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RESUMEN

El pecari de collar es un mamifero neotropical perteneciente al grupo de los pecaries o
cerdos americanos, conocido como una de las especies de mamiferos silvestres
existente en Michoacan, ha desempefiado un papel muy importante como parte de las
cadenas troficas. Sin embargo, actualmente se desconoce el nivel de diversidad
genética de la especie. El objetivo de este estudio fue realizar un analisis molecular en
una poblacion de pecari de collar de Michoacan mediante el marcador mitocondrial
citocromo b (cytb) y cinco loci de microsatélites para establecer los niveles de
diversidad genética, diversidad haplotipica y nucleotidica, y relaciones genéticas. Se
analizaron 18 muestras biolégicas de pecari de collar (Pecari tajacu), adicionalmente se
colectaron 6 muestras de sangre de 6 individuos de cerdo doméstico (Sus scrofa) y 6
de pecari en cautiverio. Se purifico ADN de sangre y tejido mediante el método descrito
por FitzSimmons et al. (1997). Para la amplificacion por PCR de un fragmento de 1140
pb de Citocromo b, se utilizé el juego de oligonucleétidos descrito por Irwin et al. (1991).
Se secuenci6 el ADN de ambas cadenas por el método dideoxy de Sanger et al. (1977).
Se utilizaron oligonucleétidos para cinco loci de microsatélites propuestos por Stahlberg
et al. (1998) y por Gongora et al. (2002). Para la deteccion de los productos de
amplificacion en GeneScan se utilizaron los oligonucleétidos 5° de cada par, marcados
con el fluorocromo FAM-5 y el marcador interno ROX-350. Las secuencias obtenidas de
cytb y los alelos de los loci de microsatélites se analizaron mediante varios paquetes de
software especializados. Con el andlisis de comparacion de las secuencias de cytb de
este estudio y las reportadas previamente en banco de datos internacional, se
construy6 un Arbol de distancias mediante el método Neighborn Joining. Las muestras
de Michoacén se agruparon con individuos de las regiones Norte y Centro América,
mientras que el resto de las secuencias analizadas se separ0 en un grupo mayor que
incluye a los individuos de Sudamérica. Algunos de los haplotipos de individuos
procedentes de zoolbgicos coincidieron con haplotipos de Michoacan. El andlisis de
diversidad genética con cytb sugieren un rapido crecimiento por la retencion de
mutaciones de la poblacién y una reciente coalescencia, y los resultados del analisis de

similitud en el arbol de distancia genética y la relacion de haplotipos indicaron la
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presencia de dos grupos genéticos. Se construyé una matriz con los datos obtenidos
para los cinco loci de microsatélites. Se detectaron 15 alelos en los 18 individuos de
Michoacéan, 22 alelos en las muestras de cerdo y 12 en las muestras de pecari en
cautiverio. La presencia de un numero alto de alelos privados la poblacion de P. tajacu
de Michoacan es congruente con la idea de que la poblacién tuvo un rapido crecimiento

con retencion de mutaciones.

Palabras clave: Pecari tajacu, citocromo b, microsatélites, diversidad.
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1. INTRODUCCION

El estado de Michoacéan, cuenta con una amplia diversidad de climas y caracteristicas
topograficas en base a las cuales se identifican cinco regiones fisiografias cada una con
una asociacion vegetal caracteristica, Bajio, Faja Volcanica Transmexicana, Bajo
Balsas, Sierra y Costa (Madrigal, 1997), y es reconocido por su extensa diversidad en
mastofauna, con un aproximado de 161 especies silvestres. La region del Bajo Balsas
en Michoacan es una de las tres subregiones que conforman la cuenca hidrologica del
rio Balsas. Considerada como el area de mayor diversidad (35,046 km?), integra los
municipios de Arteaga, la Huacana, Mugica y Churumuco, aqui se localizan mamiferos
de importancia comercial y cinegética, entre ellos especies de felinos como el ocelote
(Leopardus pardalis) y puma (Puma concolor), algunas especies de lagomorfos (Lepus
callotis, Sylvilagus floridanus y Sylvilagus canicularis), entre los mamiferos mas
destacados, el venado cola blanca (Odocoileus virginianus) y el pecari de collar (Pecari
tajacu). A pesar del extenso nimero de especies en el estado de Michoacéan, los
trabajos de investigacion son escasos, consecuentemente la informacion con respecto
a la tipificacibn molecular y genética de mamiferos silvestres es escasa o nula (Uribe y
Arita, 1998).

El pecari de collar es un mamifero neotropical perteneciente al grupo de los pecaries o
cerdos americanos, ha desempefiado un papel muy importante como parte de las
cadenas troficas siendo una de las principales fuentes de proteina para diferentes
predadores mayores, como jaguares, pumas, panteras, asi como para comunidades
marginales, especialmente poblaciones indigenas y rurales (Aranda, 1994). Otro de los
aspectos importantes de esta especie es la dispersion de semillas de los frutales que

forman parte de su dieta, por lo tanto, se infiere el importante papel en el
CMEB 1
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establecimiento de la estructura vegetal de los ecosistemas que habita, ademas, el
pecari posee un excelente olfato que le permite detectar fuentes de nutrientes que se
encuentran en el subsuelo, obligandolo a remover la tierra y hojarasca, accion que
favorece el ciclado de nutrientes en el suelo (Sabogal Rodriguez S.P, 2010).

Las condiciones biolégicas de esta especie llaman la atencion hacia el desarrollo de
estudios integrales bajo condiciones de confinamiento. Sin embargo, el analisis
genético molecular que se ha desarrollado hasta ahora en el pecari de collar, se ha
enfocado en el reconocimiento de la especie dentro del género Tayassu y la
comprension de sus relaciones filogenéticas y filogeograficas.

En México son realmente pocos los estudios enfocados en el andlisis de diversidad y
estructura genética a nivel intraespecifico. Actualmente el conocimiento de la diversidad
y estructura genética de las poblaciones silvestres con potencial cinegético, permiten el
desarrollo de estrategias de conservacion y manejo sustentable de las especies

silvestres sometidas a explotacion.
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2. ANTECEDENTES

Los restos fésiles de ungulados que datan del Paleoceno, sugieren que el pecari se

desarrollo durante el periodo terciario, desde finales del Eoceno hasta principios del

Oligoceno en Europa (Tabla 1).

Tabla 1. Escala geoldgica de tiempo

ERA | PERIODO EPOCA MILLONES MAYOR EVENTO
DE ANOS DE
INICIADO AL
PRESENTE
®) RECIENTE 0.01 Los continentes en posicion moderna; repetidas
EE glaciaciones y disminucion del nivel del mar;
5 cambio en la distribucién geografica; extincion de
los grandes mamiferos y aves; evolucion del homo
|.|J 1
'g: PLEISTOCENO 18 erectus al homo sapiens; desarrollo de la
8 8 agricultura y la civilizacion.
O
N
9 PLIOCENO 5.3
8 g MIOCENO 23.0 Continentes acercandose a la posicién moderna;
< incremento del frio, clima seco, expansion de los
&) OLIGOCENO 33.9 mamiferos, aves, serpientes, angiospermas,
| insectos polinizadores, peces teledsteos
— EOCENO 55.8
PALEOCENO 65.5
8 145 Mayor separacion de los continentes; contindan
&E) expandiéndose los dinosaurios; incremento en la
E diversidad de angiospermas, mamiferos, aves;
o extincibn masiva y fin del periodo, incluyendo
o O grandes ammonidos y dinosaurios.
% 8 200 Separacion de los continentes; diversificacion de
Bl 5 dinosaurios y otros reptiles; primeras aves;
A &t mamiferos arcaicos; domino de gimnospermas;
'g =) evolucién de angiospermas; revolucibn marina
- mesozoica.
8 251 Inicio de la separacion de los continentes;
0 incremento de la diversidad marina; gimnospermas
é dominantes; diversificacion de reptiles, incluyendo
[ los primeros dinosaurios; primeros mamiferos.

Nota: datos obtenidos de la tabla estratigrafica internacional (International Commission

on Stratigraphyc, 2004).
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Se han encontrado fésiles en todos los continentes, excepto en Australia y la Antartida
(Docrocg, 1994; Géngora y Moran, 2005). Se ha propuesto que la separacion de los
pecaries del resto de los ungulados ocurri6 en Asia de donde migraron al Norte de
América a principios del Oligoceno y posteriormente poblaron America del sur hasta
hace aproximadamente tres millones de afios durante el Pleistoceno, durante lo que se
conoce como el Gran Intercambio Americano por la formacion del Istmo de Panama
gue conectd a América del norte con América del Sur (Wetzel, 1977; Mayer y Bandt,
1982; Docrocg, 1994; Goéngora y Moran, 2005; Géngora et al., 2006). Sin embargo, una
segunda hipotesis sugiere que los pecaries divergieron en América del norte durante el
mioceno tardio y posteriormente poblaron América del Sur, de manera independiente

(Fig. 1)(Gbéngora y Moran, 2005).

Figura 1. Migracion de Pecari. Se cree que el pecari migré de Asia a América del norte
y posteriormente se separa en las diferentes especies hermanas y se expanden hacia
América del sur (Ducrocq, 1994).
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Se reconocen actualmente tres especies de pecari, todos confinados al Continente
Americano. La especie Catagonus wagneri -pecari chacoano- (Fig. 2) llega a tener una
longitud promedio de 110 cm. Se caracteriza por un pelaje algo mas claro, las orejas y
la trompa son mas grandes que las otras especies, sin la presencia de manchas
especificas. Vive en bosques de arbusto seco y se encuentra unicamente en el Gran
Chaco que comprende porciones de Paraguay, Argentina y Bolivia (Fig. 3). (Groves y

Grubb, 1993; Aranda, 1994; Aranda, 2008; Gilbert, 1999).

Figura 2. Catagonus wagneri Figura 3. Mapa de distribucion actual
(Foto de Dave Pape, zoolégico de Phoenix Az, USA).

La especie Tayassu pecari, tiene en promedio una altura a la cruz de 55 cm y una
longitud de un metro. Una mancha clara en la base de la trompa en torno a los labios, le
da el nombre comudn a la especie, pecari de labio blanco (Fig. 4). De las especies de
pecaries esta prefiere las frondas cerradas y los ambitos prehumedos, condiciones
tipicas de los bosques lluviosos de América central y América del sur, se distribuye del
sur de México hasta el norte de Argentina (Fig. 5). (Groves y Grubb, 1993; Aranda,

1994; Gilbert, 1999; Aranda, 2008).
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Figura 4. Tayassu pecari Figura 5. Mapa de distribucion actual
(Foto de Ana Cotta, Brazil).

La especie Pecari tajacu —pecari de collar- (Fig. 6), cuya distribucion geogréfica es la
mas extensa para cualquier mamifero de América de acuerdo con los datos de la UICN
(1993), abarca desde el sureste de EE.UU. hasta el norte de Argentina (Fig. 7). En
México solo estd ausente en la peninsula de Baja California y parte de la region central
de la Republica Mexicana, se adapta a una gran variedad de habitats, que van desde
desiertos, sabanas, sabanas arboladas, bosques de galeria y en algunos casos en
zonas de cultivos (Hall, 1981; Sowls, 1984; Eisenberg, 1989; Redford y Eisenberg,
1992; Groves y Grubb, 1993; Aranda, 1994; Gilbert, 1999; Aranda, 2000; Lamit y

Hendrie, 2009).

Figura 6. Pecari tajacu Figura 7. Mapa de distribucion actual
(Foto de Jorge Llugdar, Reserva el Itin, Col).
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De acuerdo con las caracteristicas morfométricas de esta especie indican que vive en
piaras y su alimentacion es de caracter omnivoro, sin embargo su dieta principal se
basa en plantas, dependiendo directamente de la disponibilidad de recursos en el area
donde se localice. Algunas aspectos son; gestacion de 142-148 dias, con un promedio
de 1-2 crias por parto, alcanzando un peso de entre 18 y 25 kg y una talla muy corta
comparada con la de los cerdos comunes -Sus scrofa- (Groves y Grubb, 1993; Mayor P,
2004). Sus mandibulas y colmillos estan adaptados para triturar semillas duras y para
arrancar raices del subsuelo, funcionan también como arma de defensa contra algunos
de sus predadores. La principal caracteristica morfolégica que los diferencia con
respecto a los jabalies, es que estos ultimos, se identifican por tener los colmillos
inferiores mas largos y curvos hacia afuera, mientras que en los pecaries, los colmillos
superiores son mas largos y rectos (Fernandez-Silva et al., 2003; Lamit y Hendrie,
2009).

El pelaje en etapa adulta, tiene una coloracibn moteada-oscura, oscuro grisaceo a lo
largo de la espina dorsal y en miembros, con una franja blanquecina que pasa por el
pecho y de hombro a hombro en forma de collar; en los juveniles, la coloracién es de un
tono rojo oscuro con aspecto canoso, con una linea distintiva de color café oscuro que
se extiende a lo largo de la espina dorsal y un manchén blanco tenue alrededor del
cuello. Poseen glandulas odoriferas en el lomo, que secretan un liquido de olor
almizclado el cual provee de un olor caracteristico para la manada que es usado para
marcar el territorio; este puede abarcar desde 300 a 3000 m? aproximadamente (Groves

y Gubb, 1993; Ducrocq, 1994; Fernandez-Silva et al., 2003; Lamit y Hendrie, 2009).
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Por otra parte, con base en las mismas caracteristicas (vestigios dentales y craneales),
Marshall (1984) propuso la division de los pecaries en dos géneros, Tayassu Yy
Catagonus hace aproximadamente 1.5 millones de afos. Sin embargo, mediante un
analisis filogenético usando el marcador molecular de ADN mitocondrial citocromo b,
Theimer y Keim (1998) encontraron la asociacion de pecari de labio blanco Tayassu
pecari y chacoano Catagonus wagneri en un clado con un tiempo estimado de
divergencia de aproximadamente 1.7 - 2.3 millones de afios y del pecari de collar
Tayassu tajacu con respecto a estos dos Ultimos de aproximadamente 3.2 — 7.4
millones de afos. Esto es fundamental ya que la divergencia de las tres especies de
pecaries en el continente americano apoya la hipétesis de que se llevé a cabo después
de la llegada de un ancestro comun a América del norte y de su expansion hacia la
region de America del sur entre finales del Mioceno y principio del Pleistoceno
(Marshall, 1984; Theimer y Keim, 1998; Gongora y Moran, 2005). Gongora y Moran
(2005).

Existe también una gran controversia acerca de la clasificacion del pecari a nivel de
subespecies, Grubb y Groves (1993) describieron la clasificacion del pecari de collar
como dos grupos de especies distribuidas a lo largo del continente americano, para la
parte norte y centro de América lo clasifican como “Angulatus”, mientras que la para la
parte sur del continente lo denominan “Tajacu”, ademas, de acuerdo con caracteristicas
morfologicas hacen una subclasificacion muy ambigua en tres grupos que representan

las 14 subespecies tedricamente reconocidas clasificandolas como:
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1) De América del Sur a las subespecies de color gris con el collar blanquecino
claramente marcado y la banda en negro a lo largo de la espina dorsal: tajacu Linnaeus,
1758, Brasil.

2) Negrusco con muy poca expresion en el color del collar y la espina dorsal: patira
Kerr, 1792, Guayana Francesa (sinGnimo: macrocephalus Antony, 1921, Guayana);
torvus Bangs, 1898, Colombia; crusnigrum Bangs, 1902, Panama; niger Allen, 1913,
Ecuador; bangsi Goldman, 1917, Panama (sinébnimo: modestus Cabrera, 1917,
colombia). Hershkovitz (1963) dudo sobre si la mayoria de ellos deben estar dentro de
patira

3) América central en color gris: angulatus Cope, 1989, Texas; sonoriensis Mearns,
Sonora, Mexico; nanus, humeralis, yucatanensys y crassus Merrian, 1901, de Cozumel,
Colima, Yucatan y Puebla respectivamente, todos en Mexico; nelsoni y nigrescens
Goldman, 1926, de Chiapas, Mexico, y Onduras, respectivamente (nigrescens quizé
representando integracién con patira-sensu lato).

El pecari de collar se encuentra incluido en la categoria de Bajo Riesgo/casi
amenazada segun el CITES (Rodriguez, 1998); Bajo Riesgo por su amplia distribuciéon
geografica y casi amenazado debido a sus caracteristicas cinegéticas principalmente
por la obtencién de carne, el trafico de su piel y a la destruccién de sus habitats

naturales con fines de expansién agropecuaria (UICN, 1993).

2.1 Marcadores moleculares
Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden o no relacionar con un
rasgo geneético particular y se emplean de acuerdo a lo que se quiere analizar (Avise,

1994), sus aplicaciones son muy diversas, han sido empleados para reconocer la
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diferenciacion de individuos, andlisis filogenéticos y sistematicos, mapeo del genoma,
cuantificacion de la variacion intra e interespecifica, mejoras genéticas, localizacion de
genes de resistencia a enfermedades y andlisis de paternidad entre individuos (Zavala
et al., 2002).

Genéticamente podemos distinguir entre técnicas que permiten identificar
Codominancia, es decir, aquellos que se presentan en el genoma como dos copias (de
origen biparental por herencia mendeliana, nucleares) y permiten identificar todos los
alelos que estan presentes en un locus particular. Los marcadores dominantes (de
origen uniparental, cloroplasto y mitocondria), se presentan en el genoma como copias
Gnicas, sin embargo pueden tener diferentes niveles de polimorfismo en su secuencia

(Avise, 1994; Vienne, 2003).

2.1.1 El ADN mitocondrial como marcador molecular

Oy
BUCLE-D
rARN v | Thr

ND 5

1 ™,

| ,
Lys | ATPasa6
ATPasa 8 coli

Figura 8. Estructura y organizacion de los genes en mtADN en mamiferos

Asp <Ol

Es una molécula circular de aproximadamente 16-18 Kb que codifica para 13

polipéptidos, son subunidades de proteinas involucradas en el transporte de electrones

y fosforilacion oxidativa, 22 ARN transferentes y 2 ARN ribosémicos (12S y 16S).
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Contiene ademas 2 regiones no codificantes donde se localizan los origenes de

replicacion: Region control (D-Loop) para la cadena pesada, y ori-L, para la cadena

ligera. Permitiendo asi, un mejor entendimiento de los patrones de variacion genética,

estudios poblacionales y en filogenia por caracteristicas como:

» No experimenta procesos de recombinacion, carece de ADN repetitivo
(pseudogenes, transposones e intrones).

» Su alta tasa de variabilidad.

» Es de herencia materna (Fig. 8) (Fernandez-Silva et al. 2003).

El citocromo b (cytb), es uno de los marcadores moleculares mitocondriales mas

utlizados exitosamente para inferir relaciones filogenéticas entre distintos grupos

taxondmicos, este contiene una tasa de evolucién mas lenta (10®/sitio/afio), por lo que

se utiliza frecuentemente para establecer relaciones entre subespecies, especies,

generos y familias (Avise, 2000; Fabila-Blanco, 2010).

2.1.2 El ADN nuclear como marcador molecular, microsatélites.

Los microsatélites, son secuencias cortas de ADN que estan formadas por repeticiones
en tAndem de una a seis pares de bases, estas son altamente polimérficas, co-
dominantes, tienen herencia mendeliana simple, se encuentran amplia y uniformemente
distribuidos a lo largo del genoma de los seres vivos, se localizan principalmente en
regiones no codificantes del genoma y las mas frecuentes son las repeticiones de los
di-nucledtidos AC y TG. Debido a sus caracteristicas permiten estimar los niveles de
variabilidad genética y los niveles de consanguinidad, se segregan independientemente
y son polimorficos, es decir que cada individuo tiene dos alelos por locus (uno de la

madre y otro del padre) y es muy poco probable que dos individuos seleccionados
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aleatoriamente compartan los mismo alelos para los microsatélites elegidos (golstein y
Schdltterer, 1999, Vienne, 2003; Bautista--Gomez 2008).

2.2. Estudios moleculares en pecari

Los estudios moleculares realizados en las especies de pecari se han enfocado
principalmente en resolver las relaciones filogenéticas y filogeograficas. Con relacion a
lo anterior, se ha implementado el uso de los marcadores moleculares de los genes de
ADN mitocondrial, Region control, Citoromo b y ARN ribosomal 12S, asi como los
genes nucleares K-caseina, tirotropina, tirocinasa y los elementos cortos nucleares
interdispersos de cerdo, PRE-1, P27 y P642 en muestras de pecaries en cautiverio,
donados por Zooldgicos de USA, México, Colombia, Costa Rica y Paraguay. Con las
secuencias de estos genes, se establecié la existencia de dos géneros dentro de la
familia Tayassuidae dentro de los cuales uno corresponde al pecari de collar y el otro al
pecari chacoano/pecari labio blanco (Géngora y Moran 2005). En un estudio posterior
enfocado en pecari de collar, se analizaron 31 muestras de poblaciones cautivas de
cinco paises del Norte, Centro y Sur de América. Los analisis de relaciones
filogenéticas y filogeograficas con los marcadores moleculares mitocondriales
mostraron una buena resolucion y los marcadores nucleares fueron parcialmente
informativos, ya que el andlisis de maxima probabilidad de secuencias mitocondriales
mostrd que el pecari de collar se agrupa en dos clados que representan a especimenes
del Norte-Centro de América y Ameérica del sur. La distancia genética pareada de
secuencias mitocondriales mostré una alta divergencia entre los dos clados (en un
rango de 0.018 a 0.058), similar a la encontrada entre las dos subespécies del género,
y fue mas alta comparada con la observada dentro y entre las especies reconocidas

para la familia Suidae (en un rango de 0.001 a 0.013) (Gongora et al., 2006).
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Uno de los resultados mostrado por el estudio de relaciones filogenéticas del pecari de
collar fue que la variacion de las secuencias de la region control y citocromo b
mitocondriales es tan extrema que apoya la variacion subespecifica y probablemente
especifica de sus poblaciones (Gongora et al., 2006). A la fecha, en México no existen
estudios genético moleculares de poblaciones naturales de pecari de collar que
permitan establecer los niveles de diversidad, relacion y estructura genética.

Los estudios enfocados en la variabilidad genética, son muy pocos. En 2002, Géngora y
colaboradores hicieron un analisis con juegos de oligonucledtidos disefiados para un
loci de 18 microsatélites de cerdo comun, en seis especimenes de pecari de collar. Los
resultados fueron favorables para 16 loci, y el 89% de estos sugieren que existe una
baja divergencia de nucleétidos en los individuos muestreados, el locus microsatelite
SW240 empleado en el estudio revelo6 la presencia de 3 alelos (95,101, 111) en cinco
de los seis pecaries analizados.

Recientemente Bautista-Gémez et al. (2008) reportaron la utilizacion de cinco
marcadores microsatélites para la evaluacion de una piara de 35 pecaries obtenidos del
area conservada “El Ocotal” en el Estado de México. Se encotrd6 un valor de
heterozigosidad media observada de 0.43, mientras que el valor de heterozigosidad
esperada fue de 0.54, indicando asi que existe una tasa elevada de homozigosis en la
poblacion. Esto queda sustentado con el hecho de que la poblacién se encuentra en
estado de semicautiverio por lo que los valores obtenidos indican un alto grado de
congruencia con respecto a la disposicion de su area de distribucion y de
diversificacion, cabe sefialar que la implementacion de estos marcadores resultd
eficiente, en algunos casos se observo la presencia de regiones no encontradas en el

cerdo domeéstico.
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3. JUSTIFICACION

El pecari de collar es una especie de mamifero silvestre de amplia distribucion
geografica, existente en Michoacéan, el estado se encuentra localizado en la transicion
Neartica-Neotropical o que le permite contener un mayor numero de especies de
mamiferos ademas de las condiciones topograficas y de climas que se pueden observar
en el mismo, actualmente se desconoce el nivel de diversidad genética de la especie. El
proyecto en curso pretende genotipificar y analizar individuos de esta especie de la
fauna silvestre de Michoacan para contar con datos que permitan establecer los niveles

de diversidad genética, diversidad haplotipica y nucleotidica y las relaciones genéticas.
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4. HIPOTESIS
Las poblaciones de pecari de collar del Bajo Balsas, Michoacdn presenta una alta

diversidad genética.

CMEB 15



UMSNH MONDRAGON-BLANCO ERIK

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Realizar el analisis genético molecular del pecari de collar presente en la regién del

Bajo Balsas, Michoacan, mediante la utilizacion de marcadores moleculares.

5.2. Objetivos Particulares

e Analizar la diversidad haplotipica, nucleotidica y relaciones genéticas de una
poblaciéon silvestre de Pecari tajacu del Bajo Balsas Michoacan, mediante el

marcador de ADN mitocondrial citocromo b (cytb).

e Analizar la diversidad genética de la poblacién silvestre de Pecari tajacu del Bajo

Balsas Michoacan mediante marcadores tipo microsatélites.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material biologico

Se contd con una coleccion de 18 muestras biologicas de tejido, sangre, pelo y hueso
de pecari de collar pertenecientes a la coleccion de muestras biolégicas de fauna
silvestre de Michoacan del Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
(CMEB), UMSNH (Tabla 2). Adicionalmente se colectaron muestras de sangre de
individuos de cerdo doméstico (Sus scrofa) y de individuos de Pecari criado en
cautiverio, para su utilizacion en los analisis como grupos externos (Tabla 2).

Las muestras de sangre (0.2 mL) y pelo, se recolectaron y depositaron en un vial de 2
mL que contenia 0.5 mL de solucion para conservacion (EDTA 250mM pH 8.0, NaCl
10mM)(Dutton, 1996). Las muestras de tejido muscular, se trasfirieron en fragmentos
del tamafio de un arroz a viales de 2 mL con solucion de conservacion con DMSO
(EDTA 250 mM pH 8.0, DMSO 20%, NaCl hasta saturacién). Las muestras de hueso se
colectaron en bolsas de papel de estraza y se almacenaron en condiciones de

sequedad a temperatura ambiente.

6.2. Extraccién de ADN de sangre y tejido

Se empled la metodologia descrita por FitzSimmons et al. (1997), tomando una fraccién
de musculo del tamafio de un arroz o 15 pL de sangre, se incubd en 300 pL de buffer
de lisis (Tris 10 mM, EDTA 1mM, NaCl 10 mM, SDS 1% y proteinasa K 1mg/mL)
durante aproximadamente 3 horas a 60 °C en bafio Maria. Enseguida se adicionaron
150 pL de acetato de amonio (7.5 M) y se incubd durante 20 minutos a —70 °C.
Posteriormente se sometio a centrifugacion a 13,000 revoluciones por minuto (rpm)

durante 20 min (Sorvall Biofuge Pico, Kendro). El sobrenadante fue transferido a un
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microtubo de 1.5 mL en condiciones de esterilidad, se adicion6 1 mL de etanol al 95%

frio (-20 °C) y se incub6 a —70 °C durante 20 minutos. A continuacioén se realiz6 una

centrifugacion a 13,000 rpm, por 20 min, se elimind el sobrenadante por inversion y se

enjuago con etanol al 70%, frio (-20 °C). La pastilla obtenida se sec6 a temperatura

ambiente y se resuspendié en 40 puL de agua destilada, desionizada, estéril (H2Ogge).

Finalmente la muestra de ADN purificado se almacené a 4°C.

Tabla 2 Coleccién de muestras del CMEB, colectadas de la regién del bajo Balsas,
Michoacan y muestras de Sus scrofa y pecari criado en cautiverio de la posta
veterinaria UMSNH.

Muestra | Genero |Especie [Nombre comun |Clave CMEB| Fecha Tipo de Localidad Coordenadas
muestra
36 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA36-1-A|07/04/07 Pelo El Cofre, Arteaga 18°15°16.4" N
102°08°24.6”° O
10 Pecari | Tajacu | pecari de collar |PETA 10-5-A|03/04/07 Pelo Los Limos, barranca blanca, | 18°17°38” N
Arteaga 102°29°36” O
5 Pecari | Tajacu | pecaride collar | PETA3-7-A |03/04/07 Tejido Los Limos, barranca blanca, | 18°17°38” N
Arteaga 102°30°43” O
3 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA3-8-A |03/04/07 Hueso Los Limos, barranca blanca, | 18°17°38"" N
Arteaga 102°30°26” O
4 Pecari | Tajacu | pecaride collar | PETA3-8-A |03/04/07 Hueso Los Limos, barranca blanca, | 18°0830"" N
Arteaga 102°31°12.3” O
5.1 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA5.1-B |03/04/08 | Pelo, sangre, Encino barrido, Arteaga 18°48°48" N
tejido 102°03'16”° O
6.1 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA6.1-D |03/04/08 Tejido San pedro barajas, La 18°55"32.6"" N
Huacana 101°50'11.1" O
9.1 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA9.1-D |03/04/08 | Pelo, sangre, | Ejido Ichamio, La Huacana | ----------------
tejido
10.1 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA10.1-D|03/04/08 Tejido Tres palos, La Huacana
1 Pecari | Tajacu | pecaride collar | PETA1-E |03/04/09| Pelo, tejido Las joyas, La Huacana 18°48°40" N
102°06°13” O
4 Pecari | Tajacu | pecaride collar | PETA4-E |03/04/09 Pelo Barranca cafofistula, La 18°59'28" N
Huacana 101°56°48” O
74 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA74-1 |19/02/09| Pelo, sangre, La Bonetera, Lazaro 18°0548" N
tejido Cérdenas 102°23'38” O
39 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA39-J [19/03/09 Pelo Ichamio, La Huacana 18°56"38" N
101°51°48.6"" O
40 Pecari | Tajacu | pecaride collar | PETA40-J |19/03/09 Pelo-piel Ichamio, La Huacana 18°56°45" N
101°51'1.3" O
8 Pecari | Tajacu | pecaride collar | PETA8-K |12/04/09 Tejido San José de los pinos, 18°08°33.4”" N
Arteaga 102°31°11.8” O
10 Pecari | Tajacu | pecari de collar | PETA10-K |[19/05/09 | Tejido, sangre San José de los pinos, 18°0933" N
Arteaga 102°30'29.5” O
1-6 Pecari | Tajacu | pecari de collar J1-J6 15/10/11 Sangre Posta Veterinaria, UMSNH | 19°46°10.48" N
101°08'51.9” O
1-6 Sus Scrofa Cerdo SS1-SS6 |15/10/11 Sangre Posta Veterinaria, UMSNH 19°46°15" N

101°08'48” O
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6.3. Extraccion de ADN de hueso.

Se empled la metodologia con Chelex 100 Resin (100-200 mesh, BioRad 143-2832)
(Garcia et al. 2004), la cual consistio en el mezclado de la muestra de hueso (600 mg
aprox.) pulverizado con 500 pL de una solucién de resina Chelex-100 al 10% y 5 uL de
proteinasa K (10 mg/mL) (Sigma) en un microtubo de 1.5 mL. Se incub6 durante una
hora a 55°C en agitacion continua y posteriormente durante 15 minutos a 100°C (para
intensificar la desnaturalizacion de las proteinas). A continuacion se sometio a agitacion
en vortex durante 10 segundos. Se centrifug6 a 10,000 rpm durante 10 minutos (Sorvall

Biofuge Pico, Kendro) y se recuperd la fase acuosa donde se obtuvo el ADN.

6.4. Amplificacién de mtADN por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion del marcador del gen mitocondrial citocromo b (cytb) con un
tamafio esperado de 1140 pb, inicialmente se utilizé el juego de oligonucle6tidos
reportados previamente para la tipificacion molecular de ADN mitocondrial de
ungulados (Tabla 3). Sin embargo, el oligonucleétido MACytb-R present6 problemas de
inespecificidad provocando problemas de amplificacibn y secuenciacion, por este
motivo, con base en la secuencia de cytb obtenidas inicialmente, se disefio el
oligonucledtido especifico PETACB-R (5-GAGTTATCCTCCGTCTTTGGTT-3") para sustituir a

MACytb-R en las amplificaciones.

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de Cytb.
LOCI PRIMER SECUENCIA TAMANO [REFERENCIA

Cytb MACytb-D |5"-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3 1140 pb Irwin y Col.
MACytb-R 5 GGAATTCATCTCTCCGGTTTACAAGAC3 (1991)
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Para la amplificacion del gen, cada mezcla de reaccion se prepar6é en un volumen total
de 25 uL en microtubos de 0.2 mL como sigue; De 50 a 150 ng de ADN, 10 pmol de
cada oligonucleotido, buffer para PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), MgCl,
1.5 mM, 200 uM de cada dANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Platinum Tagq DNA
polimerasa 1.5 U (Invitrogene) y H2Oq44e €n un volumen total de 25 pL. Las muestras se
colocaron en un termociclador GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) bajo
las siguientes condiciones: 95°C, 5 minutos seguido de 30 ciclos; desnaturalizacion a
94°C durante 1 minuto, alineamiento a 45°C durante 2 minutos y extension a 72°C
durante 2 minutos; y una extension final a 72°C, durante 8 minutos.

Los productos de la amplificacion se separaron en un gel de agarosa al 1% con el
marcador de tamafio molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogene), en TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8), buffer de carga tipo Il 6X (Bromofenol 0.25%,
xilencianol FF 0.25% vy glicerol 30%) (Sambrook y Rusell, 2001), tefiido con Sybr Safe
1X (Invitrogene) a 80 voltios por 50 minutos, se visualizaron y registraron en un

fotodocumentador (Kodak Gel Logic 2000).

6.5. Secuenciacion y analisis

La secuenciacién del ADN en ambas cadenas se realizé por el método de dideoxy de
Sanger et al. (1977), por la empresa comercial MacroGen USA. Para el analisis y la
edicion de secuencias se utilizo el software CROMAS 2.33 y BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.9.0 para el alineamiento en el sistema Clustal W.

A partir de las secuencias se obtuvo el nimero de sitios polimérficos o segregantes (S),

el indice de diversidad haplotipica (H), el indice de diversidad nucleotidica (1) con el
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software DNAsP ver 5.10 (Librado y Rozas, 2009). La diversidad haplotipica (Hd) refleja
la probabilidad de que dos secuencias sean diferentes. La diversidad nucleotidica ()
refleja la probabilidad de que dos nucleétidos sean diferentes. Los sitios segregantes
(S) son sitios variables en un nucle6tido dentro de una secuencia (Freeland, 2005).
Para el andlisis de comparacién se utilizaron 17 haplotipos de cytb de 31 individuos
reportados en la base de datos BLAST de NCBI, las muestras son todas de
especimenes en zooldgicos, el nombre con el cual se designo cada haplotipo indica el
pais donde se encuentra hubicado el mismo, México (MEX), Estados unidos (USA),
Colombia (COL), Argentina (ARG) y Bolivia (BOL). Se incluyeron también dos muestras
de individuos de los cuales se desconoce su procedencia (UNK). Como grupo externo
se utilizo la secuencia reportada para Sus scrofa (Tabla 4).

Para establecer las relaciones histéricas de parentesco entre los haplotipos de cytb se
realizé un analisis de distancia con el método Neighbor Joining con 10,000 réplicas de
Bootstrap en el programa PAUP (Andlisis Filogenético Usando Parsimonia) version
4.0b10 (Swofford, 2001).

El andlisis de las relaciones entre los haplotipos se realiz6 mediante el método Median-
joining con el software NETWORK version 4.6.0.0., este método al construir las redes
combina el algoritmo de Kruskal para encontrar arboles de expansion minima
favoreciendo conexiones cortas y el algoritmo heuristico de maxima parsimonia de
Farris (MP), el cual agrega secuencialmente nuevas vértices llamadas vectores

(Bandelt et al., 1999).
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Tabla 4. Haplotipos reportados en base de datos utilizados en los andlisis de

comparacion.

Haplotipos Nimero de acceso
P. tajacu

MEX-1 Genbank DQ179066.1; Genbank DQ179064.1; Genbank DQ179065.1

MEX-2 Genbank DQ179070.1

MEX-3 Genbank DQ179062.1

MEX-4 Genbank DQ179060.1; Genbank DQ179058.1; Genbank DQ179059.1;
Genbank DQ179061.1; Genbank DQ179063.1

USA-1 Genbank DQ179068.1; Genbank DQ179069.1; Genbank DQ179067.1

UNK-1 Genbank DQ179073.1; Genbank DQ179074.1

COL-1 Genbank DQ179079.1; Genbank DQ179078.1; Genbank DQ179076.1

COL-2 Genbank DQ179071.1

COL-3 Genbank DQ179072.1

COL-4 Genbank DQ179072.1

COL-5 Genbank DQ179056.1

COL-6 Genbank DQ179055.1

COL-9 Genbank DQ179075.1

COL-10 Genbank DQ179077.1

ARG-1 Genbank DQ179081.1; Genbank DQ179085.1; Genbank DQ179080.1

ARG-4 Genbank DQ179084.1

BOL-1 Genbank DQ179082.1; Genbank DQ179083.1

Sus scrofa. Genbank GUI135710.1

6.6 Amplificacion de loci microsatélites por PCR y deteccién.

Se utilizaron juegos de oligonucleétidos para cinco loci de microsatélites propuestos por
Stahlberg et al. (1998) y por Gongora et al. (2002) (Tabla 5). Cada mezcla de reaccién
se prepar6 en un volumen total de 25 pL en microtubos de 0.2 mL como sigue; 25 a 75
ng de ADN, 10 pmol de cada oligonucledétido, buffer para PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH
8.4, 50 mM KCI), MgCl,; 1.5 mM, 200 yM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
Platinum Tag DNA polimerasa 1.5 U (Invitrogene) y HoOgge.

Las muestras se amplificaron en un termociclador GeneAmp PCR System 2700

(Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 95°C, 5 minutos seguido de 35
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ciclos; desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, alineamiento 58-60°C durante 1
minuto y extension a 72°C durante 1 minuto; y una extension final a 72°C, durante 10
minutos. Los productos de la amplificacion se separaron en un gel de agarosa al 2%
con el marcador de tamafio molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogene), en TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8), buffer de carga tipo Il 6X (Bromofenol 0.25%,
xilencianol FF 0.25% vy glicerol 30%) (Sambrook y Rusell, 2001) a 80 voltios por 60
minutos, se visualizaron y registraron en un fotodocumentador (Kodak Gel Logic 2000).
Una vez confirmada la presencia de los fragmentos de ADN, el analisis de deteccion en
GeneScan se realiz6 mediante los oligonucleétidos 5° de cada juego, marcados con el
fluorocromo FAM-5 y utilizados en los ensayos de amplificacion.

El analisis de deteccién se realiz6 como sigue; en un volumen total de 15 puL, se
deposité una alicuota de 1-2 pL de cada amplificacion, 12.5 pL de formamida HiDi y 0.5
puL del marcador de tamafio molecular Genescan-350ROX (Applied Biosystems). A

continuacion las muestras se analizaron en un AB 3100 Avant (Applied Biosystems).

Tabla 5. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de loci microsatélites.

LOCI OLIGONUCLEOTIDOS UNIDAD DE [TAMANO | No. de alelos
REPETIDOS

S0097* | 5-GACCTATCTAATGTCATTATAGT-3 (AC)10 208-244 2
5 -TTCCTCCTAGAGTTGACAAACTT-3

IGF1** 5 -GCTTGGATGGACCATGTTG-3 (AC)15  |204, 210, 3
5 -CACTTGAGGGGCAAATGATT-3’ 216

SW72* 5 -ATCAGAACAGTGCGCCGT-3 (AC)18 2104, 3
5 -TTTGAAAATGGGGTGTTTCC-3 122,124

SW240** | 5-AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG-3" |[(CT)3, (AC)9 | 95, 101, 3
5 -AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA-3’ 111

SW857** |5 -TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC-3" | (GT)13  |138, 139, 4
5 -GATCCTCCTCCAAATCCCAT-3 141, 158

*Stahlberg et al. 1998, **Gongora et al. 2002
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6.7. Analisis estadistico

Los tamafios de los alelos se determinaron mediante analisis con el software Peak
Scanner v1.0. Se evalud la riqueza alélica (por el método de rarefaccion), diversidad
genética, diferenciacion a través de Fis, Fst y Fir y la significancia de los valores de Fst
mediante el software FSTAT (Goudet ver. 2.9.3.). Wright (1951) introdujo un método
para partir el coeficiente de endogamia en una poblacién subdividida (Fit) entre el
componente debido a apareamientos no aleatorios dentro de poblaciones (Fis) y la
subdivision entre poblaciones (Fst). Asi, la endogamia total tendria un componente
generado por la cruza entre parientes dentro de una poblacion (Fis) y otro por el
balance entre deriva génica y flujo (Fst). La definicion original de Wright se basaba en el
coeficiente de endogamia. Asi, los estadisticos F pueden ser vistos como la correlacion
entre genes homélogos tomados de un nivel de la subdivisidon en relacion con cualquier
otro nivel superior: la correlacion entre los genes de los individuos (I) y los de la
poblacion total (T) es representada por Fit, que corresponde a la endogamia total. La
correlacion entre los genes de los individuos y los de la subpoblacién (S) es
representada por Fis, mientras que la correlacién entre los genes de la subpoblacién y
los de la poblacién total esta representada por Fst (Excoffier 2001), que es igual a la
probabilidad de que dos alelos idénticos por descendencia se combinen en un cigoto, o
autocigosis. Los estadisticos F se relacionan entre si de la siguiente manera:

(1 - Fit) = (1 — Fst)(1 - Fis)
y por lo tanto

Fst= Fit— Fis1 — Fis.
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Una medida que resulta facil de calcular y conceptualmente atil es la Nm, que es la
multiplicacion del tamafio efectivo (Ne) por la tasa de migracion (m), y nos habla del
numero de “migrantes efectivos”. Si Nm o el nimero de migrantes efectivos es mayor
que 1, tedricamente el flujo génico supera los efectos de la deriva génica y previene la
diferenciacion local. Si Nm es menor que 1 entonces se puede decir que la deriva actia
independientemente en cada una de las poblaciones, y si es mayor de 4 entonces las
poblaciones se comportan como una gran poblacion mas o menos panmictica.

No hay que olvidar que los valores calculados de Nm dependen directamente de
nuestra estimacion de la Fst y la estimacion final de Nm reflejara los errores del sesgo
que haya en la estimacion de la Fst (Whitlock y McCauley 1999).

El andlisis de poblacién se realizé con el software GeneAlEx v6.3 para estimar variacion

genética, equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y distancia genética de Nei (1978).

6.8 Analisis de comparacion

Se realiz6 el calculo de similitud entre poblaciones mediante el uso del software Phylip
v3.3 y Treeview vl software de la 3a edicion, utilizando como grupo externo a S. scrofa.
Se construy6 un dendograma Neighbor-Joining resumiendo las relaciones de P. tajacu

y pecari criado en confinamiento, utilizando las distancias genéticas de Nei.
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de ADN.

A pesar de que se realizé la extraccion de ADN de las 18 muestras bioldgicas de Pecari
tajacu so6lo se obtuvieron 13 con suficiente integridad y concentracion para la obtencién
del gen cytb y las 18 para el caso de loci microsatélites (Fig. 9). También se extrajo el
ADN de las seis muestras de Sus scrofa y seis de Pecari criado en confinamiento para
ser utilizados como grupos externos en los analisis. Para la identificacion de las
muestras de ADN se les asigno un cédigo utilizando las iniciales del nombre cientifico y
su numero de colecta en el catadlogo de la Coleccién, como PETAL1, PETA2, PETA3,
etc. Para la identificacion de las muestras de ADN de S. scrofa se asigné el cédigo

SS1-SS6 y para el Pecari criado en confinamiento J1-J6.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 9. ADN purificado de muestras biolégicas de sangre y tejido de P. tajacu. Gel de
agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con Syber safe. Carril 1-9 PETA1-PETAO.
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7.2. Amplificaciéon del marcador cytb

Se realiz6 la amplificacion de cytb a partir del las muestras de ADN obtenidas. En la
figura 10 se muestra el producto de amplificacion para algunas de las muestras con un
tamafo esperado de 1140 pb. A continuacion estos fragmentos se secuenciaron, sin
embargo, solo se obtuvieron 13 secuencias, ya que el resto mostraron errores de

secuenciacion debido a problemas técnicos.

2000 g

1650 s
1140 PB et
1000 st

g 5Ow—
650 ety
500m—
400 sy

300 sy
200 w—

100 w—

Figura 10. Productos de amplificacion del marcador molecular Cytb. Gel de agarosa al
1% en TAE 1X tefiido con Syber safe. M, marcador de tamafio molecular 1Kb Plus DNA
Ladder; carril 1 peta-1; carril 2 peta-5; carril 3 peta-6; carril 4 peta-8; carril 5 peta-9; carril
6 peta-10; carril 7 peta-4; carril 8 peta-7.

7.3 Alineamiento de secuencias

Se alinearon 13 secuencias de este estudio con 31 secuencias de cytb reportadas
previamente (Tabla 4, Fig. 11), las cuales resultaron ser todas de individuos de
zoologicos. Como resultado de la edicion se obtuvo un total de 1180 pb, pero para fines
comparativos sélo se utilizaron 1140 pb, ya que este fue el tamafio de las secuencias

reportadas en la base de datos de NCBI.
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SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAATCCCATATATTIGGTACCGACCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGATT
SGACARATATCTITTCTGAGGRGCARCAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAAT CCCATATATTGGTACCGRACCTAGTAGAAT GARTTTGRAGGGGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAATCCCATATATTGGTACCGACCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAATCCCATACATTGGTACCGATCTGGTAGAATGAATTTGAGGGGGATT
SGACARATATCITTCTGAGGRGCARCAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAAT CCCATACATTGGTACCGRTCTGETAGRAAT GARTTTIGRAGGGGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGT TATTACARACCTTCTATCAGCAATCCCATACATIGGTACCGATCTGETAGAATGAATTTGAGGGGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGTTATTACAAACCTTCTATCAGCAAT CCCATACATTGGTACCCATCTGETAGAAT GAATTTGAGGAGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAATCCCATACATTGGTACCGATCTGETAGAATGAATTTGAGGAGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAATCCCATACATTGGTACCGATCTGETAGAATGAATTTGAGGAGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGRAGCARCAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAAT CCCATACATTGGTACCGRAT CTGETAGRAAT GAATTTGAGGAGGATT
SGACARATATCTTTCTGAGGAGCAACAGTTATTACARACCTTCTATCAGCAATCCCATACATTGGTACCGATCTGETAGAATGAATTTGAGGAGGATT

Figura 11. Alinemamiento de secuencias en BioEdit. Haplotipos de pecari del Bajo
Balsas y haplotipos reportados en NCBI

7.4. Diversidad genética

Se analizaron 1140 pb de cytb de 13 individuos y se encontraron seis haplotipos no
reportados en la literatura correspondientes a los individuos analizados en este estudio
(Tabla 6). Con respecto a las secuencias reportadas se encontr6 un total de 17

haplotipos (Tabla 4).

Tabla 6. Secuencias correspondientes a los haplotipos de cytb obtenidos en este
estudio. En la parte superior de la tabla, se observa el nimero de nucleétido donde
ocurre el cambio y en la parte lateral izquierda el numero de haplotipo al que pertenece.

SR RN RNNE R R E R R
SITIO T[T TR N N R[] @ @ <[ =| —| =| FRECUENCIA
1 PETA1ICB |[G|A|G|T|c|c|T|T|[T[A|G|T[G|A|A|T|A|G 1
2 PETA2cB || [ [ [ el o] 5
3 PETA3CB | .| . [ [ [l el oo T 1
4 PETA4CB [A|G|A[c|T|T[c|.[c|G|A|C|A|G|G|C|G]|. 4
5 PETA13cB | .| .| .| . |. [ .l lel. [ . [.[.[.[.[.[c]l.|. 1
6 BETRIBEE | lalelelelolel@lelelsdolalslolB] . 1
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En la Tabla 7 se muestran los resultados del analisis de diversidad genética de
haplotipos de Michoacéan y los encontrados en la base de datos que incluyen haplotipos
de zooldgicos de USA, México, Colombia, Argentina y Bolivia. Los seis haplotipos de
Michoacan mostraron un total de 18 sitios polimorficos, con una diversidad haplotipica

alta (0.795) y una diversidad nucleotidica baja (n=0.007). El resultado del analisis de

diferencias nucleotidicas (k) fue congruente con lo anterior, mostrando escasa
diferencia nucleotidica en la poblacion de Michoacan. El analisis de los haplotipos
reportados en base de datos internacional mostr6 122 sitios polimérficos en 17
haplotipos, con una diversidad haplotipica alta (0.948) comparable con la encontrada en

los haplotipos de Michoacén, y una diversidad nucleotidica (r=0.037) y (k) mayores a

las de Michoacan.

Tabla 7. Datos obtenidos del andlisis de diversidad. Haplotipos de los individuos
analizados de P. tajacu y los reportados en base de datos internacional.

Poblacion nt H° S° Pi" Hd e k'’
Michoacan (Silvestres) 13 6 18 17 0.795 0.00717 8.179

GeneBank (zooloégico) 31 17 122 116 0.948 0.03734 42.572

Totales 44 23 126*

'Ntmero de individuos, “NGimero de haplotipos, “Sitios polimérficos, “Sitios parsimoniosos, “Diversidad
haplotipica, °Diversidad nucleotidica, 'Diferencias nucleotidicas. *Ntmero de total de sitios polimérficos,

7.5. Andlisis de distancia genética
Posterior a la seleccion del modelo evolutivo mediante la implementacion del programa
ModelTest v.0.1.1 bajo el criterio de Akaike (AIC), se construy6 un arbol de distancias

mediante el método Neighbor-Joining con el modelo de sustitucion Tamura-Nei (1993)

(TrN+I+G; fregA = 0.3211, freqC = 0.3079, freqG = 0.1236, freqT = 0.2474) con el
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parametro gamma= 0.4212. Se utilizé un total de 17 haplotipos reportados en GenBank
y los obtenidos en este estudio (Fig. 12). El analisis de distancia genética mostré la
separacion de los haplotipos en dos clados basales principales, un clado (Al) que
incluyé a los individuos del norteamérica y algunos de Colombia, con 92% de soporte
boostrap, y un segundo clado (A2) que incluyé haplotipos de sudamérica, Colombia,
Argentina y Bolivia con 98% de soporte boostrap. Se puede observar la separacion de
los haplotipos de México en dos clados (B1 y B2) (96% de soporte boostrap). El clado
B1 muestra a la mayoria de los haplotipos de Michoacan (cinco de seis) (64-65%
soporte boostrap) y un grupo separado de haplotipos de México. El clado B2 incluyé al
haplotipo de USA, algunos de México y uno de Michoacan.

Los clados B3 y B4 que incluyé haplotipos de Colombia con 99 y 100% de soporte

boostrap indicaron mayor relacion con haplotipos de norteamérica.
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Figura 12. Arbol de distancia por el método Neighbor Joining con el modelo de
sustitucion de Tamura —Nei (1993). Relacion de 23 haplotipos de Pecari tajacu.
generado con 10,000 replicas de boostrap. Las ramificaciones en rojo muestran los
haplotipos de michoacan considerados dentro de la poblacion de norteamerica, en
verde los haplotipos de Norteamérica, en azul se indica una asociacion entre haplotipos
de procedencia desconocida y uno de colombia. El resto de los haplotipos son de
procedencia sudamericana y como grupo externo se utilizo a Sus scrofa.

En la figura 13 se presenta la red de haplotipos generada por el programa network con

17 haplotipos detectados en las secuencias reportadas en base de datos y los seis
31

CMEB



UMSNH MONDRAGON-BLANCO ERIK

obtenidos en este estudio. Se puede observar una asociacion entre los haplotipos de
Argentina y Bolivia, y que los haplotipos de Colombia mostraron parafilia. De manera
similar al resultado del analisis de distancia, un haplotipo de Colombia se separ6 del
grupo y mostré relacion con el haplotipo desconocido y con el haplotipo H2 de
Michoacan. Los haplotipos de México se separaron en tres grupos, uno de los cuales
mostro relacion con un haplotipo de Colombia. Entre los haplotipos de la poblacion de
Michoacan se obtuvieron dos dominantes, uno de ellos (H-2) relacionado con la
mayoria de los haplotipos michoacanos, y un segundo (H-4) relacionado con haplotipos

de México y de USA.

H_10 H_20

H_1 1‘ H H_21‘
H_22
HY H_4
H_18 H_1: 1 PETAICE]

H_2:5[PETA2GB PETA7CB PETABCE PETAICB PETA17CH]
H_3.1 [PETA3CE]
= = H_4: 4 [PETA4CB PETASCB PETABCB PETAI0CH]
H_5:1 [PETAI30B]
H_6:1 [PETA18CE]
H_7 3 [MEX1CB USASCB USA4CE]
H.8 EX7CB MEX4GB MEX6CB MEXSCB
H91
H_10: 1 MEX3CH]
H_11: 3[USAZCB USA1CB USA3CH]
H_12: 1 [COL2CB]
H_13:2 [UNK2CB UNK1CB]
H_14:1[COL4CB]
H_15: 1 [COL3CH]
H_16.1 [COLBCH]
]
]

H_17: 1[COL5CB

H_18: 1 [COLICH

H_19: 3[ARG3CB ARG1CB ARG2CE
H_20: 1 [ARG4CH]

H_21:3[COL1CB COL7CB COLACH]
H_22:2 [BOL2CB BOL1CB]

H_23: 1 [COL10CH]

Figura 13. Red de haplotipos de P. tajacu de la poblacion de Michoacan y de
zoologicos de América. Relaciénes de 17 haplotipos encontrados en 44 individuos de P.
tajacu. Cada circulo representa un haplotipo y en la columna de la derecha se indica el
haplotipo en color correspondiente y el nUmero de individuos por cada uno.
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7.6. Amplificacién de marcadores moleculares, microsatélites

Se realiz6 un ensayo preeliminar de amplificacion con una muestra de ADN de P.
tajacu, el cual mostré productos de amplificacion para los loci IGF1, SO097, SW72,
SW240 y SW857 (Fig. 14). A continuacion se realizo la amplificacion de los cinco loci
microsatélites con el ADN de las 18 muestras de la poblacion de P. tajacu, con las
muestras de S. scrofa y las de Pecari criado en confinamiento (Tabla 2). En la figura 15
se muestran los productos de amplificacion de aproximadamente 100 pb, obtenidos
para el locus SW240 de algunas de las muestras de la poblacion de P. tajacu (PETA) y

algunos individuos de Pecari criado en confinamiento (J).

Figura 14. Producto de amplificacién de cinco loci microsatélites. Gel de agarosa al 2% en TAE
1X tefiido con Syber safe. Carril M, marcador de tamafio molecular 1kb Plus DNA Ladder; carril 1 locus
IGF1 a 58 °C; carril 2 locus IGF1 a 59°C; carril 4 locus S0097 a 58°C ; carril 5 locus S0097 a 60°C;
carril 6 locus SW72 a 60°C; carril 7 locus SW240 a 60°C; carril 8 locus SW857 a 60°C.
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Figura 15. Productos de amplificacion para el locus SW240. Muestras de ADN de P. tajacu y
Pecari criado en confinamiento. Gel de agarosa al 2% en TAE 1X tefiido con Syber safe. Carril M,
marcador de tamafio molecular 1kb Plus DNA Ladder; carril 1 PETAL; carril 2 PETAZ2; carril 4
PETAS3; carril 5 PETAS5; carril 6 J1; carril 7 J2; carril 8 J3.

En la figura 16 se muestran los productos de amplificacién de aproximadamente 250
pb, obtenidos para el locus S0097 de varias de las muestras de P. tajacu, S. scrofa (SS)

y pecari criado en confinamiento.

Figura 16. Producto de amplificacién del marcador microsatelite S0097. Gel de agarosa al 2%
en TAE 1X tefiido con Syber safe. Carril M, marcador de tamafio molecular 1kb Plus DNA Ladder;
carril 1 PETAS; carril 2 PETA4; carril 3 PETAG; carril 4 PETAS; carril 5 J5; carril 6 J6; carril 7
SS1; carril 8 SS2

En la figura 17 se muestran algunos de los productos de amplificacion de
aproximadamente 150 pb, obtenidos para el locus SW857 de las muestras de P. tajacu,

Sus scrofa y pecari criado en confinamiento con un tamafio aproximado.
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Figura 17. Producto de amplificacion del marcador microsatelite SW857. Gel de agarosa al 2%
en TAE 1X tefiido con Syber safe. Carril M, marcador de tamafio molecular 1kb Plus DNA Ladder;
carril 1 PETAZL; carril 2 PETAS3; carril 3 PETADb; carril 4 J4; carril 5 J5; carril 6 J6; carril 7 SS1.

En la Figura 18 se muestra el producto de amplificacion de aproximadamente 100 pb,
de algunas muestras de P. tajacu, Sus Scrofa y Pecari criado en confinamiento con el
locus IGF1l. En la Figura 19 se muestran resultados de amplificacion de

aproximadamente 100 pb con el locus SW72.

Figura 18. Producto de amplificacion del marcador microsatelite IGF1. Gel de agarosa al 2% en
TAE 1X tefiido con Syber safe. Carril M, marcador de tamafio molecular 1kb Plus DNA Ladder;
carril 1 PETAL; carril 2 PETAZ2; carril 3 PETAS; carril 4 J1; carril 5 J5; carril 6 J6; carril 7 SS1;

carril 8 SS2.
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Figura 19. Producto de amplificacion del marcador microsatelite SW72. Gel de agarosa al 2%
en TAE 1X tefiido con Syber safe. Carril M, marcador de tamafio molecular 1kb Plus DNA Ladder;
carril 1 PETAL3; carril 2 PETA14; carril 3 PETA15; carril 4 J4; carril 5 J5; carril 6 J6; carril 7
SS1; carril 8 SS2.

7.7 Analisis de microsatélites

7.7.1 Diversidad genética

Se detectaron un total de 41 alelos para los 5 loci en las tres poblaciones analizadas.
En la tabla 8 se muestran los tamafios de los alelos obtenidos por locus, asi como la

frecuencia de cada uno de ellos dentro de las poblaciones analizadas.

Tabla 8. Alelos obtenidos en cada locus microsatelite y sus frecuencias en las
poblaciones analizadas.

LOCUS ALELOS PETA (n=18) J(n=6) SS(n-6)
IGF1 Pb

221 0.0 0.250 0.0
222 0.0 0.250 0.0
223 0.0 0.250 0.0
224 0.0 0.250 0.083
230 0.0 0.0 0.500
232 0.0 0.0 0.167
234 0.056 0.0 0.250
236 0.306 0.0 0.0
238 0.333 0.0 0.0
240 0.306 0.0 0.0

TOTAL 10 1.0 1.0 1.0
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LOCUS ALELOS PETA (n=18) J(n=6) SS(n-6)
S0097 Pb
204 0.0 0.0 0.500
212 0.028 0.0 0.0
214 0.028 0.0 0.0
216 0.0 0.0 0.083
218 0.0 0.0 0.333
228 0.194 0.0 0.0
232 0.556 0.000 0.0
238 0.0 0.500 0.083
240 0.083 0.500 0.0
244 0.056 0.0 0.0
248 0.056 0.0 0.0
TOTAL 11 1.0 1.0 1.0
SW72 Pb
96 0.0 0.0 0.500
104 0.500 0.333 0.000
106 0.500 0.667 0.000
114 0.0 0.0 0.500
TOTAL 4 1.0 1.0 1.0
SW240 Pb
90 0.139 0.167 0.083
92 0.111 0.417 0.0
94 0.250 0.083 0.583
102 0.389 0.0 0.0
104 0.111 0.0 0.0
108 0.0 0.333 0.0
110 0.0 0.0 0.083
112 0.0 0.0 0.250
TOTAL 8 1.0 1.0 1.0
SW857 Pb
136 0.111 0.083 0.0
138 0.389 0.083 0.083
140 0.111 0.0 0.083
142 0.028 0.0 0.0
144 0.194 0.250 0.417
146 0.139 0.250 0.167
152 0.028 0.250 0.0
154 0.0 0.083 0.250
TOTAL 8 1.0 1.0 1.0
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Se calculo la riqueza alélica y la diversidad genética (Tabla 9) con respecto al nimero
de alelos observados. Todos los locus presentaron mayor numero de alelos que el
reportado (Stahlberg et al., 1998; Gongora et al., 2002). El valor promedio por locus fue
de 8.2 con un rango de cuatro a 11 alelos (SW72 y S0097, respectivamente).

El promedio de Ho para los loci a través de la poblacion de P. tajacu fue de 0.689 y el
de He de 0.669 (Tabla 10). Los pecaries criados en confinamiento mostraron un valor
promedio de Ho de 0.800 y He de 0.633. Para la poblacion de S. scrofa el valor

promedio de Ho fue de 0.867 y el de He de 0.617.

Tabla 9. Numero de alelos observados, riqueza alélica y diversidad genética por locus.

Locus Alelos observados Riqueza alélica Diversidad genética
IGF1 10 3.40 0.701
S0097 11 2.48 0.588
SW72 4 1.93 0.481
SW240 8 3.14 0.669
SW857 8 4.22 0.760
Promedio 8.20 3.03 0.640

El valor de P para Fis entre las muestras fue -0.251

Tabla 10. Polimorfismo de 5 loci microsatélites. Poblacién de P. tajacu (PETA), pecari
criado en cautiverio (J) y S. scrofa (SS).

Loci RAL! Ra?N&® EFA* Ho® He® HWE’
(pb)

PETA J SS PETA J SS PETA ] SS PETA J SS

IGF1 221-240 3 10 3.323 4.000 2.880 0.500 0.667 1.000 0.699 0.750 0.653 0.005** 0.049* 0.432"
S0097 204-248 2 11 2.769 2.000 2.667 0.278 1.000 0.833 0.639 0.500 0.625 0.000*** 0.014* 0.654"

SW72 96-114 3 4 2.000 1.800 2.000 1.000 0.667 0.667 0.500 0.444 0.500 0.000*** 0.221" 0.414™
SW240 90-112 3 8 3.880 3.130 2.400 0.778 0.833 0.833 0.742 0.681 0.583 0.011* 0.531™ 0.801"™

SW857 136-154 4 8 4.263 4.800 3.600 0.889 0.833 1.000 0.763 0.792 0.722 0.031* 0.055™ 0.877™

Promedio - 8.20 3.247 3.146 2.701 0.689 0.800 0.867 0.669 0.633 0.617 0.009 0.174 0.636

"Rango de alelos, “NUmero de alelos previamente reportados *Nimero de alelos por locus, a través de la
poblacion, *Numero efectivo de alelos por poblacién por locus, > Heterozigosidad observada; promedio a
través de los loci, 6Heterozigosidad esperada; promedio a través de los loci, "Numero de loci desviados
del equilibrio de Hardy-Weinberg (ns=no significativo, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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El promedio del coeficiente de endogamia (Fis) dentro de la poblacién de P. tajacu a
través de los loci fue bajo (-0.030), sin embargo, el de la poblacion de pecari criado en
confinamiento y de la poblacion de S. scrofa mostraron valores mas bajos que P. tajacu
(-0.263, y -0.405 respectivamente) (Tabla 11). La diferenciacion genética (Fst) de la
poblacion de P. tajacu a través de los loci fué la més baja (0.183), y las poblaciones de
pecari criado en confinamiento y S. scrofa mostraron valores superiores al de P. tajacu
(0.226 y 0.247 respectivamente) (Tabla 11).

El promedio de alelos por locus fue mayor para la poblacién de P. tajacu (5.00), y el de
pecari criado en confinamiento y S. scrofa fue menor y parecido entre ambas
poblaciones (3.60 y 3.80 respectivamente).

En promedio, entre los 18 individuos de la poblacién de P. tajacu de Michoacan, se
encontré 5 alelos por locus a través de los loci; de un total de 25 alelos (Tabla 11). De
estos 25, se detectaron 12 alelos privados (48%) distribuidos a través de los loci. La
poblacion de S. scrofa presenté 10 alelos privados (52.63%) de un total de 19, y la
poblacién de pecari criado en cautiverio presentd solo cuatro alelos privados de un total

de 18 (Tabla 11).

Tabla 11. Polimorfismo de las tres poblaciones analizadas.

Poblacién nt NAT? Na® Pa* Fs® Fs®  Fip’
Pecari tajacu 18 25 5 12 -0.030 0.183 0.158

Pecari criadoen 6 18 3.6 4 -0.263 0.226 0.023
confinamiento

Sus scrofa 6 19 3.8 10 -0.405 0.247 -0.059
Promedio - 20.66 4.13 8.66 -0.233 0.219 0.041

Tamafio de muestra, “NUumero de alelos totales, *NUmero de alelos por locus; promedio a
través de los loci, “NUmero de alelos privados, ®Coeficiente de endogamia; promedio a través de
los loci, ®Coeficiente de endogamia debido a la diferenciacién en subpoblaciones, 'Coeficiente
de endogamia entre las poblaciones.
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7.7.2. Equilibrio de Hardy Weinberg

A través de los loci la poblacion de P. tajacu mostré una desviacion de HW baja (0.009),
la poblacion de pecari criado en confinamiento tuvo una desviacion alta (0.174), y la
poblacion de S. scrofa mostré el valor de desviacion méas alto (0.646). Tres loci
presentaron desviacion de HW en las tres poblaciones IGF1, SW240 y SW857 (Tabla

10).

7.7.3. Diferenciacion genética

Los valores pareados de Fsr para diferenciacibn entre poblaciones, mostraron
diferencia moderada entre P. tajacu y pecari criado en confinamiento (0.124), y entre P.
tajacu y S. scrofa (0.187) y la diferencia mas alta entre pecari criado en confinamiento y
S. scrofa (0.205) (Tabla 12). Los valores de distancia genética (Nei 1973) fueron
congruentes con los de diferenciacion genética. La distancia genética mas alta fue entre
S. scrofa y pecari criado en confinamiento (1.837), seguida por la detectada entre P.
tajacu y S. scrofa (1.725) y la detectada entre P. tajacu y pecari criado en confinamiento
(0.824).

Tabla 12. Diferenciacién genética pareada (Fst) (sobre la diagonal) y distancia genética
pareada de Nei (bajo la diagonal) de las poblaciones analizadas.

PETA J SS
PETA - 0.124 0.187
J 0.824 - 0.205
SS 1.725 1.837
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El dendograma de Neighbor-Joining (Fig. 20) para las poblaciones de pecari analizadas
(natural y confinado) mostr6 que existe distancia entre estos dos, sin embargo, la
distancia mayor se ve reflejada con relacion a Sus scrofa, asumiendo con esto que muy
probablemente se trata de una hibridacién de pecari. Ademas, podemos ver de forma
muy marcada la separacion de los individuos con relacion a los grupos, esto corrobora

los resultados de distancia genética entre las poblaciones.
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Figura 20. Dendograma de distancia construido por el método de Neighbor-Joining. En
el recuadro en rojo se presenta la poblacion de Sus scrofa, en morado la poblacion de
pecaries criados en confinamiento y en verde la poblacion de pecari tajacu de
Michoacan.

1
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8. DISCUSION

Este es el primer estudio de individuos de Pecari tajacu de una poblacion silvestre
proveniente del Bajo Balsas y otras localidades de Michoacan, utilizando el marcador
de ADN mitocondrial cytb y cinco loci microsatélites. EI marcador mitocondrial cytb se
ha utilizado previamente en algunos estudios sobre las relaciones genéticas de las
especies de P. tajacu en muestras obtenidas de zooldgicos en norte y sudamérica
(Gongora y Moran 2005), y los loci microsatélites se han empleado en el estudio de una

poblacion confinada de P. tajacu (Bautista Gomez 2008).

8.1 Diversidad genética con Cytb

Los resultados obtenidos del analisis de diversidad genética mostraron una diversidad
haplotipica alta (0.795) y una diversidad nucleotidica baja (0.00717) para la poblacion
de P. tajacu de Michoacan comparada con la de individuos de zoologicos a lo largo del
continente (0.948 y 0.03734), analizados previamente por Gongora y Moran (2005).
Estos datos son congruentes considerando que los individuos de Michoacan
corresponden a una poblacion muestreada de una region geografica especifica,
mientras que los individuos de zooldgicos reportados en GenBank provienen de
diferentes poblaciones de diferentes regiones geograficas, lo cual explica una
diversidad genética alta comparada. Por otro lado, dado que el tamafio de la poblacion
de Michoacan es pequefio, es probable que el incremento de muestras pueda pemitir la
identificacion de nuevos haplotipos y con ello el incremento de los valores de

diversidad.

CMEB 42



UMSNH MONDRAGON-BLANCO ERIK

La historia demografica de una poblacion se refleja por la combinacion de los indices de
diversidad haplotipica y nucleotidica, dando cuatro tipos de escenarios (Grant y Bowen,
1998; Avise, 2000). Uno de estos escenarios se observa en la poblacion de P. tajacu de
Michoacan, la diversidad haplotipica alta (0.795), indica que la poblacién tiene un rapido
crecimiento por la retencion de mutaciones y la diversidad nucleotidica baja (0.00717),
muestra una coalescencia reciente, esto quiza como un reflejo de una expansién rapida
seguida de un aislamiento en los refugios del Pleistoceno. Esta teoria, explica de
alguna manera la gran diversidad de las especies en los ecosistemas tropicales por
efecto de las fluctuaciones climéticas (Haffer, 1982). Las poblaciones dependientes de
bosques tropicales llegaron a ser aisladas a partir de su primer habitat fragmentado
durante el maximo glacial (época seca en la zona tropical). Estas zonas de bosques
habrian constituido los diferentes refugios para las especies causando asi su division en
poblaciones. Dicho aislamiento es un mecanismo que puede conducir a especiacion, es
decir, la evolucion de una nueva especie. La alternancia de periodos secos y humedos

aumentaria la necesidad de los animales de desarrollar nuevas adaptaciones.

8.2 Andlisis de distancia genética con Cytb

En el arbol de distancia genética la separacion basal en dos grupos corroboré los
resultados obtenidos por Gongora et al. (2006) quienes en un analisis realizado con
marcadores nucleares propusieron la separaciéon de P. tajacu en dos grandes grupos, a
los cuales designaron como de sudameérica y centroamérica. Sin embargo, se observa
que el grupo sefalado como de centroameérica, en realidad incluye individuos de
sudameérica (Colombia) y norteamérica, por lo cual en este estudio proponemos que un

grupo corresponde a norteamérica y otro a sudameérica.
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Por otro lado, en el arbol de distancia genética, la mayoria de los individuos de
Michoacan se agruparon en una clada de manera congruente con su procedencia de
una sola region geografica. Sin embargo un haplotipo de Michoacan (n=4) se agrupo
con haplotipos de México y no con los de Michoacan, sugiriendo ademas por su
procedencia geografica (La Huacana, Mich.) que estos individuos corresponden a un
grupo genético diferente al que incluye a la mayoria de los haplotipos de Michoacan. El
analisis de la relacion de haplotipos, mostré congruencia con los resultados anteriores,
donde los individuos de Michoacan correspondieron a dos grupos genéticos. Uno de
estos grupos es monofilético con cinco haplotipos (n=9) y el segundo grupo con un

haplotipo (n=4) esta relacionado a dos haplotipos de México y dos de USA.

8.3 Analisis con cinco loci microsatélites

8.3.1 Diversidad genética

Como grupo, la poblacion de P. tajacu de Michoacan mostré un nivel moderado de
diversidad. Para los loci utilizados en el andlisis de la poblaciones de P. tajacu, pecari
criado en confinamiento y S. scrofa, la riqueza alélica fue baja (3.03) pero la diversidad
genética fue alta (0.640). El valor de heterozigosidad mostrado por la poblacién de P.
tajacu de Michoacéan fue alto (0.689) comparado con el observado en borrego cimarrén
(Ovis canadensis mexicana) (0.4761) de Sonora, México, en un analisis con cinco loci
microsatelites (Abad Zavaleta, 2006). Sin embargo, los valores presentados por la
poblacién de pecari criado en confinamiento y la poblacion de S. scrofa fueron
inesperadamente superiores (0.800 y 0.867 respectivamente), considerando que los
individuos de ambas poblaciones han sufrido seleccién en diferente nivel, y por ello se

espera que presenten una Ho menor a la de la poblacién natural de P. tajacu de
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Michoacan. Una explicacion a este resultado es probablemente el tamafio de las
poblaciones de pecari criado en confinamiento y S. scrofa (n=6 cada una), por lo cual,
para estudios futuros se debe considerar la utilizaciéon de poblaciones de tamafio similar
0 mayor a la de P. tajacu silvestre.

Como se esperaba, el valor de Fis de P. tajacu de Michoacén a través de los loci, fue
bajo, sin embargo, los valores de pecari criado en confinamiento y S. scrofa, fueron
menores que el de P. tajacu de Michoacan, sugiriendo de nuevo un problema con el
tamafio de poblacion utilizado. Los valores de Fst a través de los loci indicaron que
aproximadamente el 18% de la variacion genética total de la poblacién de P. tajacu de
Michoacan se explica por diferencias de la poblacién y 82% corresponde a diferencias
dentro de la poblacion.

El valor de Fis de la poblacion de P. tajacu de Michoacén fue consistente con el nivel de

heterozigosidad observado.

8.3.2 Equilibrio de Hardy Weinberg

Se espera desviacion de HW si las poblaciones individuales estan estructuradas en
subpoblaciones aisladas unas de las otras, o si a ocurrido endogamia en la poblacién
total. El bajo nivel de HWE encontrado en la poblacién de P. tajacu de Michoacan indica
una estructura en subpoblaciones. Este nivel de HWE también correlacioné con el
promedio del coeficiente de endogamia (F;s) y deficiencia de heterozigotos debido a la
diferenciacion en subpoblaciones (Fst).

El moderado nivel de HWE encontrado en la poblacion de pecari criado en
confinamiento sugiere endogamia considerando su origen. Sin embargo, este nivel de

HWE no correlacioné con el promedio del coeficiente de endogamia (Fis) que fue
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negativo, pero si con la deficiencia de heterozigotos debido a endogamia (Fst). Ya que
esta poblacion de pecari mostré un fenotipo parecido al pecari labio blanco y un tamafio
parecido al de S. scrofa, los resultados sugieren un proceso de hibridacién entre ambas
especies.

El alto nivel de HWE mostrado por S. scrofa indica endogamia, lo cual es congruente
con el proceso de seleccion en una especie domesticada. Pero el nivel de HWE no
correlacion6 con el promedio del coeficiente de endogamia (Fs) que fue negativo, pero

si con la deficiencia de heterozigotos debido a endogamia (Fsr).

8.3.3 Alelos privados

Los nuevos alelos en los loci de microsatélites son el producto de procesos de mutacion
y un namero alto de alelos privados en loci de microsatélites especificos puede indicar
gue estan situados en una region gendmica altamente mutagénica, o que vienen de
sitios heterozigotos que tienden a mutar mas frecuentemente que los sitios homozigotos
(Li et al., 2002). La poblacién de P. tajacu de Michoacdn mostré un numero alto de
alelos privados (12 de 25) de los cuales seis correspondieron a un locus, y los otros
seis se distribuyeron en tres loci, lo cual se puede relacionar con el nivel de
heterozigosidad observada y es congruente con la idea de que la poblacion tuvo un
rapido crecimiento con retencion de mutaciones. La poblacion de S. scrofa tambien
mostré un namero alto de alelos privados (10 de 19), que se distribuyeron en los cinco
loci. En contraste, la poblacion de pecari criado en confinamiento mostr0 un numero
bajo de alelos privados (4 de 18), de los cuales tres correspondieron a un locus y uno a

otro locus.
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8.3.4 Diferenciacion genética

El valor de Fst (0.183) de la poblacion de P. tajacu de Michoacan, indica una
divergencia moderada de la poblaciéon, sugiriendo un origen en una poblacion grande.
El valor de Fis (-0.030) indica alta heterozigosidad dentro de la poblacion.

La alta distancia genética entre P. tajacu de Michoacan y S. scrofa (1.725), muestra un
escenario en el cual se marca la separacion de estas dos especies, sin embargo, los
individuos de pecari criado en confinamiento mostraron estar mas cercanos
genéticamente a P. tajacu (0.824) que a S. scrofa (1.837), sugiriendo que son producto
de hibridacion. De acuerdo con Rosell et al. (2001), existe una gran dificultad para el
estudio taxondmico de la especie S.scrofa, debido a su variedad de caracteres inducida
por los tres procesos de domesticacion por los que pasé hace aproximadamente 9.000
afios en Europa y en dos ocasiones mas en Asia. De aqui que, luego de su
domesticacion y vuelta a la naturaleza, y nueva adaptacion al estado silvestre, presente
fenotipos intermedios entre el cerdo domeéstico y su antecesor (Sus Scrofa Scrofa —
jabali-), lo que origina nuevas subespecies, y las consecuentes confusiones

taxonémicas.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados del analisis de diversidad genética de la poblacion de P. tajacu de
Michoacan con el marcador mitocondrial cytb sugieren un rapido crecimiento por la
retencion de mutaciones de la poblacion y una reciente coalescencia, y los resultados
del analisis de similitud en el arbol de distancia genética y la relacién de haplotipos
indicaron la presencia de dos grupos genéticos.

El analisis por microsatélites mostré un valor bajo de F;s que fue congruente con un
nivel de heterozigosidad alto en P. tajacu de Michoacan. Los valores de Fsr a través de
los loci indicaron que aproximadamente el 18% de la variacidn genética total de la
poblacién de P. tajacu de Michoacan se explica por diferencias de la poblacién y 82%
corresponde a diferencias dentro de la poblacion. El nivel de HWE fue consistente con
el promedio del coeficiente de endogamia (Fs) y deficiencia de heterozigotos debido a
la diferenciacidén en subpoblaciones (FsrT).

La presencia de un numero alto de alelos privados la poblacion de P. tajacu de
Michoacan es congruente con la idea de que la poblacién tuvo un rapido crecimiento
con retencion de mutaciones.

El valor de Fst (0.183) de la poblacion de P. tajacu de Michoacan, indica una

divergencia de la poblacion moderada, sugiriendo un origen en una poblacién grande.
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