupo aislado con un tamano
poblacional bajo, que sufri6 una caza excesiva durante mas de dos siglos. Sus
indices de diversidad genética muestran un numero promedio de alelos por locus
de 3.1 y una heterocigosidad observada de 0.456 (Hunter et al. 2010). Los
resultados de la diversidad genética de las focas monje de Mediterraneo e islas
Hawaianas, son otros ejemplos de la presion antropica intensa y prolongada
(Pastor et al. 2007; Schultz et al. 2009). La foca monje del Mediterraneo
(Monachus monachus) se encuentra en peligro de extincion y se reduce
unicamente a dos poblaciones restantes, cada una con menos de 200 animales.
La historia demografica de esta especie es parecida a la del berrendo, con una
caza excesiva y poco controlada por un periodo de tiempo largo. Periodo que se
prolonga desde la época de los romanos hasta el siglo XVII cuando los espafioles
y portugueses la cazan intensivamente, lo que provocé finalmente el colapso de su
poblacion por extraccion comercial. La pérdida de habitat por presion antrépica
continud con posterioridad a su captura comercial, lo que impidio la recuperacion
de esta especie (Pastor ef al. 2007) En el caso del berrendo, la caza redujo el
numero de individuos de 30 millones hasta menos de 20 mil en todo el continente
americano hacia comienzos de siglo XX. Consecuentemente, en México la
ausencia de un programa para su recuperacion, el aumento de la poblacion
humana y la destruccion masiva del habitat redujeron aun mas los numeros
poblacionales. Las diferencias en el tiempo de colapso poblacional de estas dos
especies estan marcadas por la colonizacion europea que se dio en América
(Larson et al. 2002). La foca monje de las islas Hawaianas (Monachus
schauinslandi) sufrid un cuello de botella y la pérdida de la diversidad genética
durante la caza intensiva por colonizadores Polinésicos (1500-1600) y europeos
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en el siglo XIX (Schultz et al. 2009). Las dos especies de foca monje tienen un
nivel muy bajo de diversidad genética, asi la foca del Mediterraneo tiene menos de
3 alelos por locus y una Ho ~0.3 y la foca de las islas Hawaianas solo 3.5 alelos
(solo loci polimérficos fueron considerados) y Ho de 0.48. Estos resultados son
practicamente iguales a los que presenta el berrendo peninsular, demostrando asi
que las especies en peligro de extincion tienen un nivel de diversidad genética
mas baja que las poblaciones o especies abundantes (Spielman et al. 2004). Sin
embargo, Guan et al. (2009) al analizar la diversidad genética de tres poblaciones
cautivas de ciervo almizclero enano (Moschus berezovskii) encontraron que la
diversidad genética era comparativamente alta, de 7.6 a 8.8 alelos por locus y una
heterocigosidad de 0.54 a 0.56. Aunque el numero de alelos fue alto, en
comparacion con otras especies en peligro, las tres poblaciones presentaron un
déficit de heterocigosidad, indicando a la endogamia como una causa primaria
(Guan et al. 2009).

Es posible que la comparacién de la diversidad genética entre especies distintas
no sea la mejor opcioén, dado que cada una de ellas tiene su propia biologia e
identidad ecolodgica. Asi, Matocq y Villablanca (2001) discuten sobre la importancia
de la eleccidn de un grupo de referencia apropiado, para la interpretacion correcta
de los resultados. Estos autores compararon la diversidad genética entre dos
subespecies de roedores (Dipodomys heermanni morroensis y D.h. arenae),
basandose en las secuencias de ADNmt. La subespecie D.h.m ha sufrido una
disminucién poblacional reciente de 8,000 a 50 animales entre 1957-1986. Como
consecuencia esta subespecie tiene una diversidad genética reducida a diferencia
de D.h.a; presentando solo dos haplotipos de la RC (CR) y uno de Cyt b, en
comparacion con 6 y 5 haplotipos respectivamente en D.h.a. Una conclusion
l6gica de este estudio seria que la poblacion de D.h.m perdié recientemente su
diversidad genética y la otra subespecie es buena referencia para demostrarlo. Sin
embargo, Matocq y Villablanca (2001) utilizaron el método del ADN historico
(muestras de 1918) para determinar que la diversidad genética de D.h.m fue
igualmente baja antes del decline poblacional. Eso implica que la eleccion del
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grupo de referencia (intra o inter especifica) puede alterar la interpretacion de los
niveles naturales de la diversidad genética en una poblacién.

Por lo tanto, es necesario comparar los niveles de la diversidad genética del
berrendo peninsular con aquella de las poblaciones mas cercanas. ldealmente,
para distinguir la pérdida historica, reciente o causada por crianza en cautiverio,
seria necesaria la comparacion con la poblacién de origen. Stephen et al. (2005b),
compararon diversidad genética de una poblacién del berrendo reintroducida con
la de origen y encontraron diferencias en el numero de alelos por locus en
microsatélites, en la heterocigosidad y en el numero de haplotipos de la CR de
ADNmt. Hundertmark y Van Daele (2010) analizaron la diversidad genética en una
poblacién aislada de ciervo canadiense (C. c. roosevelti). Esta poblacidon se fundé
en 1929 con ocho animales y desde entonces no ha tenido migracion o
reintroduccion alguna. Desde la fundacion y el cuello de botella inicial esta
poblacion aument6 hasta mas de mil individuos, pero en los afos de la década de
1970 disminuyé en un 70%, posteriormente su numero poblacional se ha
recuperado de nuevo. La diversidad genética de esta poblacidén es parecida a la
del berrendo peninsular, con una riqueza alélica de 2.9 y una heterocigosidad
observada de 0.41. Al comparar dicha diversidad con aquella de la poblacién de
origen se puede observar el efecto fundador en la erosion del numero de alelos
(3.7) y en la heterocigosidad (0.53). Aunque los autores encontraron una
diversidad significativamente diferente, la diferencia no es tan marcada como en el
caso de estudios de Stephen et al. (2005b) o de Matocq y Villablanca (2001). En el
caso de berrendo peninsular la comparacion de la diversidad genética con la de la
poblacion fundadora es imposible, debido a que ésta ha ido desapareciendo en su
ambiente natural. Asi, en los ultimos censos (2012) en el Desierto de Vizcaino se
han observado menos 50 animales silvestres (Sanchez pers. com).

Para determinar si el berrendo peninsular sufrié la pérdida de su diversidad
genética recientemente, por el programa de la crianza en cautiverio, debido a la
caza y destruccion del habitat en ultimos 200-300 afos o bien desde su fundacion
en la Baja California, seria necesario contar con muestras historicas. El uso del

ADN historico permite obtener un cuadro comprensivo del rango de la distribucion
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en el pasado, de la diversidad y la estructura genética de una especie y ayuda
ademas, a determinar el papel de los procesos histéricos o contemporaneos en
moldear los patrones genéticos (Reding et al. 2010). Campos et al. (2010) con el
empleo de secuencias de ADNmt de muestras contemporaneas e histéricas del
antilope saiga (Saiga tatarica), encontraron diferencias significativas en su
diversidad genética. Arandjelovic y Thalmann (2012), presentan una revision
exhaustiva de la literatura, en donde describen los ejemplos de la utilidad del ADN
historico. Por ejemplo en el caso de gallito de las praderas (Tympanuchus cupido),
se han encontrado nueve alelos ausentes en las muestras contemporaneas, lo
que aumento significativamente la diversidad genética observada. En un estudio
del oso café (grizzli) (Ursus arctos horribilis) en Yellowstone, los autores usaron
ocho microsatélites, para probar las tres hipdtesis que explicarian la baja
diversidad genética presente en la poblacion de los osos. Usando muestras de
tres periodos temporales (1912-1920, 1959-1981 y finales de 1990), Arandjelovic
y Thalmann (2012) determinaron, que la variabilidad genética ya era baja y que no
fue afectada por la clausura de los basureros en los afios 1960, como se pensaba
anteriormente. Eso implica que al investigar la diversidad genética obtenida
unicamente de muestras contemporaneas puede llevar a conclusiones erréneas.
Estos resultados son indicativos en el caso del berrendo peninsular y nos abren
una puerta para investigaciones futuras y la mejor comprension de esta
subespecie carismatica.

A pesar de la ausencia de datos genéticos de la poblacion fundadora o de otras
referencias de la misma subespecie, los resultados obtenidos en este estudio son
alarmantes. Existe una correlacion positiva significativa entre la diversidad
nucleotidica y la heterocigosidad en microsatélites (r2 = 0.70; P < 0.01), asi como
entre diversidad nucleotidica y el numero promedio de alelos por locus (r2=0.71; P
< 0.01); aunque no es un reflejo perfecto de la diversidad de todo el genoma, es
significativo e importante (Vali et al. 2008). Debido a que la diversidad genética es
necesaria para la adaptacién a los cambios ambientales, la variabilidad reducida
puede afectar negativamente la poblacién bajo cuestion en el futuro. Las

poblaciones que se caracterizan por una diversidad baja y un alto nivel de
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endogamia se encuentran en riesgo de entrar en el “vortice de extincion”. Gilpin y
Soulé (1986), fueron los primeros en conceptualizar este proceso; describiendo
como la estocasidad demografica, ambiental y genética pueden interactuar entre
si y con factores deterministicos, como la pérdida de habitat, acoplandose en su
efecto mutuamente y acelerando la extincion de poblaciones pequefias. En un
analisis de 10 poblaciones ya extintas, Fagan y Holmes (2006) encontraron que
todas presentaban dinamicas indicativas del “vértice de extincion” antes del
colapso.

Hasta la fecha, no hay estudios que relacionen la aptitud individual con la baja
diversidad genética o efectos negativos de endogamia en el berrendo peninsular.
Sin embargo, estudios que demuestran los efectos negativos de endogamia y baja
diversidad genética sobre la aptitud individual son comunes en otras especies. Por
ejemplo, Dunn et al. (2011), en una poblacion pequefa y aislada de berrendo
americano, demostraron que el factor mas importante que afecta negativamente la
sobrevivencia, el peso al nacer y la condicion de las crias fue el coeficiente de
endogamia. En los animales adultos el coeficiente de endogamia tiene sus efectos
negativos en la calidad espermatica de los machos (Gomendio et al. 2000; Asa et
al. 2007).

Existe una carencia de datos relacionados con la aptitud y diversidad genética del
berrendo peninsular. Eso implica la necesidad de estudios, que incluyeran
parametros como calidad espermatica y éxito reproductivo de los machos,
sobrevivencia y tamafo al nacer en las crias, el éxito reproductivo de las hembras,
etcétera. Por otro lado es de gran importancia determinar la contribucion de cada
reproductor a la descendencia. Unicamente el 40 a 60% de los individuos tienen
por lo menos un descendiente después de 7 temporadas de apareamiento
(Jamieson 2010), lo que implica una pérdida de 50% de genomas completos.
Calamidades estocasticas impredecibles, como sequia severa, huracanes,
aumento de numero de coyotes, problemas con el financiamiento o un brote de
enfermedad infecciosa pueden rapidamente exterminar la poblacidn restante del
berrendo peninsular. Por otro lado, la depresion endogamica eleva el riesgo de la

extincion de las especies, y la mayoria de los taxa no se extinguen hasta que los
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factores genéticos los afectan negativamente (Spielman et al. 2004). Un ejemplo,
es el caso del demonio de Tasmania (Sarcophilus harrisii), cuya poblacion esta
disminuyendo (a la fecha en mas de 60%), debido al brote de un tipo de cancer
infeccioso. La diversidad genética erosionada no permite el reconocimiento de las
células de cancer como ajenas al organismo de hospedero, por lo cual se
desarrolla la enfermedad. En este caso las caracteristicas del habitat favorables y
una presion antropica baja no han podido ayudar a la recuperacién de la poblacion
del demonio (McCallum 2008).

La poblacién remanente y fragil del berrendo peninsular necesita un monitoreo
genético continuo y riguroso, lo cual podria ayudar a detectar la depresion
endogamica y sus efectos negativos. Estos monitoreos deberian de incluir el
mayor numero de individuos, determinar el parentesco entre animales y el aporte
genético de cada individuo. Por otro lado, dichos monitoreos deben de ser
continuos de afo en ano, lo que permitiria determinar las fluctuaciones

poblaciones e incluir diferentes marcadores genéticos (neutrales y funcionales).

ADNmt

La cuantificacion y caracterizacion de la diversidad genética deberia ser una
prioridad en la conservacidén, porque esta permite evaluar los efectos de los
cambios poblacionales drasticos, preservar la diversidad presente y proveer las
directrices para futuros planes de conservacion. La meta principal del presente
estudio fue describir, comparar la diversidad genética y determinar Ila
diferenciacion molecular en dos subespecies semicautivas del berrendo, utilizando
las secuencias de la region control de ADNmt.

Con solo dos haplotipos detectados en 42 individuos, el berrendo peninsular
presenta una diversidad genética extremadamente baja. Es uno de los valores
mas bajos descritos para mamiferos. Mientras tanto el berrendo sonorense (64
individuos) tiene cuatro haplotipos, lo cual tampoco es un indice alto. También se
ha reportado una diversidad genética erosionada en otras especies de mamiferos
y normalmente esta relacionada con colapsos demograficos recientes (Roques y
Negro 2005). Stephen et al. (2005 a) detectaron cuatro haplotipos en la poblacion
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de A.a.s. de México, y en la poblacion de EE.UU solo tres haplotipos. Estos
resultados coinciden con lo obtenido en el presente estudio. Faria et al. (2011)
detectaron unicamente dos haplotipos en 102 individuos de una subespecie de
antilope bongo (Tragelaphus eurycerus isaaci), cuya poblacion ha sufrido un
decline drastico en las ultimas décadas y cuyos numeros poblacionales fluctuan
entre 100 y 200 animales. Al secuenciar 550 bp de la region control de ADNmt, en
una subespecie del Ciervo de EId (Rucervus eldii hainanus) en China, Pang et al.
(2003) no encontraron variabilidad alguna en 55 individuos analizados, todos los
animales compartian un haplotipo unico. Es interesante notar, que si en las
secuencias del berrendo peninsular se eliminara la variabilidad proporcionada por
las mutaciones InDels, solamente se quedaria un haplotipo unico en 42 animales.
La poblacién de Ciervo de Eld descrita por Pang et al. (2003), tiene una historia
demografica parecida a la del berrendo peninsular; asi en los afos de la década
de 1950 la poblaciéon consistia de 500 animales, en el afo 1976 quedaba
unicamente una poblacion relicta de 26 individuos y desde entonces los esfuerzos
de conservacidon han ayudado a lograr una cierta recuperacion poblacional,
encontrandose 151 animales en 1986 y 703 en 1999. Pang et al. (2003) utilizan
una simulacion de cuello de botella, para determinar su efecto sobre la ausencia
de la variabilidad genética. Ellos argumentan que si la variabilidad genética, antes
de cuello de botella (26 animales) no era alta, este unico evento pudiera haber
sido la causa de la presencia de un solo haplotipo en la actualidad. Sin embargo,
al aumentar la diversidad genética historica en el modelo, es mas dificil llegar a la
fijacion de un haplotipo. Los autores recomiendan la utilizacion de los datos
historicos, a partir de los cuales la simulacidén y efectos negativos del cuello de
botella se pueden determinar con mayor precision.

Los ungulados no son los unicos mamiferos que pueden perder la diversidad
genética al pasar por un cuello de botella prolongado y drastico. Pan et al. (2011)
analizaron la diversidad genética de una especie de monos endémicos de China
(Rhinopithecus brelichi), que se encuentra en peligro de extincién, con una
poblacion total de 750 animales. Encontraron unicamente un haplotipo de la region
control (400 bp), en 128 individuos, que representan 10 grupos familiares. Otro de
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los ejemplos de pérdida de diversidad extrema es el caso de la vaquita (Phocoena
sinus), Rosel y Rojas-Bracho (1999), al analizar 43 individuos encontraron que
estos comparten un haplotipo unico. Esos resultados indican que las especies
analizadas representan poblaciones relictas, con una diversidad genética
extremadamente baja o ausente, las cuales necesitan gran atencion y esfuerzos
para su supervivencia.

Los resultados de diversidad genética erosionada descritos en este estudio, en
Pang et al. (2003) y en Faria et al. (2011), no son una regla fija para las
poblaciones de ungulados. Por ejemplo, el ciervo almizclero enano (Moschus
berezovskii), se encuentra en peligro de extincion y su poblacion esta declinando
desde 1950. Para prevenir su extincién, en China, existen varios lugares donde se
dedican a la crianza de los ciervos en cautiverio. Peng et al. (2008) analizaron la
diversidad genética de tres de las poblaciones cautivas de este ciervo y
encontraron 27 haplotipos entre 109 animales. La diversidad haplotipica y
nucleotidica también fue mucho mas grande que aquella detectada en el berrendo
peninsular. Asi la diversidad haplotipica mas baja detectada fue de 0.752,
mientras ésta en el berrendo peninsular es solo de 0.3961; la diversidad
nucleotidica mas baja detectada por Peng et al. (2008) fue de 0.0282, mientras
que A.a.p. no la tiene y el A.a.s. presenta unicamente 0.00056. Kholodova et al.
(2006) analizaron dos subespecies de antilope saiga (Saiga tatarica), una de las
cuales S.t. tatarica se encuentra en peligro de extincion y la otra (S.t. mongdlica)
esta registrada como vulnerable por el Libro Rojo de la [IUCN (IUCN, 2004). La
subespecie S.t. tatarica, presenté de 5 a 20 haplotipos en 12 y 38 individuos
respectivamente, mientras que S.t. mongdlica 10 haplotipos en 15 animales
analizados. Estos resultados son mas altos que los detectados en el presente
estudio. Lo que se puede explicar al analizar las historias demograficas distintas
de las especies estudiadas. Asi el decline poblacional del saiga no comenzo hasta
la caida de la Union Soviética, ya que en el periodo de 1980 y 1994 habia
alrededor de 950 mil individuos. Después de la caida se observo un decline
poblacional drastico y en el afio 2003, solo quedaban 36 mil antilopes. Aunque el
decline fue drastico, es diferente al caso del berrendo, porque no fue tan
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prolongado y todavia quedan mas de 30 mil individuos (Kholodova et al. 2006);
mientras que la poblacion de berrendo peninsular por mas de 100 afos ha tenido
menos de mil ejemplares. La poblacion del berrendo sonorense también mantuvo
numeros muy bajos durante un tiempo prolongado, pero gracias a su ubicacion,
habia posibilidad de intercambio genético con otras poblaciones. Eso lo
demuestran Stephen et al. (2005 a), al indicar que la historia de la separacion
entre el berrendo sonorense y el americano es reciente y estos comparten varios
haplotipos de la regidén control de ADNmt. En el analisis de una secuencia parcial
(493 bp) de la region control en las tres poblaciones del berrendo de Oregdn,
Stephen et al. (2005 b) encontraron 15 haplotipos en 120 animales, sin embargo,
estos haplotipos estaban estrechamente relacionados. Una de las poblaciones
analizadas es un grupo de animales que ha estado aislado por mas de 40 afios y
fue fundada a partir de menos de 20 animales. A pesar de eso 42 berrendos de
esta poblacion presentaron 4 haplotipos, mientras que 42 berrendos peninsulares
presentaron unicamente 2 haplotipos. Los indices de la diversidad genética fueron
también mas altos, que los detectados en el presente estudio.

Nabholz et al. (2007) determinaron que la diversidad en los marcadores
mitocondriales no esta relacionada con las 14 diferentes variables de la historia
natural de la especie, tampoco esta relacionada con la categorizacién de la lista
roja de la IUCN. Sin embargo, sus resultados para el orden Cetoartiodactila, en
promedio tienen una diversidad nucleotidica entre 0.01 y 0.03 (Nabholz et al.
2007). Mientras que las dos subespecies de berrendo estudiadas no tienen ni una
fraccion de ésta (0 para A.a.p. y 0.00056 para A.a.s.).

En el presente estudio encontramos que las subespecies del berrendo A.a.p. y
A.a.s. son dos poblaciones genéticamente distintas y que la diversidad genética de
la primera es menos de la mitad de la segunda. Los bajos indices de diversidad
mitocondrial no son especificos de la especie (Stephen et al. 2005 a, b), pero
estan relacionados con la historia evolutiva reciente y efectos antropicos
contemporaneos. Varios cuellos de botella y la contraccion del rango de su
distribucion, asi como la crianza en cautiverio, probablemente han reducido la

diversidad genética de las poblaciones del berrendo. A lo largo de todo México las
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poblaciones del berrendo han presentado una declinacién poblacional durante dos
siglos, con numeros de menos de 1000 animales en los ultimos 100 afios
(SEMARNAT 2009). Estas disminuciones han fragmentado las poblaciones y han
limitado el intercambio de individuos; por otro lado los problemas que han causado
la disminucion en el numero de individuos siguen vigentes. Determinamos que el
numero de haplotipos y la diversidad nucleotidica de los berrendos estudiados son
altamente representativos de una especie en peligro de extincion. En Estados
Unidos, donde el berrendo no se encuentra en peligro de extincién y donde las
poblaciones estan relativamente sanas, genéticamente hablando, no se observan
resultados tan alarmantes (Stephen et al. 2005 a, b).

Debido a que las dos subespecies estudiadas tienen una diversidad genética
extremadamente baja y a que la IUCN reconoce la preservacion de la diversidad
genética como una de las prioridades globales, existe una necesidad de mayores
esfuerzos de conservacidon y mas holisticos. Estos esfuerzos deberian incluir
estudios genéticos que abarcarian un analisis de muestras historicas del berrendo,
identificacion individual, rastreo de cambios de frecuencia alélica de afo a afo,
proporcion de individuos que contribuyen mas material genético en las siguientes
generaciones, las cruzas basadas en el parentesco genético, etcétera. Cabe
mencionar que en la poblacion cautiva del berrendo sonorense se esta
implementando un plan de cruzas basado en el analisis genético individual
(Mungia-Vega com. per.). Sin embargo, es precario decir que esta medida ha
ayudado a mantener la diversidad genética mitocondrial mas alta en esta
subespecie en comparacion con el berrendo peninsular.

El aislamiento de poblaciones en ambientes o refugios inconexos acentua la
divergencia genética a través de la deriva genética, especialmente si el tamafio
poblacional es pequefo (Ethier et al. 2012). Lo que implica, que la variacion y
divergencia entre las secuencias del ADNmt pueden ser informativas y pueden ser
utilizadas como marcadores para definir los limites taxondmicos de las especies,
para asignar subespecies y para determinar el origen geografico de las muestras
desconocidas (Randi et al. 2001).
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Nuestros resultados de la diferenciacion poblacional claramente apoyan el
aislamiento del berrendo peninsular del berrendo sonorense. Aunque no fue
posible construir arboles filogenéticos, debido a que solo se detectaron seis
secuencias muy semejantes entre si, la red de haplotipos presenta diferencias
encontradas. La ausencia de haplotipos de ADNmt compartidos entre los dos
grupos indica interrupcion histérica del flujo genético entre ellos (Avise et al. 1987).
Los distintos indices de diferenciacion poblacional (Fst y ®st) utilizados, indicaron
una estructura poblacional genética fuerte.

Stephen et al. (2005 a) basandose en una secuencia de la region control,
detectaron valores del indice de Gst de 0.11, 0.31 y 0.4, entre el berrendo
sonorense y las poblaciones de A.a.a. en Texas, Oregén y Wyoming,
respectivamente. En nuestro estudio utilizamos otro tipo de estadisticos para
determinar el nivel de la diferenciacion poblacional, debido a que recientemente
Jost (2008) critico el Gst, indicando que este estadistico obligatoriamente se
acerca al cero cuando la diversidad genética es alta, incluso si las subpoblaciones
son completamente distintas y no comparten alelos. Por lo tanto, es dificil opinar
sobre la comparabilidad de los resultados. Los dos estadisticos utilizados Fst y ®st
(0.562 y 0.836 respectivamente), fueron mas altos que aquellos descritos por
Stephen et al. (2005 a). En otro estudio de Stephen et al. (2005 b), los autores
utilizaron Fst para determinar la diferenciacion entre tres poblaciones del berrendo
de Oregodn, una de las cuales se encontré aislada por mas de 40 afos, el
resultado mas alto de 0.203 se detectd entre esta poblacidon aislada y una de sus
poblaciones de origen, mientras que entre las dos poblaciones de origen la
diferenciacion fue muy superficial (0.011). Lo que implica que en el caso de los
berrendos sonorense y peninsular la separacion se dio hace mucho mas de 40
afos, mas aun, estas poblaciones no comparten haplotipos. Resultados
semejantes a los nuestros también se detectaron entre una poblacién islefia y una
continental del venado pudu (Pudu puda) (®st=0.75) (Fuentes-Hurtado et al.
2011). Sin embargo, en el caso de venado pudu las diferencias entre haplotipos
fueron marcadas por 10 substituciones, mientras que en nuestro caso hubo solo

una mutacion, lo que se reflejo en la distancia genética, 2.3% en el caso del pudu
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y unicamente 0.2% en el caso del berrendo. Fuentes-Hurtado et al. (2011)
proponen que la separacion entre las dos poblaciones ocurri6 hace
aproximadamente 400 mil afios, lo que resulté en diferencias muy marcadas. En el
caso de berrendo la estructura poblacional esta claramente marcada, pero la
diferenciacion entre los linajes se debe, probablemente, a la ultima glaciacion
pleistocena. Estos resultados implican que aunque la distancia genética entre el
berrendo peninsular y el sonorense no es alta, la estructura poblacional es mas
pronunciada, que aquella que se puede detectar entre poblaciones de la misma
especie. Las discusiones sobre el rango taxonomico de subespecie y su utilidad
siguen siendo muy polémicas; en gran medida esto se debe a que los limites de
las subespecies tradicionales a veces contradicen a los datos moleculares. Asi por
ejemplo, el meta-analisis de subespecies de aves demostré que solo el 36% de
éstas son filogenéticamente distintas. Sin embargo, un panorama mas amplio
indica que las subespecies proveen un buen ejemplo para estimaciones de
patrones de diversidad genética interespecifica y por lo tanto son una herramienta
adecuada para los estudios de la divergencia evolutiva y la conservacion
(Phillimore y Owens 2006).

Los distintos trabajos de subespecies de vertebrados muestran que los indices de
diferenciacion poblacional son normalmente mas altos de 0.5 (Rhymer et al. 2001).
Asi, Moscarella et al. (2003) al analizar tres subespecies de venado cola blanca de
Venezuela encontraron indices de ®st de 0.187 a 0.615. Lo que indica que las dos
subespecies con un indice mayor, estan claramente diferenciadas y deberian ser
reconocidas como unidades evolutivas y protegidas como grupos distintos.
Rhymer et al. (2001) mencionan que seis subespecies de grulla canadiense (Grus
canadensis) son reconocidas, basandose en la variaciéon del tamafo, coloracion
de plumaje y distribucion de poblaciones de apareamiento, mientras que el analisis
genético indica que unicamente dos linajes distintos han evolucionado. El linaje
uno esta compuesto por G. c. canadensis y el linaje dos por las otras cinco
subespecies, con un indice promedio de ®st de 0.636. Mientras que el mismo
indice, entre las cinco subespecies del linaje dos, fluctu6 entre 0.068 y 0.285. Los

autores indican que unicamente estos dos linajes presentan aislamiento histérico y
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potencial evolutivo y que los dos linajes pueden considerarse como Unidad
Evolutiva Significativa (ESU). Sin embargo, lo marcadores nucleares, como
microsatélites, pueden establecer la presencia de Unidades de Manejo (Moritz
1994), dentro del linaje dos, lo cual podria ser util para la conservacion a corto
plazo (Rhymer et al. 2001). Otro estudio sobre tres subespecies de tejon
norteamericano (Taxidea taxus), comprobo la designacion de subespecies con un
Fst global de 0.4. De 20 haplotipos detectados, seis se encontraron en mas de una
subespecie, de los cuales uno se detectd en las tres poblaciones (Ethier et al.
2012). En el caso del berrendo, de seis haplotipos detectados dos se encontraron
solo en el berrendo peninsular y los otros cuatro solo en el berrendo sonorense.
Ethier et al. (2012), al llevar a cabo un analisis mas meticuloso, detectaron que
existen mas grupos genéticamente aislados, asi el analisis de SAMOVA arrojé
cinco grupos distintos, con un Fst de 0.39, sugiriendo la existencia de una
diferenciacion poblacional mas pronunciada dentro de las subespecies. Russello
et al. (2010), al estudiar dos poblaciones islefias de una subespecie de perico
(Amazona leucocephala bahamensis), un perico del complejo Cubano, detectaron
indices de ®st = 0.906 y todos los haplotipos encontrados son uUnicos para cada
poblacidn. Los autores indican la existencia de una monofilia reciproca y como
consecuencia son dos especies geneéticamente distintas. Cabe mencionar, que
Russello et al. (2010) también utilizaron los datos de microsatélites, los cuales
comprobaron los resultados obtenidos a partir de la region control de ADNmt.

En cuanto al berrendo, los resultados ya descritos permiten separar a las dos
subespecies estudiadas como dos grupos distintos, que merecen ser ESU y que
requieren un manejo cuidadoso y separado. Sin embargo, estamos conscientes de
la necesidad de un estudio de escala mas precisa, por ejemplo, la utilizacion de
marcadores de microsatélites.

Debido a que en el presente estudio unicamente utilizamos las muestras que
representan dos subespecies del berrendo, decidimos emplear las secuencias de
los analisis anteriores, los cuales incluyen mas poblaciones y subespecies.
Stephen et al. (2005 a, b) realizaron dos trabajos importantes que incluyen dos
subespecies de berrendo (A.a.s. y A.a.a.) de poblaciones de Texas, Arizona,
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Oregon y Wyoming. Desgraciadamente, debido a las diferencias en el tamafio del
fragmento de la region control de ADNmt utilizado por estos autores y en el
presente estudio, no fue posible hacer una comparacion rigurosa. Sin embargo, se
llevé a cabo la comparacion de las secuencias de 341 bp, teniendo en cuenta que
las secuencias obtenidas en este estudio fueron de 860 bp. Los resultados
obtenidos con respecto a la segregacion de los haplotipos del berrendo sonorense
eran esperados, los cuatro haplotipos detectados presentaron secuencias
idénticas a las descritas por Stephen et al. (2005 a) en la subespecie de berrendo
sonorense Yy la poblacién de A.a.a. en Arizona. Uno de los haplotipos detectados
en nuestro estudio en el berrendo sonorense es compartido con las poblaciones
del berrendo americano en Arizona, Texas y Wyoming. Esto explica la
diferenciacion poco profunda entre el berrendo sonorense y las poblaciones del
berrendo americano en Texas y Arizona, que detectaron Stephen et al. (2005 a).

El descubrimiento mas interesante fue encontrar que los dos haplotipos del
berrendo peninsular son iguales a los previamente descritos por Stephen et al.
(2005 b) en las poblaciones del berrendo de Oregoén. Sin embargo, es notorio que
estos haplotipos estan representados en una frecuencia muy pequefia en el
berrendo de Oregdn. El hecho de que estas dos poblaciones comparten
haplotipos, pero que la subespecie sonorense que es mas cercana espacialmente
y que también habita en el desierto sonorense no, hace posible un pasaje costero,
que conectaba las poblaciones de la peninsula de Baja California y de la costa
noroeste de EE.UU durante la ultima glaciacion pleistocena.

En los sistemas terrestres, las glaciaciones resultan en una modificacion
significativa del habitat, a través de la expansion de los glaciares, cambio climatico
y regresiones marinas. Todos los organismos tienen que responder a estos
cambios dispersandose o adaptandose, lo que a su vez afecta profundamente su
distribucion y abundancia. Asi, por ejemplo se sabe que entre 20 y 10 mil afios
atras, el nivel del mar en la costa oeste de Norte América estuvo por debajo de los
120 y 30 metros, respectivamente, y con relacion al nivel actual (Graham et al.
2003). Lo que implica la existencia de un corredor costero en lo que es ahora la
plataforma continental, que conectaria las poblaciones de Baja California con
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aquellas de Oregdn. Por otro lado la presencia de haplotipos compartidos entre
berrendos de Oregon y de Baja California puede deberse a la existencia de una
poblacion de conexion, que se encontraria en la costa sur de California, EE.UU.
Sin embargo, esta poblacion esta ya extinta. Histéricamente el berrendo fue muy
abundante en California, especialmente en Sacramento y en el valle de San
Joaquin. Con el avance de la civilizacibn moderna, estas manadas fueron
diezmadas en todas las regiones, excepto en el noreste del estado, con una
pérdida total de un 70% de su habitat historico. El Departamento de Pesca y Caza
de California establecié unos hatos en los condados de Kern y San Luis Obispo,
en las décadas de 1980 y de 1990, pero sus numeros poblacionales son
alarmantemente bajas y no tienen un crecimiento adecuado (Yoakum y Koch
2009). Esto implica que es imposible utilizar muestras de estos animales, y es
necesario recurrir a muestras historicas. Esto ayudaria a determinar la diversidad
genética histérica y también elucidar si las poblaciones de California eran una
cadena importante que unia el berrendo de Baja California con las poblaciones
costeras del norte. Para responder estas hipotesis se requiere un analisis
filogeografico mas profundo, que incluiria un numero mas grande de individuos y
de poblaciones analizadas, asi como la utilizacion de las muestras historicas y
registros sobre fluctuaciones del nivel del mar y clima en los ultimos 20 mil afos.
Lo que no esta al alcance del presente estudio, pero que abre grandes
posibilidades de investigaciones futuras.

El analisis genético detallado puede revelar perspectivas nuevas y mejor
entendimiento de la historia evolutiva y demografica de muchas especies
amenazadas. El presente trabajo demuestra que la aplicacion de la filogenia y la
genética poblacional en la conservacion, ayuda a resolver las incertidumbres
taxonomicas, denominacion de las unidades de conservacion y la deteccion de

conexiones cripticas entre poblaciones.

Complejo Principal de Histocompatibilidad.
La clonaciéon es el método mas apropiado para poder capturar directamente toda
la variacién en el MHC. Sin embargo, existe un potencial de errores de clonacién,
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el cual puede resultar en alelos recombinantes, mutaciones simples, asi como la
incorporacion del ADN no especifico. Estos problemas requieren la utilizacion de
ciertos criterios al momento de la definicion de cada alelo (Castillo et al. 2010), los
cuales fueron desarrollados y utilizados exitosamente en humanos y perros
(Kennedy et al. 1999; Marsh et al. 2001). Para definir un alelo con certeza, este
deberia de estar presente en al menos, tres clones idénticos; identificados ya sea
en dos PCR separados del mismo individuo, o de PCRs de dos individuos
diferentes (Kennedy et al. 2002). Ejemplos de errores de clonacion estan
claramente descritos en el trabajo de Kennedy et al. (2002), quienes secuenciaron
nueve clones del mismo individuo y determinaron que dos de ellos fueron idénticos
a un alelo previamente publicado (0105); otros dos clones a otro alelo, también
previamente publicado (0107); otro clon tenia dos bp de diferencia del alelo 0107;
un clon mas parecia ser recombinante de los alelos 0105 y 0107 y otros tres
clones tenian cada uno un bp de diferencia en distintas posiciones del alelo 0105.
En el caso de la determinacion de errores de clonacion en perros, se obtuvieron
siete clones de un alelo de MHC conocido, de estos clones cinco eran idénticos al
molde, mientras que dos tenian diferencias de 1 bp cada uno (Kennedy et al.
2002). Estos resultados muestran que es necesario tomar con cautela los
resultados obtenidos en el presente estudio, mas aun porque carecemos de
referencia alguna de las secuencias del MHC del berrendo. Sin embargo, algunas
de las secuencias obtenidas en el presente estudio fueron detectadas en dos
individuos, uno de cada subespecie. Para poder confiar en los resultados
obtenidos es necesario repetir al menos dos veces el procedimiento de PCR,
clonacion, secuenciacion y hacer una seleccion de secuencias rigurosa.

El alto polimorfismo y la cantidad mas elevada de las substituciones no sinébnimas
en comparacion con las sinénimas es la caracteristica distintiva de los alelos de
MHC Il DRB (Sommer 2005), lo cual probablemente se mantiene por la seleccion
balanceadora (Hughes y Nei 1988). Asi, Aguilar et al. (2004) indican que aunque
el zorro de la isla de San Nicolas (Urocyon littoralis dickeyi) sea el mamifero mas
monomorfico genéticamente conocido, este presenta una variabilidad considerable

a nivel del MHC Il DRB. En el caso del berrendo detectamos 5 alelos en 9
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individuos de dos subespecies, lo cual es un resultado relativamente alto
conociendo la diversidad genética erosionada de otros marcadores. Por otro lado,
en comparacion con algunas especies que se encuentran en peligro de extincion,
con un numero poblacional bajo, el resultado de berrendo es notoriamente mas
alto. Asi, Castro-Prieto ef al. (2011) detectaron solo cuatro alelos del MHC || DRB
en 139 individuos de chita (Acinonyx jubatus), por otro lado, los autores detectaron
la presencia de mas de dos alelos por individuo, lo que implica, al menos, dos loci
de MHC y un numero de alelos por locus muy bajo. El berrendo sonorense
también presentd de 2 a 4 alelos por individuo, los que corresponderian a, al
menos, dos loci de MHC |l DRB; mientras que todas las secuencias detectadas en
el berrendo peninsular son iguales. La importancia de la duplicacién génica como
la materia prima para la evolucion fue reconocida desde la década de 1930,
mientras que los estudios gendmicos recientes proveen las evidencias de la
abundancia de dicha duplicacion, por ejemplo, se estima que 38% de genes en el
genoma humano son duplicados (Zhang 2003). Los genes del complejo del MHC
también presentan la evidencia del mantenimiento de la diversidad y origen de loci
nuevos por duplicacién génica (Piertney y Oliver 2006). No obstante, en el caso de
este trabajo se necesita mas evidencia para sugerir la duplicacion génica, dado
que las especies emparentadas no la presentan. Asi también, a nuestro
conocimiento no hay estudios del MHC || DRB en las especies mas cercanas al
berrendo filogenéticamente, como la jirafa y el okapi, lo que nos fuerza a hacer
comparaciones con Boévidos y Cérvidos, donde no se observa la duplicacion
génica. Asi por ejemplo, Van Der Walt y Hoelzel (2001) al analizar la diversidad
del MHC de bontebok, un antilope africano, encontraron 27 alelos en 87 animales,
sin indicios de duplicacion génica. Asi, al secuenciar al menos ocho clones por
individuo no se detectaron mas de dos secuencias distintas. En el ciervo rojo
Fernandez-de-Mera et al. (2008), detectaron 18 alelos en 94 animales estudiados,
el analisis de SSCP no revelé mas de dos bandas por individuo y la clonacion y
secuenciacion posteriores tampoco detectaron la duplicacién génica. Nuestros
resultados implican que el gen MHC Il DRB del berrendo, a diferencia del mismo
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gen en otros ungulados, esta duplicado, sin embargo es necesario repetir los
resultados obtenidos.

No fue posible determinar la cantidad de animales heterocigoticos en el berrendo
sonorense, debido a la presencia de mas de dos alelos por individuo; mientras que
los cuatro individuos del berrendo peninsular, con un alelo unico no presentaron
heterocigosidad en el locus MHC |l DRB. Estos resultados de la diversidad
inmuneerosionada podrian deberse a varios factores, por ejemplo, al bajo poder
de resolucién del estudio, ya que unicamente se analizaron cuatro animales de
A.a.p., por otro lado, no se llevaron a cabo las repeticiones necesarias de la
clonacion. No obstante y teniendo en cuenta que el berrendo peninsular presenta
una diversidad genética baja en marcadores neutrales, mitocondriales y nucleares,
es posible pensar que la diversidad de una regidon funcional tampoco sea alta.
Alcaide (2010), basandose en estudios empiricos y en datos de simulaciones
indica que la pérdida de la diversidad genética en los loci funcionales ocurre mas
rapidamente que aquella en los loci neutrales, cuando la seleccién y el cuello de
botella actuan simultaneamente. A pesar de estos indicios, Aguilar et al. (2004)
encontraron que la diversidad en el MHC se mantuvo, mientras que la diversidad
neutral fue erosionada debido a un cuello de botella y al aislamiento.

Como ya se ha mencionado, la principal caracteristica de los loci del MHC es la
mayor cantidad de substituciones no sinénimas, en comparacioén con sinénimas, lo
cual es mas notorio en la region de union de péptidos (PBR) (Edwards y Hedrick
1998; Sommer 2005). En el MHC Il DRB del banteg, Van Der Walt y Hoelzel
(2001) detectaron 29.8 substituciones no sindnimas y 4.7 sindnimas en la region
del PBR, con una diferencia estadisticamente significativa; mientras que en el
resto de las secuencias encontraron unicamente 4.9 no sinbnimas y 1.9
sinbnimas, sin significancia estadistica. En una poblacion silvestre de lémures
(Cheirogaleus medius) se encontraron, en promedio, 0.42 substituciones no
sindbnimas y unicamente 0.09 sindbnimas en el PBR y 0.11 y 0.05 respectivamente
en la region no PBR (Schwensow et al. 2007). En el caso del berrendo no se
observaron diferencias significativas entre las substituciones sinénimas contra las

no sindénimas, ni en PBR, ni en la secuencia completa. Tampoco la prueba de la
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seleccion balanceadora fue estadisticamente significativa. Se detectaron
resultados similares en una gran variedad de especies amenazadas, por ejemplo,
en el casodel MHC Il DRB en una poblacion de chita (Castro-Prieto et al. 2011), en
el tigre (Panthera tigris tigris) (Pokorny et al. 2010) y en el vison europeo (Mustela
lutreola) (Becker et al. 2010). A pesar de ser un resultado estadisticamente no
significativo, el numero promedio de las substituciones no sindnimas en PBR del
berrendo es mayor que las sindénimas (0.28 y 0.14 respectivamente), indicando
que la seleccion positiva probablemente actu6é sobre esta region en el pasado.
También, es posible que debido a la falta de datos, no se detectd la actuacion de
la seleccion positiva sobre MHC. De otra manera, la ubicacion de la region de la
PBR en el MHC del berrendo puede ser distinta de aquella de los humanos, que
se utilizé como referencia, sin embargo, los resultados de otros ungulados indican
los mismos sitios de PBR y detectan diferencias significativas y actuacion de la
seleccion positiva (Schaschl et al. 2004). Sommer et al. (2002) indican que la
diversidad genética reducida en los loci de MHC, probablemente se debe a la
ausencia de presion de los patégenos o a un cuello de botella. Por ejemplo,
Mainguy et al. (2007) detectaron unicamente dos alelos en tres poblaciones de
cabra blanca (Oreamnos americanus), sin embargo, la baja variabilidad parece no
afectar a los animales, debido a que la poblacion aumentoé en las ultimas décadas
y no tiene precedentes de enfermedades infecciosas aparentes. Los autores
atribuyen este descubrimiento al hecho que la frecuencia y diversidad de
enfermedades parasitarias e infecciosas disminuyen desde el ecuador hacia los
polos (Guernier et al. 2004) y como consecuencia se presenta una presion de
seleccion relajada de los patégenos sobre el MHC. Las dos subespecies de
berrendo habitan los ambientes desérticos y es ampliamente reconocido que los
desiertos representan ambientes extremos para todas las formas de vida; no
obstante, la coevolucion a largo plazo del sistema parasito-hospedero presenta
una habilidad excepcional para tolerar las perturbaciones ambientales (Tinsley
1999). Es notorio que hacen falta estudios relacionados con el tipo, la cantidad y
las deferencias ente los patégenos del berrendo en los diversos ambientes.
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La deriva genética y cuello de botella pueden ser una explicacion alternativa y no
mutuamente excluyente con las anteriores. Teniendo en cuenta que esta deriva
puede tener mas efecto que la seleccion balanceadora en moldear la variacién del
MHC (Miller y Lambert 2004), y que las poblaciones y especies descritas que no
presentan indicios de seleccion positiva son aquellas que se encuentran en peligro
de extincion. Y como se ha mencionado anteriormente, los resultados de los loci
neutrales del berrendo peninsular indican una diversidad genética erosionada, por
lo cual es plausible suponer que la endogamia y deriva genética han eliminado
alelos del MHC Il DRB. Por el contrario, el berrendo sonorense presenta la
diversidad genética mas alta en todos marcadores analizados, lo cual es
congruente con lo encontrado en los genes del MHC. Es necesario hacer un
estudio que incluya mas poblaciones y subespecies de berrendo, para obtener
conclusiones mas solidas y definitivas sobre la diversidad, duplicacion génica y los
efectos de la deriva y la seleccion sobre el MHC 11 DRB.

Filogenéticamente hablando, el berrendo se encuentra relativamente lejos de
cualquier familia de ungulados, separandose a finales de oligoceno (hace 22-27
millones de afos); en el analisis basado en el genoma mitocondrial completo, el
berrendo forma un linaje bien distinto con alto soporte de valor de boostrap
(Hassanin et al. 2012). Sin embargo, al reconstruir la relacion filogenética del
berrendo basandose en el MHC || DRB las secuencias no forman un grupo distinto
de otros ungulados incluidos. Asi, por ejemplo una de las secuencias del berrendo
demostré estar mas relacionada a la secuencia de muntiacos (Cervidae) que a
otras secuencias del berrendo. Se puede explicar esta situacién, al tener en
cuenta las caracteristicas especificas a los genes del MHC. La evolucion
transespecifica se refiere a la retencion de los alelos entre las especies
divergentes y como consecuencia discordancia entre los arboles filogenéticos de
especies y genes (Edwards y Hedrick 1998). Por ejemplo, los tres alelos del MHC
Il DRB encontrados en el orix de Arabia (Oryx leucoryx) son extremadamente
divergentes y al construir un arbol filogenético estos mostraron estar distribuidos
entre las especies relacionadas, por ejemplo, uno de ellos esta mas relacionado a
las secuencias del bisonte, otro al de la cabra doméstica y el tercero a los bovinos
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(Hedrick 2001). Un resultado parecido detectaron Becker et al. (2009), en las
secuencias del MHC |l DRB del vison europeo, las cuales se agrupan con las del
visbn americano (Neovison vison); considerando que estas dos especies tienen
mas de 1 millon de afios de separacion geografica. Ademas, la filogenia basada
en los marcadores neutrales las agrupa en unidades distantes. No obstante, la
separacion prolongada entre el berrendo y otros ungulados, se reflejo en la
ubicacion de cuatro secuencias, las cuales estan mas relacionadas entre si y no

presentan un patron similar al que se observo en el orix de Arabia.

Determinacién molecular de sexo.

En este estudio verificamos cinco sets de primers, no especificos para berrendo,
para la identificacion del sexo. Logramos establecer un método simple y preciso,
usando el primer que amplifica un intron del gen zinc-finger. Esta técnica permite
la identificacion del sexo en berrendo, amplificando un locus unico con alelos en
los cromosomas X y Y, los cuales tienen diferencias en el tamafo de
aproximadamente 170 bp, donde el fragmento del cromosoma Y es casi dos veces
mas largo que el del cromosoma X. Por otro lado, esta técnica no implica el uso de
una co-amplificacion de otros loci, como control positivo (Lindsay y Belant 2008).
La diferencia en el tamafio entre los dos alelos es bastante grande, siendo
ademas apreciable en condiciones de rigurosidad minima. La amplificacion fue
exitosa a partir de muestras de tejido, sangre y raspado bucal. Cabe mencionar
que el tamano del alelo del cromosoma Y es de 450 bp, lo que puede complicar el
uso de esta técnica para ADN degradado, como es el caso del ADN extraido a
partir de las muestras de heces. No se recomienda el uso de esta técnica en
fragmentos de mas de 300 bp, debido al alto nivel de fallas de amplificacién y
desaparicion alélica (Buchan et al. 2005; Sefc et al. 2003). Como resultado, los
investigadores que usan este tipo de muestras deberian ser muy precavidos y
cuidadosos de no identificar equivocadamente muestras de machos, como si
fueran de hembras (Lindsay y Belant 2008). En nuestro estudio, observamos este
problema cuando obtuvimos menos de un 10% de éxito en la identificacion del

sexo a partir de muestras de heces; ademas, se observd que varios individuos
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machos fueron identificados como hembras, debido al fallo de amplificacion del
alelo mas largo.

Es interesante notar que los tres sets de primers que usan Amelogenina, como
base para determinacion del sexo, aunque amplificaron algo, no fue posible
usarlos para distinguir a las hembras de los machos. Seria necesario secuenciar
los productos de amplificacion de estos primers, para comprobar que
efectivamente estan amplificando alguna parte del gen de Amelogenina. Brinkman
y Hundertmark (2009), obtuvieron una sola banda en la hembra al usar el primer
SE47/SE48, mientras que la banda especifica del cromosoma Y fallé de amplificar
o fue casi invisible en el caso de caribu, mientras que las dos bandas para el
macho en alce, venado de Sitka de cola negra y muflén fueron claramente
distinguibles. El mismo set de primers resulté en la determinacion exitosa del sexo
en las muestras de tejido de ovejas y venado cola blanca (Pfeiffer yBrenig 2005).
Considerando que el gen de la Amelogenina codifica una proteina importante en el
desarrollo de la matriz del esmalte dental en los mamiferos (Lagerstrom et al.
1990; Termin et al. 1980), el cual se ha conservado durante su evolucion, se
espera que exista amplificacion al usar primers genéricos para mamiferos. El gen
de la Amelogenina bovina se encuentra en los cromosomas X y Y (Gibson et al.
1992), observandose diferencias en su longitud entre los genes especificos para X
y Y. En otras especies analizadas hasta ahora (por ejemplo, en rata) (Chapmanet
al.1991), el gen se localiza solamente en el cromosoma X. Los resultados de
Pfeiffer y Brenig (2005), muestran que el gen de la Amelogenina, en la oveja y en
el ciervo rojo, se encuentra en ambos cromosomas sexuales y que existe una
supresion de 55 bp dentro del gen del cromosoma Y. Yamauchi et al. (2000),
usaron los primers SE47/SE48 para amplificar y secuenciar el fragmento del gen
de Amelogenina en el venado de Sika (Cervus nippon), lo que les permitié disefiar
un primer especifico para esta especie (KY1/KY2). En las muestras de sangre y
heces, este primer les produjo una unica banda en las hembras de 219 bp y una
banda adicional en machos de 165 bp. Nosotros no usamos este primer para las
muestras de heces, porque al probarlo en las muestras de tejido y sangre no hubo
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resultados conclusivos. Esto puede deberse a la especificidad del primer para el
venado Sika, o bien el perfil térmico empleado no fue el adecuado.

A pesar de obtener resultados satisfactorios en nuestro estudio, con el set de
primers CerZFXYfy CerZFXYr, al usarlos en sangre, tejido y raspado bucal, en las
muestras de heces los resultados arrojaron una amplificacion muy baja,
comparado a otros estudios publicados. El éxito de la amplificacion y de la
correcta determinacion del sexo a partir de las muestras de heces en el venado
Sika (Yamauchi et al. 2000) fue de un 91% en comparacion con el 6.7% en
nuestro estudio de berrendo. Cabe mencionar que Yamauchi et al. (2000),
extrajeron las heces directamente del colon de los animales recién muertos,
mientras que en nuestro caso, al usar un método no invasivo, las muestras se
colectaron del suelo, aproximadamente 10 minutos después de observar al animal
defecando, por lo que su exposicidon al aire pudo haber degradado el ADN. Por
otro lado, el método de la extraccion de ADN fue diferente en ambos estudios.
Ademas hay que considerar que los tamafios de fragmentos amplificados fueron
diferentes: de 219 y 165 bp en el caso de Yamauchi et al. (2000) y de 280 y 450
bp, en nuestro estudio, lo cual pudo haber afectado profundamente Ia
amplificacion y la determinacién del sexo (Buchan et al. 2005).

En el caso del berrendo, con los primers KY1/KY2 se visualizé una banda de 210
bp en la hembra y una banda adicional de aproximadamente 180 bp en el macho,
lo cual es bastante parecido a los resultados de Yamauchi et al. (2000), sin
embargo, él solo detectdé una banda adicional no especifica en el caso del macho,
mientras que nosotros observamos al menos 4 bandas no especificas. Este
resultado probablemente se podria corregir al cambiar el protocolo de la
amplificacion, por ejemplo al aumentar la temperatura de elongacion del primer.
Otro primer del gen de Amelogenina SC/SC2, amplificé las bandas, tanto en
macho como en hembra, de manera idéntica con 110 bp. Esto puede atribuirse a
la gran distancia filogenética y cronoldgica que separa a los antilocapridos de los
cetaceos, de mas de 50 millones de afios (Macé y Crouau-Roy 2008; Hassanin et
al. 2012).
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Estudios recientes, en humanos, han demostrado la existencia de una supresién
de la Amelogenina especifica del cromosoma Y en cinco hombres indios (1.85%),
los cuales se identificaron como mujeres (Thangaraj et al. 2002). Michael y
Brauner (2004), por otra parte, reportaron el primer caso conocido de falla del test
de Amelogenina para la determinacién del sexo, en la poblacién israeli, en un
hombre fenotipicamente normal, que fue caracterizado como mujer. El analisis
cariotipico posterior, de su muestra de sangre, fue normal. Estos resultados
sugieren que la determinacion del sexo, basado en el test de la Amelogenina,
deberia de interpretarse con cautela, principalmente en especies poco estudiadas.
Otro método usado fue el de la amplificacion de Sry, un marcador que se
encuentra unicamente en el cromosoma Y. Hay que tener en cuenta que el gen
Sry, no es muy usado en genética poblacional, lo cual se debe principalmente, al
bajo nivel de diversidad genética (Meadows et al. 2004). Wu et al. (2010)
detectaron solo 14 haplotipos de Sry de 162 liebres (Lepus spp.) machos, que
representan 21 localidades. Asi, 88% de los individuos compartian el mismo
haplotipo. Estas caracteristicas hacen posible el uso de los primers trans-
especificos, asi Lindsay y Belant (2008) obtuvieron una banda de 350 bp en el
macho de venado cola blanca y no amplificacién para la hembra. En estudios
forenses del mercado ilegal de carne en donde se dispone de muestras de tejido,
la determinacion del sexo es imposible sin un analisis genético (Marin et al. 2009).
En guanaco (Lama guanicoe), se realizaron amplificaciones especificas del gen
Sry (175 bp), para identificar el sexo de las muestras confiscadas, usando un
primer especifico para camello (Camelus spp.). En tres muestras analizadas no
hubo amplificacién, indicando que las tres pertenecen a hembras. Sin embargo, al
aplicar otro test con un marcador del sexo complementario, tal como el AMELX-
AMELY o ZFX-ZFY, permitiria descontar la ausencia de amplificacion debido a la
presencia de mutaciones en el sitio de unién del primer o a una simple falla de
amplificacion (Lindsay y Belant 2008; Marin et al. 2009). En nuestro estudio, al
usar CerSryf/CerSryx obtuvimos una banda de aproximadamente 400 bp en los
machos, pero varias bandas inespecificas en la hembra, lo que hace que la

implementacion de este método no sea muy segura. Seria conveniente disefar los
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primers especificos para el berrendo, dado que la separacién de los antilocapridos
de bovidos y cérvidos se dio desde hace unos 23 a 27 millones de anos (Hassanin
et al. 2012).

En conclusidon nuestros resultados muestran que la prueba de PCR basada en el
gen de zinc-finger es confiable en el caso de la identificacion del sexo en
berrendo. La ventaja de esta prueba es que no son necesarios controles
adicionales de amplificacion, ni el uso de las enzimas de restriccion. Este método
funciona exitosamente en diferentes tipos de muestras, sangre, tejido y raspado
bucal, pero no es eficiente en el ADN extraido a partir de heces.

8. Conclusiones.

Aunque estamos conscientes que nuestro trabajo es solo un pequefio aporte al
conocimiento de la biologia evolutiva y de la genética del berrendo, se pueden
sacar varias conclusiones sobre su salud genética y sobre la metodologia util para
su estudio en el futuro.

La primera conclusién que se deriva del presente estudio, es que la utilizacion de
muestras obtenidas a través de meétodos no invasivos, es una herramienta
prometedora para los estudios moleculares del berrendo. Las heces representan
una fuente importante de obtencion de ADN de calidad, apropiado para estudios
que se basen en la utilizacion de la informacion mitocondrial. Sin embargo, la
informacion genética nuclear esta representada por un ADN degradado y en
cantidades minimas. Lo que implica la busqueda y empleo de métodos de
extraccion mas eficientes y el desarrollo de marcadores nucleares que podrian ser
ajustados a los fragmentos del ADN degradado. Esto se refleja claramente en el
intento hecho en este estudio para la optimizacion de marcadores moleculares
para determinacidon del sexo en el berrendo. Se determiné que uno de los cinco
conjuntos de primers examinados, representa un marcador excelente para este
propésito. Sin embargo, al utilizarlo en las muestras de heces resultd ser muy
deficiente. De manera que al momento de utilizar el ADN extraido de las heces, es
recomendable llevar a cabo estudios pilotos de todos los marcadores, sin importar

su rendimiento, en las muestras tradicionales (tejido o sangre).
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Otro descubrimiento importante fue la diversidad genética extremadamente baja
del berrendo peninsular. En el analisis de 18 loci de microsatélites, encontramos
en promedio, no mas de tres alelos por locus y una heterocigosidad reducida.
Esto, conjuntamente con solo dos haplotipos encontrados en la regién mitocondrial
hipervariable de 860 bp, demuestra que el berrendo peninsular tiene una salud
genética erosionada. Los resultados obtenidos son mucho mas bajos que en todas
las otras poblaciones del berrendo estudiadas hasta la fecha. Las caracteristicas
de la variabilidad genética del berrendo peninsular son comparables con aquellas
de especies de mamiferos que se encuentran en peligro de extincion y cuyos
numeros poblaciones son alarmantemente bajos. Por lo tanto, la preservacion de
la diversidad genética del berrendo peninsular remanente deberia ser la prioridad
en el manejo de esta especie. Por otra parte, un estudio que empleara mas
individuos y mas marcadores podria elucidar las causas de la pérdida de la
diversidad genética y enriquecer nuestro conocimiento de otros aspectos de la
historia demografica y evolucion del berrendo peninsular.

La comparacion de la diversidad genética entre el berrendo peninsular y el
berrendo sonorense demostré que el primero posee menos haplotipos que el
segundo y que los indices de diversidad genética mitocondrial son, también, mas
reducidos en la subespecie del Desierto de Vizcaino. Si bien es cierto que el
berrendo sonorense presenta una mayor diversidad genética que el peninsular,
esta es visiblemente menor que en las otras poblaciones de berrendo y en otras
especies de mamiferos con historia demografica estable.

Con respecto a la diferenciacion poblacional entre el berrendo sonorense y el
berrendo peninsular, nuestros resultados indican que estas dos poblaciones
deberian de tener prioridad en el desarrollo de estrategias de conservacion
propias para cada una de ellas. Es dificil hacer conclusiones sin incluir un
marcador nuclear que indicara dichas diferencias, pero basandose en los
resultados mitocondriales, estas dos subespecies representan unidades
evolutivamente significativas. Ninguna de las dos subespecies tiene una poblacion

ni estable, ni autosuficiente y su numero poblacional, en el ambiente natural,
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continua declinando y su subsistencia se sustenta en el manejo intensivo en
cautiverio.

Por ultimo, cabe mencionar que los dos haplotipos detectados en el berrendo
peninsular son idénticos a aquellos encontrados en la poblacion del berrendo en
Oregon, lo cual por si mismo es muy interesante, dada la ausencia de haplotipos
compartidos con el berrendo sonorense o poblaciones de Arizona y a la distancia

que separa el Desierto de Vizcaino, México y el estado de Oregén, EE.UU.

9. Recomendaciones.

Con el fin de utilizar las muestras no invasivas para estudios genéticos de
berrendo es recomendable llevar a cabo estudios pilotos. Dichos estudios,
deberian utilizar los marcadores nucleares menores de 250-300 bp y los
resultados deberian ser verificadas por lo menos dos veces, para evitar los
errores de genotipificacion.

Para confirmar los resultados obtenidos en el presente estudio, se recomienda
un estudio mas holistico, que utilizaria mas individuos, al menos 60-80 y mas
marcadores moleculares, por ejemplo marcadores neutrales nucleares y
algunos marcadores funcionales. Por otro lado, para determinar si los niveles de
la diversidad genética baja se deben a los impactos historicos o
contemporaneos es recomendable llevar a cabo un estudio que utilizaria las
muestras historicas.

Sin embargo, los resultados obtenidos en presente estudio deberian de alarmar
las autoridades y tomar las medidas para evitar la pérdida futura de dicha
diversidad y también aumentar los niveles de la diversidad presente. Para eso,
se recomienda llevar a cabo cruzas basandose en la distancia genética entre
los individuos. El establecimiento de hatos adicionales, con intercambio
posterior de individuos, podria frenar la pérdida de la diversidad genética y
posiblemente, en el futuro, aportar nuevas variantes de genes. Por otro lado, el
establecimiento de hatos separados podria ayudar a prevenir el efecto de
factores estocasticos, como una sequia o una enfermedad emergente y por lo

tanto disminuir la amenaza de la extincion.
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Con respecto a los haplotipos mitocondriales de berrendo peninsular
compartidos con las poblaciones del berrendo americano de Oregén, EE.UU, se
recomienda llevar a cabo un estudio mas profundo, con mas marcadores e
individuos. Después de lo cual se podrian hacer conclusiones fundamentadas

sobre la historia demografica de las poblaciones mencionadas.
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Poblacién

Posicidén Y
haplotipo
1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 (Stephen
Haplo 1 1 5 5 5 6 7 7 9 9 9 6 7 7 et al
tipos 3 6 6 9 3 4 3 3 8 2 6 8 1 7 9 2005a,b)
Aaa,
H-1 Cc Cc A - cla|a Al alc|a clalc Oregén UX
Aaa,
H-2 A Oregdén C3
Aap, Aaa
H-3 A Oregdén C2
\as,Aaa
Arizona
H-4 - T AG
Aas, Aas,
H-5 - T Aaa B,Bl
H-6 -
H-7 _ T Arizona Y
Aaa 71
H-8 -
Aaa P3
H-9 - T
Aaa L3
H-10 - T T T
Aaa K
H-11 - T
Aas H1
H-12 - T
Aaa E2
H-13 T - C
Aaa AJ1
H-14 A
Aaa AT
H-15 - T
Aaa AE1l
H-16 - T T
Aaa AC3
H-17 - G G T
Aaa AC1
H-18 - - G T
Aaa A4
H-19 -
Raa Z6
H-20 T - T
Aaa E1
H-21 - G
Aaa A
H-22 -
Raa Y2
H-23 - T T
Aaa P
H-24 -
Aaa L2
H-25 - T T T
Aaa HO
H-26 -
Aas,
H-27 - T Aaa H
Aaa B2
H-28 - G T
RAaa AQ
H-29 - - T
Aaa AJ
H-30 -
Aas,
H-31 _ T T Aaa AE
Aaa AC2
H-32 - G G T
Aaa AC
H-33 - G T
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Aaa A3
H-34 C - - - T T

Aaa UL
H-35 -1 - T T

Aaa F
H-36 - - T G T

Aaa E
H-37 - - T T T

Aaa A2
H-38 - - T T T

Aaa UA
H-39 - - G T

Anexo 1. La distribucién de 39 haplotipos de la region control de ADNmt entre tres
subespecies de berrendo. En rojo estdn marcadas las poblaciones estudiadas en
presente estudio y en el negro las poblaciones cuyas secuencias obtuvimos del banco de
datos. Los puntos significan identidad con la primera secuencia (H1)

Aas-Antilocapra americana sonorense
Aap- Antilocapra americana peninsularis

Aaa-Antilocapra americana
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Posicion de mutacion

11111111111111111111111122222222222222222
1112222355555566889900000011222334556788889901222233333444445
123892342569214567929450212478925057288288035682855124712347135670

Hap_ 1 GTGAGAGGTTTTAGATCTGATAGTCAAGTGGCGGGGAGGATAAACGATACAAATGCTATACTACTG

Hap 2 ......... et e Tttt e e e T T.....

3 K= Gt T T.....

2 Ao, T T.....
2 T TA

Hap 6  ........... I T T S T T.....
Hap 7 .GAGCCAA...... TC..A....... G.GT........... GG.AAGGC...... TCGG.T.....
Hap 8 .. e e [ TCGG.T..... 2
Hap 9 o Gene i Cee i TCGG.T.....
Hap 10 ..ttt ittt e e e e e i e e T T..... 8
2 £ G Gevevviie T T.....
Hap 12 i, Gttt e e Gevvnnn G...T Too...
Hap 13 .. Gueveeennns N T...GT.....

2 = [C G T T.....

2 = Gevevinn T T.....
Hap 16 ieeeeiiieiieennn Coveeennnn Tevennn. Gt T T.....
HAap 17 e e LI J T...GT.....

5 £ o T T GT.....
Hap 19 ... ..ttt i i i e [ T T..... 4
Hap 20 ottt ittt e et et et e A e e e T T.....

5 £ oS/ Coue e ettt e i i T T..T

2 £ < T/ T T C

5 £ <TG T T T.G

2 £ S T..A.T T.....
Hap 25 ............. Bl e e e e e e e e e e G..T T.....

3 £ < S/ ] B e e e T T.....
Hap 27 oo - B T T.....
Hap 28 ittt ittt e e e e e e e 2N T T.....
Hap 29 ... .t e e e e e ettt Geveee e i T T.....
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Hap 31 ..., Tevvenenn T oo ettt e i e N T T.....
2 2 AT T.o....
Hap 33 i i e A e e e e e e TT T.....
3R T..... T T.....
Hap 35 ........ ottt e e e i i i e e e e e T T.....
Hap 36 ittt L T T.....
Hap 37 ........... ottt e i i e e e e e T T.....
Hap 38 it i i e e e e e e T T C
Hap 39 L T T C
Hap 40 ......... L P T T.....
Hap 41 ..., L A e e T T.....
Hap 42 .......... Gttt e e e e e e Coee e TCGG.T.....

Anexo 2. Listado de las 42 secuencias del MHC Il DRB de dos subespecies de berrendo.

En negritas estan marcadas las secuencias las cuales fueron encontradas en mas de un individuo,
al lado se especifica el numero de individuos que comparten la misma secuencia. Las secuencias
subrayadas detectaron mas que en una clona del mismo individuo.

140



20— Mucr-DRB*01-GQ871813.1
30 Odvi-DRB*03-AF082163.1
Mure-DRB*08-GQ871798.1
L 43— Odvi-DRB*14-AF082174.1
— Mucr-DRB*11-GQ871812.1
22 —— Ceni-DRB*24-FJ864328.1

32 Mucr-DRB*05-GQ871811.1
Ceni-DRB*22-FJ864326.1
Ceni-DRB*26-AY679509.1
Ceel-DRB*134-EU573292.1
25 L———— Mure-DRB*07-GQ871795.1
41 — Mucr-DRB*02-GQ871814.1
Mucr-DRB*03-GQ871815.1
——— Odvi-DRB*01-AF082161.1
Alal-DRB*1-AF043193.1
Alal-DRB*2-AF043191.1
Alal-DRB*3-AF043192.1
Alal-DRB*4-AF043194.1
Alal-DRB*5-AF043190.1

13

3 34

52

10— Ceel-DRB*122-EU573280.1
o | Ceel-DRB*118-EU573276.1
Mucr-DRB*07-GQ871820.1
ol 37 @ Anam-DRB*1
Mure-DRB*06-GQ871793.1
7 @ Anam-DRB*2
r @ Anam-DRB*4

89
5 @ Anam-DRB*5

@ Anam-DRB*3

Cahi-DRB*15-AB008360.1
Mure-DRB*02-GQ871808.1

41 Mure-DRB*11-GQ871807.1

6

64 |: Dama-DRB*13-AJ302748.1
Dama-DRB*10-AJ302745.1

15 Dama-DRB*9-AJ302744.1
Dama-DRB*1-CAC17381.1
Dama-DRB*14-AJ302749.1
— Bibo-DRB*0201-AJ532829.1

38 L————— Dama-DRB*7-AJ302742.1

79

78

0 ﬂ,_ Bibo-DRB*0101-AJ532828.1
Ovmo-DRB*1-AF162657.2

Ovca-DRB*9-AF324848.1
1 34 —— Cahi-DRB*13-AB008358.1

26 Cahi-DRB*11-AB008356.1
16 Ruru-DRB*1-AF336340.1

— Cahi-DRB*03-AB008349.1|

51 L———— Ovca-DRB*10-AF324849.1

] 3o —— Cahi-DRB*09-AB008355.1

16 —— Ovca-DRB*22-AF324861.1

Cahi-DRB*04-AB008350.1

1| —— Ovca-DRB*7-AF324846.1

5 Ovca-DRB*23-JN081874.1
£Ovca—DRB*5-AF324844.1

Boin-DRB*E55X75034.1

Odvi-DRB*11-AF082171.1

— Ceni-DRB*06-DQ225345.1

79 || Ceni-DRB*23-FJ864327.1
53‘| Ceni-DRB*07-DQ225346.1

Boin-DRB*F187-X75035.1

13

N

15

83

43
7 Boin-DRB*F188-X79346.1
Ceni-DRB*09-AY679492.1
19 Ceel-DRB*126-EU573284.1
0 Mure-DRB*20-GQ871805.1
Odvi-DRB*05-AF082165.1
0 »g ———— Ceni-DRB*05-AY679488.1

Ceni-DRB*27-FJ864331.1
Ceni-DRB*01-AY679484.1
Ceni-DRB*26-FJ864330.1

13

38
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