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RESUMEN
Los programas federales e informaciébn para evaluar el estado de
conservacion actual del aguila real (Aquila chrysaetos) en México estan
sustentados principalmente en estudios de su distribucion y abundancia,
siendo los andlisis genético-poblacionales practicamente inexistentes. Para
contribuir con lo anterior, en el presente trabajo se ensamblé y anot6 el
genoma mitocondrial (mitogenoma) de seis individuos de &aguila real
provenientes del noroeste de Baja California, basado en las estrategias por
referencia y de novo. Se construyeron librerias de tipo “shotgun” con ADN
total, implementandose dos plataformas de secuenciacién masiva de nueva
generacion como son llllumina Miseq v.3 y Hiseq 4000. La longitud del
mitogenoma del Aguila real es de 17,472 pb (pares de bases) con una
composicién base de A 29.8%, C 32.5%, G 14.0% y T 23.6%. El mitogenoma
contiene 13 genes codificantes para los complejos proteicos COX I-Ill, CYTB,
ATP 6y 8 y NADH 1-6y, el orden de los genes es concordante con el modelo
general del genoma mitocondrial observado en aves de la familia Accipitridae.
Los resultados del ensamble y anotacion del mitogenoma mostraron que los
individuos estudiados muestran diferencias entre si, pero todos difieren con
respecto a la anotacion previamente reportada en el GenBank (acceso
KF905228.1) en tres caracteristicas: (1) el tamafio de la molécula es 140 pb
mas grande que lo reportado; (2) la anotacion de una regién denominada
pseudo region control; y (3) la anotacion de la region codificante para la

proteina NADH deshidrogenasa sub unidad 3 (NADH 3) en dos fracciones, la



cual es provocada por una insercion de un nucleotido que cambia el marco de
lectura, siendo esto confirmado por PCR.

A partir de la reconstruccion filogenética de las secuencias del
mitogenoma de los individuos estudiados, se determiné que, en Baja
California existen dos linajes mitocondriales, uno de ellos se relaciona con
individuos de California, Estados Unidos y el otro linaje se relaciona con
individuos provenientes de distintas y muy dispersas regiones de la
distribucion del Aguila real en Norteamérica entre ellas, Alaska, California,
Idaho y Canada.

Este trabajo aporta informacién novedosa para esta especie emblematica
nacional con la perspectiva de ser un referente para futuros estudios
gendmicos poblacionales, y asi promover la incorporacion de informacion

genética en los estudios encaminados a la conservacion de la especie.
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l. INTRODUCCION

La coleccion ornitolégica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Auténoma de Baja California es la mas importante en el noroeste de México,
con un acervo de mas de 2,100 especimenes de esta region, contando con
especimenes de Aguila real de la parte noroeste de Baja California. A partir
de esto surge la motivacion de conocer la identidad genética de esta poblacion
mexicana y contribuir asi al conocimiento de la especie desde un enfoque
genético y gendmico mitocondrial, que no ha sido implementado en el pais.

El Aguila real (Aquila chrysaetos) es una especie de ave rapaz moderna
de las mas grandes en América (Cornell University, 2015) y ampliamente
distribuida en el mundo. A la vez que es una especie emblematica y de gran
importancia cultural e historica para los mexicanos, ya que forma parte de la
identidad nacional al encontrarse en el escudo y bandera nacional.

A nivel internacional el estatus de conservacion segun IUCN (2016) es
de preocupacién menor y a nivel nacional, como una especie amenazada
(SEMARNAT, 2010). La mayoria de los registros histéricos y actuales
confirmados de la distribucion de A. chrysaetos en México ocurren dentro de
los limites de sus areas naturales protegidas (SEMARNAT, 2008); a pesar de
ello se conoce poco sobre su biologia, mas alla de los clasicos monitoreos de
los nidos o de las parejas reproductivas (Cubas y Fuentes, 2017).

Con el advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion, nuevos estudios con especies no modelo empezaron a ser mas
comunes y con esto, se abre la posibilidad de estudiar las poblaciones de

Aguila real (A. chrysaetos) en México.



El objetivo principal de este estudio es ensamblar y anotar el genoma
mitocondrial de seis individuos de A. chrysaetos del noroeste de Baja
California y conocer la relacion que existe con respecto al unico mitogenoma
reportado para la especie que corresponde a un individuo de California,
Estados Unidos. Los objetivos particulares son conocer las relaciones
filogenéticas con respecto a otros registros de secuencias mitocondriales
(Citocromo oxidasa (CO 1), Citocromo b (Cyt b), NADH deshidrogenasa sub
unidad 2 (ND 2), pseudo region control (WRC), regiéon control (RC) y el
mitogenoma) existentes en el GenBank #, asi como evaluar la diversidad
genética. De aqui en adelante cualquier término que enseguida presente la
siguiente “A”, podra ser consultado en el glosario del Anexo 1.

Este es el primer estudio genético para poblaciones mexicanas de A.
chrysaetos que permitira la mejor toma de decisiones para planes de manejo
y conservacion de la especie. Del mismo modo este estudio sera una valiosa
referencia para el analisis de otras poblaciones en México, Norteamérica y el
mundo, dado que es una especie con un amplio ambito de distribucion
geografica.

Distribucion Geografica

El Aguila real esta presente en una gran variedad de ambientes desde el Artico
hasta los desiertos (Kochert et al., 2002). Su distribucion es amplia (Watson,
2010), encontrandose en el hemisferio boreal (Holartico) a través de los
continentes americano, eurasiatico y africano (Kochert et al., 2002; Watson,

2010), y en América desde Alaska, Canada, Estados Unidos, norte de México



incluyendo la peninsula de Baja California, hasta la parte central de México
(Howell y Webb, 1995; Kochert et al., 2002).

En México, el Aguila real se distribuye principalmente en las regiones
que abarcan los desiertos Chihuahuense y Sonorense y en sus regiones

adyacentes (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de distribucién nacional de Aquila chrysaetos, en rojo se
resalta las areas de distribucion (tomado de Navarro-Siglienza y Townsend-
Peterson, 2007).

Es decir, en los estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon,
Tamaulipas, Sinaloa, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Sonora, Baja
California, Baja California Sur, Guanajuato, Querétaro, Michoacan, Hidalgo,
Aguascalientes, Jalisco, Nayarit y México (Guerrero-Cardenas et al., 2013; De
Ledn-Girén, 2017), ademas de registros visuales, pero sin la certeza de

anidacion en los estados de Puebla, Oaxaca y Veracruz. Farias et al. (2016)



mencionan que, en la década de 1930-1940, las poblaciones de Aguila real
en México se vieron afectadas por pesticidas y acciones de eliminacion por
representar una amenaza contra el ganado. Adicionalmente las poblaciones
se han reducido producto de la pérdida de habitat (Guerrero-Céardenas et al.,
2013).

En Baja California, la distribucién histdrica y reciente es muy similar (De
Ledn-Giron et al.,, 2016). Se menciona que en esta regidon convergen y
conviven dos poblaciones ecolégicas, una residente conformada por adultos
reproductivos y otra migratoria compuesta por adultos y sub-adultos no
reproductivos en busca de pareja y de un territorio en el cual establecerse.
Esta ultima poblacion ecolégica parece venir de Oregoén y del sur de California,
Estados Unidos.

Otros estudios brindan evidencia de que la distribucion de A.
chrysaetos es compartida entre California y Baja California (Tracey et al.,
2016; 2017), por ejemplo, en estudios de telemetria que rastrean a individuos
capturados en el sur de California y en la frontera de Estados Unidos con
México se observa que varios ejemplares incursionan al sur en la region
noroeste de Baja California, inclusive algunos se llegan a encontrar a lo largo
de toda la peninsula, tan al sur como la regién de Los Cabos en Baja California
Sur.

Conservacion
La conservacion de los depredadores tope en los ecosistemas, como es el

caso del Aguila real (A. chrysaetos), es sumamente importante, pues su



presencia repercute directamente en los procesos tréficos y por ende en la
dinamica de las poblaciones de otras especies (De Ledn-Giron, 2017).

En México, la generacion de politicas publicas dirigidas a la
conservacion de las especies normalmente se realiza a partir de los resultados
generados por estudios de tipo ecologico tradicional, colocando a las especies
dentro de una categoria de conservacion basado en la estimaciéon de su
abundancia total, tamafo de su habitat o bien por las amenazadas que pueden
estar afectando a las especies (SEMARNAT, 2008), y en pocas ocasiones,
mediante el sustento de estudios genéticos. En este orden de ideas, los
estudios basados en el ADN mitocondrial (ADNmt), permiten determinar el
estado actual de conservacion de las especies, asi como en la identificacion
de unidades evolutivas significativas y de manejo con sus aspectos
demograficos (Moritz, 1994).

Si bien existen esfuerzos importantes para la conservacion de la vida
silvestre en el pais, como el Programa de Accion para la Conservacion de la
Especie (PACE), es notoria la carencia de estudios genéticos que coadyuven
a la protecciéon de la fauna silvestre. Los estudios y datos gendmicos
realizados a partir de la secuenciacién de nueva generacion (NGS A, por sus
siglas en inglés) representan una alternativa para estos objetivos.

Esta aproximacion tiene grandes ventajas y ayuda a resolver ciertos
problemas que son propios de la genética para la conservacion. Entre ellos se
puede mencionar: (1) la estimacion no sesgada de parametros de la genética
de poblaciones con marcadores distribuidos a través de todo el genoma, que

resulta ser muy complicado cuando se emplean unos cuantos marcadores



moleculares A o relativamente pocos; (2) la determinacion de la neutralidad de
los mismos y la observacion de las interacciones entre el ambiente y los
genes, y como esto se ve reflejado en el fenotipo y su aptitud (Angeloni et al.,
2012); y (3) el conocer el estado actual de conservacion de los ecosistemas
donde se encuentran las especies bandera, como son los depredadores tope,
y su presencia se manifiesta en una estabilidad del ecosistema permitiendo
una diversidad de especies mayor (Sergio et al., 2006). La genémica para la
conservacion es una aproximacion metodologica novedosa que ayuda con la
identificacion de unidades de conservacion y deteccion de adaptaciones
locales de las poblaciones (Garner et al., 2016). Un ejemplo claro de ello, es
el estudio con salmén real (Oncorhynchus tshawytscha), en el cual se detecto,
mediante el uso de 10,944 polimorfismos de un nucleétido (SNP’s, por sus
siglas en inglés) una estructura genética nunca antes observada, lo que aportd
conocimiento fundamental para el manejo y monitoreo de las poblaciones
(Larson et al., 2014).

El Aguila real es una especie protegida por ambas naciones de Estados
Unidos y México. En Estados Unidos se tiene el Acta de Proteccion y
Conservacion de la fauna silvestre del Aguila calva y Aguila real (Iraola, 2004)
y en México la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010).

Escenario poblacional

La situacion poblacional del Aguila real a nivel global es estable. En cambio a
nivel regional los numeros poblacionales han incrementado en ciertas
regiones, en otras han disminuido y en algunas se han mantenido estables.

En algunas regiones de Europa la especie fue extirpada y en otras regiones,



como en Europa central, las poblaciones incrementaron (Suchentrunk et al.,
1999). Suchentrunk et al. (1999) sugirieron que el Aguila real permanezca
dentro de las listas de especies amenazadas debido a su variabilidad genética
reducida y por ser una especie rara en Europa, aunque, recientemente esta
presente en Europa central pero ausente en la mayor parte de Europa. Por
otro lado, la especie sufri6 un proceso demografico que hizo desaparecer
algunas poblaciones en las Islas Britanicas. La especie se extinguié debido a
la fragmentacion de la poblacion inicial de Europa continental que colonizo las
Islas Britanicas (Bourke et al., 2010). Sin embargo, en otras regiones de
Europa, como en los Alpes italianos, la poblacion de Aguila real se ha
incrementado, pasando de casi la desaparicidon, a reportarse 144 parejas en
tan solo 36 afios en el lapso de 1972-2008 (Fasce et al., 2011). Del mismo
modo, en otras partes de Europa (Espafa, Francia, Suecia y Suiza) la especie
ha incrementado o bien mantenido sus poblaciones en la Ultimas décadas
(Fasce et al., 2011).

En Africa, la poblacién mas tropical de Aguila real esta en Etiopia,
donde se redujo por accién del cambio de uso de suelo y crecimiento de los
asentamientos urbanos, pasando de ocupar siete sitios de anidamiento a solo
tres reportados en el Parque Nacional Montafias Bale (Clouet y Barrau, 2015).
En otras regiones al oeste de Africa en Mali y Niger, una pequefia y aislada
poblacién en el Sahara parece mantenerse, aunque sin registros de individuos
juveniles (Thiollay, 2006).

El panorama en Asia en general es de poblaciones de Aguila real

disminuidas. En China la tendencia poblacional es de disminucién rapida,



debido a diversos factores como la captura para la domesticacion, alimento,
envenenamiento por pesticidas, etc. (Ming et al., 2010). Mediante la
evaluacion de la reproduccion por el conteo de nidos y polluelos, Ming et al.
(2012) encontraron que la estabilidad de la poblaciéon esta comprometida y
que, afo con afo, se reduce la densidad poblacional. En Japén, la poblacién
ha disminuido y su densidad es muy baja, reportandose alrededor de 175
parejas reproductivas (Takeuchi et al., 2006).

Por otro lado, la poblacion de Aguila real en el oeste de Estados Unidos,
Alaska y Canada se mantiene estable (Millsap et al., 2013). Sin embargo, en
el este de Estados Unidos ha disminuido drasticamente (Bechard y McGrady,
2002). En México el escenario poblacional del Aguila real es desalentador por
la fragmentacion del habitat y las amenazas a las que esta expuesta, como el
envenenamiento, electrocucion y choque con generadores eolicos. A pesar de
esta situacion, parece existir una recolonizacion de los estados surefios de
Guerrero y Oaxaca (De Le6n-Giron et al., 2016).

Estudios genéticos y moleculares

Uno de los primeros estudios genéticos realizados para Aguila real es el de
Masuda et al. (1998), quienes evaluaron la variacion genética y la distribucion
de los haplotipos de la regidén control en Japon, Corea y China, y concluyeron
que todos los individuos evaluados forman parte de una metapoblacién que
se fragmenté recientemente. Por otro lado, en Europa central, Suchentrunk et
al. (1999) usaron 31 sistemas enzimaticos para analizar la diversidad genética
dentro y entre poblaciones, y encontraron que el nivel de heterocigosidad

esperada (He=0.034) esta dentro del intervalo que presentan otras especies



de aves que no se encuentran amenazadas (He=0.0-0.158), aunque por
debajo del promedio He=0.06. Sin embargo, la tasa de polimorfismo
(P99%=10.8) y el numero promedio de alelos (A=1.11) indican una variabilidad
genética reducida en ese marcador. Aunque el valor de heterocigosidad en
proporcion de los sitios polimorficos (H/P; Hartl & Pucek, 1994) de la poblacién
estudiada es de 0.41, lo cual indica que la diversidad genética se ha
conservado a pesar de un tamafio efectivo poblacional y de una densidad
poblacional bajos. En las Islas Britanicas, la especie sufri6 un proceso
demografico que hizo desaparecer algunas poblaciones. En virtud de lo
anterior, recientemente se realizé un analisis de la diversidad genética actual
e histérica mediante 13 loci microsatelitales”®, comparando 172 individuos
contra 79 muestras de museo. Los resultados indican que la poblacién sufrié
un cuello de botella ancestral y se atribuy6 a la fragmentacion de la poblacién
inicial de Europa continental que colonizé las Islas Britanicas (Bourke et al.,
2010).

Por su parte y en un nivel mas amplio de la distribucion, Nebel et al.
(2015) analizaron la filogeografia de la especie a través de diversas y amplias
regiones de Europa, Asia continental, Japon y Norteamérica, mediante el uso
de la RC del ADNmt y encontraron que existen dos haplo-grupos que
corresponden a dos regiones geograficas (region Mediterranea y Holartica) y
que tales linajes mitocondriales son producto de los dos refugios que
permitieron la supervivencia de la especie durante la ultima era glacial.

En Norteamérica existen multiples estudios para el Aguila real que

utilizan algunos marcadores moleculares. Sonsthagen et al. (2012) evaluaron
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la diversidad genética en las islas del Canal en California, Estados Unidos, a
partir de nueve microsatélites nucleares y de la RC del ADNmt, logrando
determinar el sentido del flujo genético entre las poblaciones insulares y de la
region continental obteniendo un mapa de distribucion de los haplotipos,
contribuyendo al conocimiento la distribucion de la diversidad genética de la
especie y en particular de la poblacion norteamericana.

En aflos mas recientes, Doyle et al. (2016) mediante el uso de 162
SNP’s lograron identificar tres poblaciones de Aguila real en Estados Unidos,
una en California, otra en el este de Estados Unidos y una tercera en el oeste
de Estados Unidos y Alaska, asi también encontraron alta afinidad genética
entre las poblaciones de Alaska y la de California. Los mismos autores,
observaron que los valores de heterocigosidad de 159 SNP’s autosomicos (de
los 162 SNP’s se descartaron dos que son mitocondriales y uno mas que es
un marcador de sexo) entre adultos y juveniles son distintos, siendo mayores
en los adultos que en los juveniles. Los autores discuten que tal valor medio
de heterocigosidad puede estar asociado con la viabilidad, pudiendo tener un
efecto negativo en los juveniles.

Por su parte, Craig et al. (2016) empleando 36 microsatélites lograron
diferenciar dos poblaciones de Aguilas reales de Norteamérica a pesar de que
dichas poblaciones presentan alta conectividad, pero la RC del ADNmt, no fue
informativa, por lo que dichos resultados sugieren que la capacidad de
detectar diferenciacion entre poblaciones es dependiente del conjunto de
marcadores moleculares. Los autores argumentan que el grado de flujo

genético detectado pudo deberse a las reintroducciones en el este de



11

Norteamérica a partir de individuos provenientes del oeste, asi como a la
pérdida del habitat que contribuye a una mayor dispersién y ampliacion del
habito hogarefio y, por tanto, mayor conectividad entre esas regiones.
Ademas, estos autores sugieren que el nimero de marcadores genéticos
nucleares deberia ser mayor para posteriores andlisis poblacionales y la
distincidon del origen de individuos entre residentes o migrantes durante el
invierno.

Judkins y Van Den Bussche (2017), analizaron el patrén de variacion
genética y filogeografica del linaje holartico (neartico) en Norteamérica y
mediante la RC del ADNmt, muestran que existe una expansion poblacional y
alta diversidad genética, asi también un flujo genético moderado entre ambos
linajes (holartico y mediterraneo).

A pesar de la existencia de estudios genéticos como los antes referidos
para la region de Norteamérica, en ninguno de ellos se utilizaron muestras
provenientes de México.

Genomas mitocondriales de especies relacionadas

Las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva son cada vez mas utilizadas
por grupos de investigacion alrededor del mundo y aplicadas a distintas areas
de la genémica animal debido a su increible poder de generar datos y de
proyeccién de su uso en el futuro (Pareek et al., 2011). Los analisis utilizando
el genoma mitocondrial completo, ademas de ser utiles para estudios
filogenéticos y ayudar a resolver incertidumbres en las filogenias, permiten
conocer los re-arreglos estructurales que presentan los mitogenomas,

sirviendo estos a su vez como marcadores moleculares (Haring et al., 2001).
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Una de las ventajas de la implementacion del genoma mitocondrial completo
en estudios de tipo ecologico-poblacional, es que brinda resultados mas
solidos que si solamente se analizan unos pocos genes como comunmente
ocurre, al considerar una mayor cobertura del genoma y, por tanto, una mayor
diversidad de nucleétidos (Angeloni et al., 2012).

En este contexto, existen varios estudios que reportan genomas
mitocondriales completos para diversas especies de la familia Accipitridae,
donde se incluye A. chrysaetos, y que se muestran en la Tabla I.

Tabla I. Genomas mitocondriales de especies de la familia Accipitridae, se
muestra la longitud en pares de bases, el numero de genes dentro del genoma

mitocondrial, si contienen la regién control y la pseudo region control, el
método de obtencion del genoma mitocondrial y la referencia.

Longitud Numero RCy

Especie Método Referencia
pb de genes YRC

Buteo buteo 18,674 37 Si PCR Haring et al., 2001
Accipiter virgatus 17,952 37 Si PCR Song et al., 2015
Aquila fasciata 18,513 37 Si PCR Jiang et al., 2015
Buteo lagopus 18,559 37 Si PCR Jiang et al., 2015

Accipiter gularis 17,917 37 Si PCR Liu et al., 2017
Gyps himalayensis 17,381 37 Si PCR Jiang et al., 2019

Cabe mencionar que todos los genomas mitocondriales mencionados
anteriormente fueron obtenidos mediante la amplificacion por PCRA de poco
mas de una decena de fragmentos entre 11-13, que posteriormente fueron
unidos para circularizar la molécula del genoma mitocondrial.

Doyle et al. (2014) obtuvieron por primera vez el genoma nuclear de un
Aguila real proveniente de la regién central de California, Estados Unidos,

mediante secuenciacion de nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés)
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en la plataforma ILLUMINA HiSeq 2000, sin embargo, dicho genoma nuclear
no fue anotado. En el presente estudio, ademas de ensamblar y anotar el
genoma mitocondrial, se comprobé el grado de sintenia, es decir, el orden
conservado de bloques gendmicos (Ghiurcuta y Moret, 2014). Se calculo y
comparé la diversidad genética mitocondrial con las distintas secuencias
disponibles en el GenBank (CO I, Cyt b, ND 2, yRC, RC y el mitogenoma) vy,
también, se determinaron las relaciones filogenéticas entre los individuos de
Baja California con los registros publicados en el GenBank (CO I, Cyt b, ND

2, YyRC, RC y el mitogenoma).
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ll. JUSTIFICACION

El Aguila real es el ave representada en la bandera de los Estados Unidos
Mexicanos y el escudo nacional, y pertenece a la parte prehispanica de la
historia que da origen a esta nacién. Esto convierte al Aguila real en una
especie con alto valor simbdlico y cultural. Ademas, tiene gran importancia
ecologica, ya que es un ave rapaz de gran tamafio y un depredador tope en
las tramas tréficas del ecosistema, por lo que representa una especie
indicadora de la calidad y estabilidad de los ecosistemas debido a la gran
susceptibilidad al desequilibrio ecologico. De esta manera, resulta factible
delimitar potenciales areas naturales protegidas, en funcion del ambito de
distribucion de la especie y de sus presas potenciales.

El Aguila real presenta una distribucién amplia en el hemisferio norte y
las poblaciones mexicanas representan el limite mas surefio de la distribucion
en el continente americano. Por la cercania de las poblaciones de California,
Estados Unidos y Baja California, México, la conectividad geogréfica de los
ecosistemas en ambos estados, la capacidad de migracién de los individuos
y el comportamiento de los individuos durante su etapa juvenil hace pensar
que formen una misma poblacién, sin embargo, no existen estudios que
confirmen lo anterior. El presente estudio representa la generacién de datos
genéticos que ayudard a entender la relacién entre los individuos de A.
chrysaetos del noroeste de Baja California, México y los de California, Estados
Unidos. Ademas, con la informacion generada se proporcionaran datos que
ayuden a la elaboracion de programas de conservacion de la especie a nivel

internacional.
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lIl. HIPOTESIS

La alta capacidad de dispersion de las Aguilas reales a través de California,
Estados Unidos y de Baja California, México y la falta de barreras pre y pos-
cigoticas, presuponen una conectividad genética entre los individuos de
ambas regiones geograficas, por lo que se espera que conformen un mismo

linaje mitocondrial.

IV. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL
e Ensamblary anotar el genoma mitocondrial de seis individuos de Aguila
real (Aquila chrysaetos) provenientes del noroeste de Baja California,
México y establecer sus relaciones filogenéticas con otras secuencias

de genes mitocondriales y el mitogenoma reportados en el GenBank.

IV. 2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Ensamblar por referencia el genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos.

2. Ensamblar de novo el genoma mitocondrial de A. chrysaetos.

3. Anotar los genes y elementos de los genomas mitocondriales obtenidos
en A. chrysaetos.

4. Reconstruir las relaciones filogenéticas intra especificas de A.
chrysaetos entre los mitogenomas obtenidos y los registros de
secuencias mitocondriales de los genes CO |, Cyt b, ND 2, yRC y RC
disponibles en el GenBank.

5. Evaluar la diversidad genética mitocondrial de A. chrysaetos a partir de

los genes CO I, Cyt b, ND 2, yRC, RC y el mitogenoma.
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V. METODOLOGIA

V.1 Origen de las muestras

Las muestras de tejido de seis Aguilas reales fueron obtenidas de la Coleccion
de Ornitolégica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autbnoma de
Baja California (Figura 2; Tabla Il). Las seis muestras pertenecen a individuos
catalogados dentro de la coleccion, de los cuales se posee informacion de las

coordenadas exactas, localidades de recolecta, tipo de tejido de las muestras,

identificadores de secuenciacion y numeros de catalogo de la colecciéon (Tabla

).

Figura 2: Localizacion geografica de los individuos estudiados de Aquila
chrysaetos.
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Tabla Il. Datos de la procedencia de los ejemplares de Aquila chrysaetos,
numeros de identificacion y tejidos utilizados para la extraccion y posterior
secuenciacion del ADN, n-d no disponible.

Identgicador .# Localidad Fecha de Tejido para
e catalogo d s . Coordenadas
. e colecta colecta secuenciacion
secuenciacion UABC
UABC- Rosarito, 32°22'14.2" N
Ach 1 820 BC.(zona oY1 Cojinete  117°0252.8" W
urbana)
Rosarito, 32°20'32" N
ach2 U5 BC.(zona VMY Cojinete  117°0322'W
centro)
Ensenada,
B.C. (Ojos o "
31°51'37.7" N
Ach 3 Ufg‘)%g- Cl;lr?]?;gsa 18/se3p/201 Cojinete 116°16'16.3" W
Ejido
Uruapan)
Ensenada,
B.C. Bahia
de San 30°28'54.8" N
Ach 4 UASST quintin 207200 cojinete 115°58'53.4" W
frente a
Molino
Viejo)
Ensenada,
B.C. (Ojos oE A" "
31°51'40.4" N
aons RO ees, 20T Cojnee T167T617 0'W
El
Ranchito)
Sin Ensenada, 32°09'27.46" N
Ach 6 nGmero B.C. n-d Sangre/ 116°27'42.68"
catalogo . (Rancho Plumas W
P 14 Bellota)

V.2 Extracciéon del ADN

El tejido de los individuos Ach 1 a Ach 5 se obtuvo de los cojinetes de las patas

(musculo), y el ADN se extrajo mediante el método de purificacién de acidos

nucleicos por precipitacion salina diferencial (Aljanabi y Martinez, 1997),

mientras que para la muestra Ach 6 se utilizaron plumas y el ADN se extrajo
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mediante el kit Qiagen Blood & Tissue. En ambos casos se evalué la calidad
y cantidad del ADN extraido mediante espectrofotometria con Nanodrop v,
para las muestras Ach 1-5, adicionalmente mediante electroforesis” en gel de

agarosa.

V.3 Secuenciaciéon del genoma de Aquila chrysaetos

Una vez extraido el ADN se prepararon las librerias para la secuenciacion de
tipo “shotgun™, lo cual significa que se secuencioé tanto el ADN nuclear como
el mitocondrial. Los insertos obtenidos fueron de entre ~250 hasta ~700 pares
de bases (pb). La secuenciacion fue por extremos pareados o paired end” (en
ambos sentidos, 5’ a 3’y 3’ a 5’), produciendo dos archivos por cada individuo
secuenciado, es decir un archivo r1 de secuencias forward (en sentido 5’ a 3’)
y otro archivo r2 de secuencias reverse (en sentido 3’ a 5’). La secuenciacion
se llevo a cabo en dos plataformas distintas.

Las muestras Ach1-5 se secuenciaron en la plataforma ILLUMINA
MiSeq V.3 (Georgia Genomics and Bioinformatics Core GGBC), mientras que
para el ejemplar Ach 6 se secuencié en un ILLUMINA HiSeq 4000 (Oklahoma
Medical Research Foundation Clinical Genomics Center). El rendimiento de
produccion de datos de secuenciaciéon de ambas plataformas resulta ser
adecuado para aplicaciones de ensamble® de genomas de novo (Glenn,
2011). La longitud de las secuencias de las muestras Ach 1-5 fue de entre 6 a

301 pb, mientras que la para la muestra Ach 6 fue de 35 a 151 pb.

V.3.1 Preprocesamiento

Todos los andlisis se realizaron en un ordenador portatil con sistema operativo

Ubuntu 18.04 (basado en Linux), un procesador de 8 nucleos, 4.1 GHz de
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frecuencia maxima y 32 gb de memoria RAM, y 1 Tb de memoria de
almacenamiento.

Los archivos de lecturas crudas (obtenidas directamente del
secuenciador) estan en un formato llamado fastq (.fastq), el cual es
ampliamente utilizado en analisis bioinformaticos y permite su facil tratamiento
con un gran numero de software libres. El formato fastq de secuencias
(lecturas de secuenciacion) se compone de cuatro lineas con informacion de
cada una de las lecturas del ADN. La primera linea contiene el encabezado
de la secuencia y comienza con el caracter “@”, este caracter indica que, a
partir de alli, hay un nuevo registro de secuencia, seguido de eso, una
descripcion e identificador de la secuencia. La segunda linea contiene la
secuencia de nucledétidos que el secuenciador leyo en dicha secuencia de
ADN, es decir las letras “A”, “C”, “G” 6 “T”. En caso de que no se haya leido
correctamente una de las bases de la secuencia de ADN y el secuenciador no
haya asignado una letra correspondiente a una de las bases nucleotidicas,
entonces habra una “N”. La tercera linea de dicho formato comienza con un
“+” seguido de un identificador de secuencia que no siempre se encuentra.
Dicho caracter indica que alli termina la linea anterior y comienza la siguiente
linea, que contendra el mismo orden de caracteres que la anterior. Por ultimo,
la cuarta linea del formato contiene la informacion de calidad de secuencia de
cada uno de sus nucleétidos leidos, dicha linea contiene multiples caracteres
codificados para cada uno de los valores del nivel de calidad en la escala
Phred. Este valor indica la probabilidad de error de lectura, en otros términos,

que dicha base no fue un error de secuenciacion.
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El primer paso del preprocesamiento de las secuencias consistié en el
analisis de la calidad QS (Quality Score, por sus siglas en inglés) y longitud
de las secuencias, la presencia de secuencias sobre-representadas, los
adaptadores de secuenciacion, etc. Los reportes de calidad de las secuencias
crudas” se observaron con el programa FastQC (Andrews, 2010) y sirvieron
como punto de partida para continuar con el tratamiento disefado
individualmente para cada uno de los archivos de secuencias provenientes de
cada individuo de Aguila real. Los reportes de calidad muestran un resumen
de todas las categorias evaluadas y clasifica el estatus de calidad de cada
categoria por un codigo de color, en el cual, el color verde corresponde a un
estatus de calidad “adecuado”, anaranjado para un estatus de calidad de
“atencion” y en rojo para un estatus de calidad “malo” (Andrews, 2010).

El tratamiento posterior al analisis de los reportes de calidad consistio
en filtrar las secuencias por su QS y longitud minima, retirar los adaptadores
de secuenciacion y las secuencias sobre-representadas. Para alcanzar un
nivel adecuado de calidad de las secuencias se aplicé un tratamiento estandar
mediante el software Trimmomatic (Bolger, Lohse, y Usadel, 2014) que
consisti6 de cuatro pasos. El primer paso retira los adaptadores de
secuenciacion, puede ser configurado para retirar las secuencias que se
encuentran sobre-representadas y se realiza con la funcién ILLUMINACLIP.
El segundo paso descarta aquellas secuencias cuyo valor medio de calidad
QS se encuentre por debajo de 30 QS con la funcion AVGQUAL. El tercer
paso evalua la calidad media de las secuencias mediante una ventana

deslizante que promedia el valor QS de dicha ventana y retira los fragmentos
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que se encuentran por debajo de 25 de QS con la funcion SLIDINGWINDOW.
El cuarto y ultimo paso estandar MAXINFO hace una limpieza aun mas
estricta, balanceando entre conservar secuencias de una longitud muy
grande, pero con poca exactitud o bien secuencias cortas con mucha
exactitud de lectura. Este paso se configuré para conservar secuencias de, al
menos 100 pares de bases y con una tendencia a conservar secuencias mas
largas con un valor de 0.3 (dicho valor en la funcion va de 0 a 1, donde valores
cercanos a 0 favorecen secuencias largas y valores cercanos a 1 a secuencias
con mucha exactitud).

El tratamiento aplicado al ejemplar Ach 6 de Aguila real es una version
ampliada y modificada al tratamiento estandar debido a la baja calidad de
secuencias que presento aun con el tratamiento aplicado a las otras muestras
y por la naturaleza de las lecturas producidas por provenir de una plataforma
de secuenciacion distinta. La modificacion consistio en la aplicacion de la
funcién SLIDINGWINDOW, en la cual, el valor de calidad se modifica en la
funcién MAXINFO a 27 de QS, y la tendencia de conservacion de secuencias
de gran longitud y muy exactas esta equilibrada con un valor de 0.5. Ademas
se anadieron las funciones LEADING y TRAILING; la primera, remueve bases
que tengan un valor de calidad por debajo del especificado (27 QS) del inicio
de la lectura; la segunda, remueve bases del extremo final de las lecturas cuyo
valor de calidad se encuentre por debajo de 27 QS.

Posterior al preprocesamiento de las lecturas crudas, los archivos de
secuencias se usan, en dos estrategias para el ensamble de los genomas

mitocondriales, la estrategia por referencia y la de novo (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de flujo de los pasos a seguir y el software principal que
se utilizara partiendo de las secuencias crudas hasta el llamado de variantes
genéticas y la anotacion y construccion del genoma mitocondrial. En verde se
ilustra el preprocesamiento de las secuencias, en azul la estrategia de
ensamble por genoma de referencia y en rojo la estrategia de ensamble de
novo.

Objetivo 1

V.3.2 Ensamble por referencia del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos

Los archivos de lecturas limpias?, después del preprocesamiento, se tomaron
directamente para la realizacién de los ensambles por referencia, también
llamados mapeos”. El programa utilizado fue Bowtie2 version 2.3.4.2
(Langmead y Salzberg, 2012), el cual crea indices de los genomas de
referencia (mediante el algoritmo® FM-Index”) y posteriormente mapea las
lecturas paired-end (mediante el algoritmo de la transformada de Burrows-
Wheeler?) de cada uno de los individuos. El genoma mitocondrial de
referencia implementado fue de la misma especie A. chrysaetos con un
numero de acceso en GenBank de KF905228. Este programa permite realizar

la tarea de ensamblar genomas por referencia utilizando equipo de computo
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con relativo bajo poder, ya que resulta ser eficiente en el alineamiento”® de
secuencias cortas y ha sido implementado en la circularizacion de
mitogenomas de vertebrados (Machado et al., 2018).

Objetivo 2

V.3.3 Ensamble de novo del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos

El ensamble de novo de los genomas mitocondriales de las muestras Ach 2
a Ach 6 se llevdé a cabo con el pipeline® A5-miseq (Coil et al., 2015). El
ensamble es un proceso automatizado que consta de 5 pasos; (1) limpieza de
las lecturas: las lecturas son filtradas por su valor de calidad y, ademas, se
remueven los adaptadores de secuenciacion; (2) ensamble de contigs”: se
toman las lecturas limpias y se crean contigs de una longitud mayor a la de
las secuencias originales; (3) creacion de scaffolds” (porciones de secuencias
gendmicas construidas a partir de contigs) crudos: se arman scaffolds a partir
de los contigs creados anteriormente con parametros de funcionamiento
permisivos, es decir, con longitudes de insertos variables; (4) correccion de
ensambles incorrectos: aquellos ensambles incorrectos son detectados a
través de los pares de secuencias que no se encuentran mapeados respecto
a una distancia esperada y entonces son descartados; (5) ensamble final de
scaffolds: se arman nuevos scaffolds con parametros astringentes, en este
proceso se corrigen las regiones donde se encontraron los contigs incorrectos
y por ultimo se hace un resumen estadistico del ensamble.

La muestra Ach 1 se analiz6 con el software Velvet en su version 1.1
(Zerbino y Birney, 2008). Tal software incluye un conjunto de algoritmos que

construyen el ensamble de genomas a partir de los gréaficos de Brujin®, estos
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graficos ayudan a resolver errores y repeticiones. El utilizar un software
distinto para realizar el ensamble de novo del individuo Ach 1 es consecuencia
de que al implementar el software (pipeline A5-miseq), las capacidades del
equipo de computo fueron superadas y el proceso se detuvo imprevistamente.
Objetivo 3

V.3.4 Anotacién del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos

La anotacion® de los genomas mitocondriales fue a partir de los scaffolds
obtenidos de los ensambles de novo. La determinacion de los scaffolds que
contienen informacién del genoma mitocondrial se realiz6 aplicando una
busqueda con la herramienta BLASTA (Basic Local Aligment Search Tool) de
la pagina web del NCBI (National Center for Biotechnology Information) a los
scaffolds de mas de 4 Kpb (kilo pares de bases), posteriormente se alinearon
en caso de ser necesario para alcanzar una mayor cobertura® del genoma
mitocondrial, tomando en cuenta la longitud del genoma de referencia utilizado
anteriormente (acceso GenBank KF905228). Después, se implementé
RNAweasel  (http://megasun.bch.umontreal.ca/RNAweasel/) para Ila
identificacion de ARNt's (ARN de transferencia), ARNr's (ARN ribosémico) e
intrones y a su vez, MFannot (http://megasun.bch.umontreal.ca/RNAweasel/)
para la identificacion de proteinas y los marcos abiertos de lectura (secuencias
cuya longitud es divisible entre tres y que estan delimitadas por codones” de
paro, (Sieber et al., 2018) de los genomas mitocondriales.

Adicional a la anotacion anterior, se utilizd el servidor web MITOS
(Bernt etal., 2013). Tal servidor, alojado en la Universidad Leipzig en

Alemania, implementa un conjunto de procesos en flujo automatizados y
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ayuda al usuario en la anotacién de genomas mitocondriales de metazoos de
novo y de forma estandarizada en cuanto a nombres de genes, estructuras
secundarias de ARNt y ARNr y uso de codigo genético.

Al final del proceso de anotacion, se hizo una curacién manual de las
anotaciones para revisar los seis marcos de lectura existentes, con el uso del

software UGENE (Okonechnikov et al., 2012).

V.3.5 Construcciéon del mapa del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos

El software Genome Vx (Conant y Wolfe, 2008) se utilizé para crear el mapa
del genoma mitocondrial del Aguila real, a partir de la secuencia obtenida del
ensamble de novo y de las coordenadas de inicio y termino de cada elemento

génico anotado dentro del genoma mitocondrial del individuo Ach 6.

V.4 Andlisis del grado de sintenia

Se realizd un andlisis de la sintenia” (patrén de distribucion de los genes en
un cromosoma (Rodelsperger y Dieterich, 2010)) entre el genoma mitocondrial
de Aguila real reportado por Doyle etal., (2014) y el nuevo genoma
mitocondrial ensamblado en este estudio. Dicho analisis se llevé a cabo con
el software MAUVE (Darling, 2004), el cual identifica y alinea los elementos
gendmicos conservados y determina el arreglo global de la estructura de

dichos elementos genémicos.

V.5 Comprobacién experimental de la anotacién

Debido a que en la anotacion del ensamble de novo la proteina NADH 3
aparecio dividida en dos fracciones y dicha caracteristica no esta reportada

en el mitogenoma descrito por Doyle etal., (2014), se requirid6 una
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comprobacidén experimental mediante una amplificacion por PCR y su
posterior secuenciacion SANGER.

El disefio de cebadores se hizo a partir del ensamble de novo y usando
el programa Primer-BLAST del NCBI. Se disefiaron dos pares: ND3Ach-1
(5’GCCTGATACTGGCACTTCGT3 y 3 CGGTGGGTCAGATTGATAGGGY')
que genera un fragmento de 716 pb y ND3Ach-2
(5’CTTCTTCGTCGCTACAGGCT3 y ITTAAGTGGGTTCGGTGGAAGGY’)
que genera un fragmento de 774 pb.

Para la amplificacién por PCR se utilizaron ocho muestras de Aguila
real de la Coleccion Ornitologica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Autonoma de Baja California. Tales muestras corresponden a los seis
individuos utilizados para la secuenciacion (aunque se tuvo que extraer
nuevamente ADN porque todo fue utilizado para la secuenciacion) y dos
muestras extra que no forman parte en este estudio. Se tomaron muestras de
tejido muscular de seis ejemplares, plumas de una muestra y sangre de otra.
La extraccion del ADN se llevé a cabo mediante el protocolo de extraccion
HOTSHOT (Truett et al., 2000) y se purificd con el kit DNA 1Q System Promega
siguiendo las especificaciones del fabricante.

Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las siguientes: 6 minutos
94°C, 35 ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y extensién a 94°C durante
30 segundos, 51°C durante 30 segundos y a 72°C durante un minuto y medio
respectivamente, una etapa de elongacion final a 70°C por 7 minutos y una

etapa final de conservacion a 15°C.
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Los fragmentos amplificados fueron enviados para secuenciacion a la
compania SegXcel.inc en San Diego, California y analizados con el equipo

ADN ABI PRISM® 3130xI Genetic Analyzer.

V.6 Llamado de SNP’s e INDEL’s (inserciones/deleciones) en el genoma

mitocondrial de Aquila chrysaetos

El llamado de SNP’s A e INDEL’s* (o llamado de variantes) es el proceso por
el cual se identifican las variantes génicas de una secuencia por comparacion
contra un genoma de referencia (EMBL-EBI, 2019). El llamado de SNP’s e
INDEL’s se hizo con el programa SAMtools (Li, 2011), que identifica cada SNP
e INDEL vy los filtra por su valor de calidad. EI genoma de A. chrysaetos
reportado por Doyle et a. (2014) se tom6é como referencia para hacer el
llamado de SNP’s e INDEL’s de los seis genomas ensamblados en este
trabajo.

Una vez hecho el llamado de SNP’s e INDEL's se filtraron por calidad
del llamado de las variantes identificadas (Qs) descartando aquellas con un
valor inferior a 20 Qs y por la profundidad de dicha variante, conservando
aquellas con al menos 5X de profundad (Li, 2011). A falta de una forma
estandarizada de filtrado de SNP’s e INDEL's, cada una fue evaluada
manualmente en funcién del comportamiento del ensamble por referencia,
conservando aquellos SNP’s e INDEL's donde al menos la mitad de las
lecturas alineadas presentara el cambio y corroborando su existencia en al
menos otro individuo (Fridjonsson et al., 2011) cuando los valores de calidad
del llamado Qs y/o la profundidad de la variante estuvieran cerca de los

valores minimos establecidos.
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Objetivo 4

V.7 Reconstruccion de relaciones filogenéticas de CO |, Cyt b, ND 2, wRC,

RC v el mitogenoma

Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron con secuencias recuperadas
del GenBank y las propias de este estudio. Las secuencias del gen CO |
utilizadas fueron 16 en total, seis procedentes de Baja California (propias de
este estudio), cinco de Norteamérica (Estados Unidos y Canada), cuatro de
Europa y una de Asia. Las secuencias del gen Cyt b fueron 17 en total, seis
de Baja California, tres de Norteamérica y ocho de Europa. Las secuencias
del gen ND 2 fueron ocho en total, 6 de Baja California y dos de Norteamérica.
Las secuencias de la yRC fueron 14 en total, seis de Baja California, una de
Norteamérica, una de Europa y seis de Asia. Las secuencias de la RC fueron
76 en total, seis de Baja California, 13 de Norteamérica, 37 de Europa y 20 de
Asia. Con el mitogenoma completo se utilizaron ocho secuencias en total, una
secuencia es el genoma de referencia KF905228 (Doyle et al., 2014), seis son
las obtenidas en este estudio y una secuencia mas corresponde a Aquila
heliaca (como grupo externo) con numero de acceso GenBank KU6446835.
Se realizaron alineamientos multiples para las secuencias del genoma
mitocondrial y de las secuencias de cada uno de los genes y regiones génicas
antes mencionados, todo ello mediante el algoritmo MAFFT 7 en su versidn
en linea con los parametros default (Katoh et al., 2017). Las regiones no
conservadas entre las secuencias de los alineamientos multiples fueron
retiradas con el uso del programa en linea Gblocks con los parametros default

(Castresana, 2000).
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Se determind el modelo de sustitucion nucleotidica y la tasa de
mutacion, mediante el programa JModelTest (Posada, 2008), tomando en
cuenta el criterio de informacion bayesiano (BIC por sus siglas en inglés). Se
emplearon tres métodos distintos para la construccidon de las relaciones
filogenéticas de cada uno de los genes mencionados anteriormente y del
genoma mitocondrial completo.

El primer método es el de maxima verosimilitud® (MV; Felsenstein,
1981) realizado con el programa PhyML en su version 3.0. (Guindon et al.,
2010). Los parametros del modelo de sustitucion fueron modificados a partir
de los resultados del programa JModelTest para cada gen y regidén y el
genoma mitocondrial. En el apartado de busqueda de topologia del arbol, se
configurd a la opcion “best of NNI and SPR”, la cual estima la topologia del
arbol mediante dos algoritmos (NNI y SPR), el primero es un algoritmo de
busqueda de topologias de arbol que maximiza la probabilidad y su principal
ventaja es que es mas veloz, mientras que el segundo algoritmo poda y
reescribe los sub-arboles hasta encontrar la mejor topologia pero su
desventaja es que es lento, También se modificd la opcion del soporte de los
nodos y, se establecié un valor de bootstrap” de 1000 iteraciones. El segundo
método, el de inferencia filogenética bayesiana” fue realizado a través del
programa MrBayes (Ronquist et al., 2012), implementando cuatro cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC) con un total de seis millones de generaciones,
muestreando cada 500 generaciones y un valor de burn in de 600,000
generaciones para alcanzar el estado estacionario (Lerner y Mindell, 2005). El

tercer método, el de Neighbor-Joining” se realiz6 a través del software MEGA
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X (Kumar et al., 2018), siendo el modelo de sustitucion utilizado el de Kimura
de dos parametros, y se establecié un valor de bootstrap de 1000 réplicas.
Los resultados de los tres métodos se visualizaron con el programa
FigTree 1.4 (Rambaut, 2009), se estimaron los valores de bootstrap de nodos
para los métodos de maxima verosimilitud y Neighbor-Joining, asi como el
valor de probabilidad de los nodos para el método de inferencia filogenética
bayesiano.
Objetivo 5

V.8 Anédlisis de diversidad genética mitocondrial

La diversidad genética se puede calcular en funcién de ciertos valores que
expresan la rigueza de haplotipos?, es decir el conjunto de variantes de tipo
SNP dentro de una secuencia y que a su vez varian de un individuo a otro
(Nature Education, 2014) o bien la riqueza nucleotidica, que no es mas que el
namero promedio de diferencias de nucleétidos entre pares de secuencias
(Neiy Li, 1979).

Se utilizaron los alineamientos de secuencias antes descritos (en la
seccion V.7 de la reconstruccion de las relaciones filogenéticas) para realizar
el analisis de diversidad genética por genes, regiones y mitogenoma. Los
alineamientos de bloques conservados fueron la base para estimar los sitios
segregantes, el numero de haplotipos, la diversidad de haplotipos y
nucleotidica y el niumero de diferencias entre secuencias. Tales valores de
diversidad genética se estimaron con el programa DnaSP 6 (Rozas et al.,

2017)



31

VI. RESULTADOS

VI.1. Extraccion del ADN

Las muestras Ach1-5 presentaron una alta concentracion de ADN, la mas baja
correspondio al individuo Ach 6 con 19.3 [ng/ul] y la mas alta de 372.6 [ng/ul]
al individuo Ach 5 (Tabla Ill). Las relaciones 260/280 y 260/230 se calcularon
para todos los individuos excepto para Ach 6. El valor de la relacién 260/280
fue adecuado (~1.8). Cuatro de los cinco individuos tienen una relacion
260/230 por debajo de lo deseable (~2.0), como en el individuo Ach 5 con
1.32, lo que hace pensar que dichas muestras de ADN se encuentran
ligeramente contaminadas por sales debido al método de extraccion de acidos
nucléicos empleado. También se evaluo la integridad de ADN mediante gel de
electroforesis (Figura 1 del Anexo 1).

Tabla Ill. Resultados de la evaluacion de la calidad del ADN de la extraccion
de las muestras de los individuos de Aquila chrysaetos y cocientes de la
calidad de ADN [ng/ul]: concentracion en nanogramos por microlitro; 260/280:
relacion de absorbancia que indica la calidad de la muestra de ADN con
respecto a contaminantes como proteinas; 260/230: relacion de absorbancia

que indica la calidad de las muestras de ADN con respecto a contaminantes
como sales, fenoles y/o carbohidratos; n-d: no disponible.

Individuo [ng/pl] 260/280 260/230
Ach 1 299.7 1.89 1.77
Ach 2 255.5 1.89 1.6
Ach 3 134.8 1.93 2.02
Ach 4 264.5 1.9 1.65
Ach 5 372.6 1.76 1.32

Ach 6 19.3 n-d n-d
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V1.2 Secuenciacion

La secuenciacion de A. chrysaetos genero dos archivos paired-end en formato
fastqgc para cada uno de los seis individuos. En la Tabla IV se muestran
estadisticos basicos producto de la secuenciacion.

El rendimiento de la secuenciacion fue muy dispar entre los individuos.
En general, la plataforma de secuenciacion ILLUMINA HiSeq 4000 (Ach 6)
tuvo la calidad de secuenciacion mas baja de todos, como se observa en el
reporte de calidad de secuencias generado (Tabla VI del Anexo 1). El numero
mas alto de secuencias generadas es de 3,613,918 y correspondio al
individuo Ach 1, mientras que el numero mas bajo de secuencias producidas
(599,935) al individuo Ach 4. Se observaron diferencias claras entre las dos
plataformas de secuenciacion utilizadas a nivel de la longitud de secuencia
producidas, donde las secuencias con ILLUMINA Miseq V.3 son de 301 pb e
ILLUMINA HiSeq 4000 produjo secuencias que van de 35 a 151 pb.
Tabla |V. Estadisticos basicos de los archivos de secuenciacion. r1: archivo
de secuencias forward en sentido 5’a 3’; r2: archivo de secuencias reverse en

sentido 3’a 5’; %GC: porcentaje del contenido de guaninas y citocinas en las
secuencias.

Individuo Lecturas Longitud de % GC % de secuencias con

totales lecturas adaptadores
Ach 1 3,613,918 301 r1: 47 % r1: 80 %
r2: 48 % r2: 70 %
Ach 2 839,211 301 r1:42 % r1: 40 %
r2: 43 % r2: 35 %
Ach 3 1,627,306 301 r1:47 % r1: 68 %
r2: 48 % r2: 58 %
Ach 4 599,935 301 r1:43 % r1: 58 %
r2: 44 % r2: 45 %
Ach 5 789,685 301 r1: 44 % r1: 55 %

r2: 45 % r2: 45 %
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Ach 6 3,490,423 35-151 r1: 50 % ri: 0%
r2: 50 % r2: 0 %

En las Figuras 4-7 se muestran los graficos de calidad de las
secuencias r1y r2 de los individuos cuyos numeros de secuencias producidas
fueron mayores (Ach 1 y Ach 6) y que representan las dos distintas
plataformas de secuenciacion implementadas.

El parametro principal de la calidad de las lecturas producidas en la
secuenciacion es el valor de calidad QS, porque el comportamiento de los
ensambles y analisis posteriores dependen mucho de él. La calidad de las
secuencias de cada uno de los archivos de secuencias sin importar de que
individuos se trate o bien de que archivo sea (r1 o r2), es muy variable a través
de la distribucion de la longitud de las secuencias. Los dos primeros tercios
de la distribucion de la longitud de las secuencias tienen valores de calidad
que van de aceptable a muy buena, es decir, por arriba de 20 QS, pero el
ultimo tercio de la distribucion de la longitud (las secuencias de mayor longitud
y por ende las mas deseables) tiene baja calidad y dicho valor esta por debajo
de 20 QS, incluso a un valor tan bajo como 2 QS encontrado en el individuo
Ach 6 (Figuras 6 y 7). Los graficos de calidad de ambos archivos (r1 y r2) de
secuencias de los individuos Ach 2-5 se pueden observar a detalle en las

Figuras 2-9 del Anexo 1.
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Valor QS
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Longitud de secuencia

Figura 4. Grafico que muestra el valor de calidad del archivo de secuencias r1
(forward) del individuo Ach 1 de Aquila chrysaetos.

Valor QS

1 10 30 60 100 150 200 250 300
Longitud de secuencia

Figura 5. Grafico que muestra el valor de calidad del archivo de secuencias r2
(reverse) del individuo Ach 1 de Aquila chrysaetos.
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Figura 6. Grafico que muestra el valor de la calidad del archivo de secuencias
r1 (forward) del individuo Ach 6 de Aquila chrysaetos.

Valor QS
=

10

1 10 30 60 100 150
Longitud de secuencia

Figura 7. Grafico que muestra el valor de la calidad del archivo de secuencias
r2 (reverse) del individuo Ach 6 de Aquila chrysaetos.
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V1.3 Preprocesamiento de las secuencias

Una vez hecha la limpieza de las secuencias se mejoraron todos los apartados
del reporte de calidad. Uno de los principales apartados es el de calidad de
las secuencias por base. En dicho apartado, el estatus final para todos los
individuos en ambos archivos (r1 y r2) de secuencias es adecuado (en color
verde). Otros apartados importantes que influyen mucho en la calidad de los
analisis posteriores son el apartado de secuencias sobre-representadas y el
de contenido de adaptadores. El estatus de calidad después de la limpieza
fue adecuado (Tablas I-VI que se encuentran en el Anexo 1).

En el apartado de distribucién de la longitud de las secuencias algunos
archivos se vieron afectados al retirar los adaptadores y las secuencias sobre-
representadas, por lo que pasaron de tener un estatus de calidad adecuado a
tener un estatus de atencidn. A pesar de que lo anterior parece ser un
retroceso en la calidad de las secuencias, es preferible tener secuencias mas
pequenas, pero sin el ruido que representan los adaptadores dentro de las
lecturas y también las secuencias sobre-representadas. La Tabla V muestra
el resultado final del proceso de limpieza y control de calidad de los archivos
de secuencias. En ella se encuentran el numero de pares de lecturas iniciales,
es decir el numero de secuencias pareadas totales generadas por el proceso
de secuenciacion, el numero de secuencias que pasaron el control de calidad

y el numero de secuencias descartadas.
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Tabla V. Numero de secuencias crudas y tratadas mediante el control de
calidad.

Individuo Secuerlic_ia.s Pares .de Secuencias

pareadas iniciales lecturas finales descartadas
Ach 1 3,324,579 3,251,746 72,833 (2.19%)
Ach 2 738,931 718,629 20,302 (2.75%)
Ach 3 1,364,493 1,335,053 29,440 (2.16%)
Ach 4 539,825 526,875 12,950 (2.40%)
Ach 5 695,574 681,055 14,519 (2.09%)
Ach 6 2,714,901 2,656,332 58,569 (2.16%)

VI1.4 Ensamble por referencia

La Tabla VI muestra el resultado del ensamble por referencia en términos de
la profundidad media del ensamble y del numero de lecturas alineadas, dicho
en otras palabras, aquellas lecturas que forman parte del genoma mitocondrial
y que coinciden con el genoma mitocondrial de referencia utilizado (acceso
GenBank KF905228).

Tabla VI. Reporte de lecturas alineadas con el ensamble por referencia.

Individuo Lecturas P_a_rejas _Tasa Eje Lgcturas Profunc!idad
totales utilizadas alineamiento alineadas media
Ach 1 2,977821 5,952,996 0.04 % 2,661 30.5
Ach 2 620,569 1,240,200 0.08 % 938 11.6
Ach3 1,163,205 2,325,548 0.04 % 873 11.9
Ach 4 462,693 924,052 0.15 % 1,350 18.0
Ach 5 585,488 1,169,902 0.09 % 1,083 14.6
Ach6 2,290,738 4,557,654 0.52 % 23,931 168.3

La Figura 8 muestra el ensamble por referencia para el individuo Ach 1.

En la parte superior de la figura se muestra la longitud del genoma
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mitocondrial de referencia de 17,332 pb. Por debajo de la longitud del genoma
de referencia se observa una region sombreada en gris a lo largo de todo el
genoma, dicha region presenta ciertas partes en colores que representan
cambios puntuales con respecto al genoma de referencia. Estos sitios son
altamente informativos por ser potenciales sitios de SNP’s o INDEL'’s. De los
individuos secuenciados por ILLUMINA MiSeq V.3, el ensamble por referencia
con mayor numero de lecturas corresponde al del individuo Ach 1, mientras
que el ensamble por referencia con la mayor tasa de alineamiento de
secuencias y con el mayor numero de lecturas alineadas es aquél del individuo
Ach 6 (secuenciado por ILLUMINA HiSeq 4000) con una tasa de 0.52% de
secuencias alineadas y un total de 23,931 lecturas que conforman el
ensamble.

En la Figura 9 se ofrece el ensamble por referencia del individuo Ach 6.
En este caso, se obtuvo una cobertura del 100%, es decir, no hay region del
genoma de referencia que no se encuentre representada por lecturas del
individuo Ach 6. Ademas, la profundidad® media del ensamble fue de 168.3X,

inclusive se observa una regién con una profundidad de 727X.
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Figura 8. Ensamble por referencia del genoma mitocondrial de Aquila
chrysaetos, para el individuo Ach 1 utilizando como referencia KF905228 del
GenBank.

Figura 9. Ensamble por referencia del genoma mitocondrial de Aquila
chrysaetos, del individuo Ach 6 utilizando como referencia KF905228 del
GenBank.

Al comparar los ensambles por referencia de los individuos Ach 1 y Ach
6 se observan grandes diferencias. Por ejemplo, la profundidad media del
ensamble de Ach 1 es de 30.5X, mientras que la profundidad media del

ensamble por referencia de Ach 6 es de 168.3X. El total de secuencias
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alineadas es mayor en el individuo Ach 6 a pesar de que el individuo Ach 1
tuvo un mayor numero de lecturas totales y de parejas de lecturas utilizadas
para realizar el ensamble por referencia. De la misma manera que se
comporta el ensamble por referencia de Ach 1, se comportan los individuos
Ach 2-5, incluso muestran una menor profundidad, menor numero de lecturas
totales y de parejas de secuencias utilizadas (Figuras 10-13 del Anexo 1). En
general, los ensambles por referencia de los individuos Ach 1-5 son poco
confiables porque el niumero de secuencias que conforman los ensambles por

referencia es bajo.

VI.5 Ensamble de novo

En la Tabla VIl se muestra el resultado del ensamble de novo de los seis
individuos secuenciados Ach 1-6. El individuo Ach 6 tuvo el mejor
comportamiento en ambos ensambles. La profundidad media del ensamble
de novo de Ach 6 es de 8.0X y el numero de scaffolds armados es el tercero
mas bajo con 2,532. Ademas, el scaffold mas largo generado (17,472 pb)
resultod ser el que contenia todo el genoma mitocondrial de Ach 6, por lo que
no fue necesario alinear varios scaffolds para recuperar la longitud total. Asi,
el valor N50 (valor de contiglidad del genoma, que indica la longitud del
scaffold mas pequefio de los scaffolds mas largos que representan el 50% de
la totalidad del genoma) fue de 572 siendo éste el segundo mas bajo y solo
después de la muestra Ach 1 con un N50=198.

El rendimiento de los datos al hacer el ensamble de novo para los

individuos Ach 1-5 fue inferior y con ninguno de estos individuos se logré
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recuperar el genoma mitocondrial completo por la falta de secuencias que
sustenten los contigs y posteriormente a los scaffolds.

Tabla VlI. Estadisticos basicos del ensamble de novo del genoma mitocondrial
de Aquila chrysaetos. n-d: no disponible.

Longitud del

Individuo Frofundidad g crolds scaffold mas N50 -6CtUras o gc
media grande totales
Ach 1 20 2600450 10,270 198 5955642 n-d
Ach 2 2.0 4,645 90,927 711 1241138 414
Ach 3 5.0 2,048 12235 756 2,326,410 515
Ach 4 2.0 1,805 16,761 713 925386 42.8
Ach 5 3.0 1,038 19231 729 1,170,976 46.6
Ach 6 8.0 2,532 17472 572 4581476 47.1

V1.6 Anotacién del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos

La anotacién y curacion del genoma mitocondrial se hizo a partir del scaffold
mas largo del ensamble de novo del individuo Ach 6, debido a que representa
la totalidad del genoma mitocondrial. Esto se determind por las busquedas
mediante la herramienta BLAST del GenBank. Si bien los ensambles de novo
de los otros cinco individuos generaron scaffolds de tamafo considerable,
ninguno contiene la totalidad del genoma mitocondrial en un solo scaffold y. al
unir estos scaffolds, tampoco se obtiene la longitud total de la molécula.

Las tres herramientas de anotacion identificaron ARNt's. Ademas, los
codones de dichos ARNt’s coinciden, su longitud es similar y, los localizan en
la misma cadena del ADN mitocondrial. Ninguna de las herramientas de

anotacion identificd intrones dentro de la secuencia.
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El programa MITOS webserver (Tabla VIII) logré identificar la totalidad
de los elementos génicos, como los 22 ARNt's, 2 ARNr’'s y los 13 genes
codificantes de proteinas que conforman el genoma mitocondrial. Ya que la
anotacion hecha con esta herramienta resultd ser la mas completa y
congruente con los tamanos esperados de las sub unidades del ARN
ribosdmico, la curacion se hizo a partir de esta anotacion. También se
determind, manualmente, la ubicacion de la RC del ADNmt.

Tabla VIII. Anotaciones hechas mediante MITOS webserver. (+) cadena
pesada; (-) cadena ligera.

Gen Inicio Termino Cadena Longitud Codén ARNt
ARNt F 1 69 + 69 ttc
ARNrS12S 70 1,041 + 972

ARNt V 1,042 1,113 + 72 gta
ARNrL16S 1,114 2,709 + 1,596

ARNt L 2,701 2,775 + 75 tta
ND 1 2,784 3,761 + 978

ARNt | 3,760 3,831 + 72 atc
ARNt Q 3,844 3,915 - 72 caa
ARNt M 3,915 3,983 + 69 atg
ND 2 3,984 5,024 + 1,041

ARNt W 5,023 5,094 + 72 tga
ARNt A 5,096 5,164 - 69 gca
ARNt N 5,168 5,239 - 72 aac
ARNt C 5,243 5,308 - 66 tgc
ARNt Y 5,309 5,380 - 72 tac
COI 5,380 6,930 + 1,551

ARNt S 6,922 6,996 - 75 tca
ARNt D 7,001 7,069 + 69 gac

coll 7,072 7,795 + 684



ARNt K
ATP 8
ATP 6
CO I
ARNt G
ND 3a
ND 3b
ARNt R
ND 4L
ND 4
ARNt H
ARNt S
ARNt L
ND 5
Cytb
ARNt T
ARNt P
ND 6
ARNt E
Region
control

7,756
7,829
7,987
8,670
9,454
9,523
9,731

9,882
9,952
10,242
11,620
11,690
11,756
11,827
13,656
14,803
16,031
16,114
16,636
14,873

Yy region 16,708

control

7,827
7,996
8,670
9,452
9,622
9,729
9,874
9,950
10,248
11,648
11,689
11,755
11,826
13,644
14,798
14,872
16,101
16,632
16,707
16,030

17,472

72
168
684
783

69
207
144

69
297

1,407

70

66

71

1,818
1,143

70

71
519

72

1,158

765

aaa

gga

cga

cac
agc

cta

aca

CcCa

gaa

43

A pesar de que RNAweasel y Mfannot

(Tablas VIII y IX del Anexo 1)

identificaron principalmente ARNt’'s y algunos otros elementos génicos del

genoma mitocondrial, la anotacion con estas dos herramientas no fue

informativa.



44

V1.7 Construccion del mapa del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos

El mapa del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos descrito en este
estudio (Figura 10) mostro diferencias con respecto al mitogenoma reportado
por Doyle et al. (2014). Por ejemplo, la fraccién del gen que codifica para la
proteina NADH 3 que Doyle et al. (2014) reportan como una sola, aqui se
anoté dividida en dos segmentos (ND 3a y ND 3b). Ademas, aqui se reporta
la anotacion de una wRC que no fue reportada por Doyle et al. (2014). Otra
diferencia consiste en el tamafo del genoma mitocondrial, siendo mas grande
(17,472 pb) el aqui descrito que el reportado por Doyle et al. (2014) (17,332

pb),con una diferencia de 140 pb.



ARNt F

Genoma mitocondnal
Aquila chrysaetos
17472 pb
ND 5

Figura 10. Mapa del mitogenoma anotado de novo del Aguila real (Aquila
chrysaetos) de Baja California, México. En la parte interior central del

diagrama, en forma de anillo se muestra una escala de la longitud del genoma
mitocondrial en sentido de las manecillas del reloj.

V1.8 Comprobacién experimental de la anotacion de la reqién ND 3

La amplificacion de los fragmentos de la region ND 3 fue exitosa en todas las
muestras con el primer par de cebadores” (ND3Ach-1) y en seis de las ocho

muestras para el segundo par de cebadores (ND3Ach-2). Ademas. el tamafo
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de los fragmentos amplificados fue el tamano esperado (entre 700 y 800 pb)

de acuerdo con el marcador de peso molecular (Figura 11).

. - e . 'ﬁ-n
)

ND3Ach-1 ND3Ach-2

Figura 11. Fotografia del gel de electroforesis que muestra el resultado de la
amplificacion de los fragmentos para ambos pares de cebadores. ND3Ach-1
corresponde al primer par de cebadores disefiado, ND3Ach-2 corresponde al
segundo par de cebadores y la flecha blanca indica el marcador de peso
molecular.

Las secuencias de los fragmentos que codifican para la proteina ND 3
amplificados de las ocho muestras fue exitosa. Particularmente, se encontrd
una pequefa regién con siete bases nucleotidicas que se compone de un
codon de paro AGA de la proteina ND 3, enseguida una adenina (A) y por
altimo un coddn de inicio ATC que codifica para isoleucina (Figura 12). Esta
region divide al fragmento ND 3 en las dos regiones aqui propuestas (Nd 3ay
ND 3b).

AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA
AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA
AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA
AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA
AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA
AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA
AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA
AGTAGCCATCCTATTCCTGCTATTCGACCTAGAAATCGCACTCTTACTCCCTCTGCCATGA

Figura 12. Fraccion del fragmento de la secuencia del ADN mitocondrial que
codifica para la proteina ND 3 (NADH deshidrogenasa sub unidad 3) de Aquila
chrysaetos. Se muestra en rojo un codén de paro, en azul una adenina y en
verde un codon de inicio que codifica para isoleucina de acuerdo con el codigo
genético mitocondrial para vertebrados.
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V1.9 Andlisis del grado de sintenia

En el presente analisis, se detectd una divisién del gen que codifica para la
sub unidad 3 de la proteina NADH deshidrogenasa (Tabla IX) pero es
importante hacer notar que el analisis de sintenia no considera y excluye
duplicaciones.

Tabla IX. Orden de los genes del genoma mitocondrial de referencia
KF905228 y del individuo Ach 6 de Aquila chrysaetos. El simbolo + indica que
dicha caracteristica génica se encuentra en la cadena pesada del genoma

mitocondrial y el simbolo — indica que dicha caracteristica se encuentra en la
cadena ligera.

Genoma Orden de genes

KF905228 +Cytb +ARNtT-ARNtP -ND 6 -ARNt E +ARNtF +ARNr S 12S +ARNt V +ARNr
L 16S +ARNt L +ND 1 +ARNt | -ARNt Q +ARNt M +ND 2 +ARNt W -ARNt A -
ARNt N -ARNt C -ARNt Y +CO | -ARNt S +ARNt D +CO Il +ARNt K +ATP 8
+ATP 6 +CO Il +ARNt G +ND 3 +ARNt R +ND 4L +ND 4 +ARNt H +ARNt S

+ARNtL +ND 5

Ach 6 +ARNt F +ARNr S 12S +ARNt V +ARNr L 16S +ARNr L +ND 1 +ARNt | -ARNt
Q +ARNt M +ND 2 +ARNt W -ARNt A -ARNt N -ARNt C -ARNt Y +CO | -ARNt
S +ARNt D +CO Il +ARNt K +ATP 8 +ATP 6 +CO Ill +ARNt G +ND 3a +ND 3b
+ARNt R +ND 4L +ND 4 +ARNt H +ARNt S +ARNt L +ND 5 +Cyt b +ARNt T -

ARNt P -ND 6 -ARNt E

El orden lineal del genoma mitocondrial de Ach 6 coincide con el
genoma de referencia (Tabla IX). Aunque el orden no comienza en el mismo
sitio en ambos mitogenomas, no significa que el orden sea distinto ya que esta

molécula de ADN es circular. Por ejemplo, una fraccion del genoma
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mitocondrial del individuo Ach 6 que va desde el gen que codifica para la
proteina Cyt b hasta el ARN de transferencia del acido glutdmico (ARNt E)
gue se encuentra al final; en cambio, dicha fraccion se encuentra al inicio en
el genoma de referencia (Figura 13), lo que indica que la arquitectura de los

genomas mitocondriales del individuo Ach 6 y KF905228 es equivalente.

sdo 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 S000 SS00 6000 6500 7000 7SO0 BOOD BS00 ©G00 9500 10000 1000 11000 13500 12000 12500 1300 13500 14B00 14500 15000 15500 16B00 16300 17d00

-

KF90522§

Figura 13. Diagrama comparativo del orden de los elementos génicos de los
genomas mitocondriales de referencia KF905228 y el ensamblado del
individuo Ach 6 de Aquila chrysaetos.

VI.10 Llamado de SNP’s e INDEL'’s en el mitogenoma de Aquila chrysaetos

Potenciales SNP’s e INDEL’s fueron identificados dentro del mitogenoma de
los individuos Ach 1-6 de A. chrysaetos con respecto al genoma de referencia
KF905228 (Tabla X). Los SNP’s e INDEL’s identificados en el individuo Ach 6
(resaltados en negritas) se consideran confiables, dado que la profundidad del
ensamble fue buena, con una media de 168.3X y la calidad del llamado de
estos fue alta (Tablas X-XV del Anexo 1). Ademas, la gran mayoria de SNP’s
e INDEL’s de este genoma se encuentran dentro de genes que codifican para
alguna proteina, genes de ARN de transferencia y ribosémicos. Solamente un

SNP se encuentra en la RC y un INDEL en la yRC, lo que es de esperarse
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debido a que el genoma mitocondrial en las aves no contiene espaciadores
intergénicos (Figura 10).

Tabla X. Llamado de SNP’s e INDEL’s de los individuos Ach 1-6 contra el
genoma de referencia KF905228 de Aquila chrysaetos.

Posicién Referencia Achl Ach2 Ach3 Ach4 Ach5 Ach6 Gen

SNP’s

1,505 G A A A

RC
1,515 T C
3,130 G A A A
3,566 A G ND
3,695 T A A A 6
3,696 T A A A

ARN
5,557 G A A A A A

rL
6,646 G A A A ND

1

7,141 A G
8,269 C T A T ND
8,593 A G G A G 2

ARN
8,723 G A A A A

tWwW
10,925 C T T T T T
10,963 T C
10,970 C T T T T T

CcO
10,975 T C

Il

11,003 A G G
11,011 C T
11,205 A G
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11,213 C T
11,237 C T
11,282 G A
11,284 G T
11,285 A C
11,351 T C
11,354 A G
11,378 C T T
11,432 C T T T T T
11,489 A C C C C C C
11,493 T T ARN
11,496 G A tK
11,505 T G
ND
17,278 G A A
5
INDEL’s
CTAA
CTTC Cyt
3 CTAA
CAAA b
CTAA
TGTG
3,550 T AACA WwRC
A
CCCA CCAA
ARN
3,701 CAAA CCAA CAAT
tF
TA AT
ND
13,378 T TC TC TC TC TC TC
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AACT
TCCA
Cyt
17,325 AACTTCCA AACT
b
ACTT
CCA

El gen CO Il presentd la mayor cantidad de SNP’s con respecto al
genoma de referencia en los seis individuos, mientras que los genes Cyt b y
ARNt F presentan los mayores cambios de longitud en los INDEL’s. Ademas,
en el gen ND 3 existe un cambio que es consistente en las secuencias de los
seis individuos con respecto al genoma de referencia. Los SNP’s e INDEL'’s
llamados de los seis individuos deben ser probados experimentalmente en

estudios poblacionales para conocer su poder informativo.
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VI.11 Reconstrucciéon de relaciones filogenéticas mediante el ADN

mitocondrial

La reconstruccion filogenética del mitogenoma del Aguila real por el método
bayesiano de inferencia filogenética, muestra dos linajes de secuencias
distintos. El primero de estos linajes (linaje 1) esta formado por los individuos
Ach 5, KF905228 y Ach 4, sustentado con un valor de probabilidad de la rama
basal de 1.0. El linaje 2 esta constituido por las secuencias Ach 2, Ach 6, Ach
3y Ach 1, soportado con un valor de probabilidad de 0.8691 en su rama basal

(Figura 14.)

Ach 4

Ach 5

0.805

KF905228

Ach 1

0.8691 1
Ach 3

Ach 2

Aquila heliaca KUB646835

0.001

Figura 14. Arbol filogenético del mitogenoma, construido mediante el método
bayesiano de inferencia filogenética a partir de la secuencia del mitogenoma
de referencia KF905228 disponible en el GenBank, de cada uno de los
individuos de Aquila chrysaetos que fueron secuenciados (Ach 1-6) y como
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grupo externo la especie Aquila heliaca KU646835. Se muestran dos linajes
de secuencias, el linaje 1 en un recuadro verde y el linaje 2 en un recuadro
morado, y el valor de probabilidad de cada una de las ramas = 0.5.

La reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud y método
bayesiano, y los fenogramas construidos por Neighbor-Joining no fueron
informativos a nivel genealdgico intraespecifico para los genes CO |, Cyt b,
ND 2, la yRC y la RC. Para el mitogenoma, la reconstruccion filogenética por
maxima verosimilitud y el fenograma por Neighbor-Joining tampoco fueron

informativos (Figuras 14-30 del Anexo 1).

VI.12 Andlisis de diversidad genética

Las Aguilas reales de Baja California fueron analizadas de acuerdo con los
resultados de la seccidén anterior, es decir, a través de los dos linajes de
secuencias que fueron identificados luego de la reconstruccion de las
relaciones filogenéticas y también por region geografica. Ambos linajes
presentan una diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica (11) nula para CO |,
Cytb y RC, con valores Hd=0 y 1= 0 y los seis individuos muestran un mismo
haplotipo para ambos genes (Tabla XI).

El linaje 1 no presentd ningun sitio segregante entre las secuencias del
gen codificante para la proteina ND 2, hubo un solo haplotipo y sus valores de
diversidad haplotipica, nucleotidica y el numero promedio de diferencias de
nucledtidos entre secuencias fueron iguales a cero. El linaje 2 presentd un
sitio segregante entre las secuencias y dos haplotipos. Ademas, su diversidad
haplotipica fue moderada (Hd= 0.5), y la nucleotidica baja (1= 0.00049). EI
namero promedio de diferencias de nucledtidos entre secuencias fue de

K=0.5.
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Por su parte, el analisis de diversidad genética para la yRC del linaje 1
no presento sitios segregantes, hubo un haplotipo y sus valores de diversidad
haplotipica, nucleotidica y el nUmero promedio de diferencias de nucleotidos
entre secuencias fueron iguales a cero. El linaje 2 presentd un sitio
segregante, dos haplotipos, diversidad haplotipica moderada (Hd= 0.5),
nucleotidica baja (= 0.00107) y numero promedio de diferencias de
nucleotidos entre secuencias de K=0.5.

El analisis de diversidad genética del mitogenoma de las Aguilas reales
de Baja California del linaje 1 present6 10 sitios segregantes, dos haplotipos
distintos, diversidad haplotipica muy alta (Hd= 1.0), nucleotidica muy baja (1=
0.00058) y numero promedio de diferencias de nucleotidos entre secuencias
de 10. El mitogenoma del linaje 2 presentd 30 sitios segregantes, cuatro
haplotipos, diversidad haplotipica también muy alta (Hd= 1.0), nucleotidica
muy baja (1= 0.00095) y entre las secuencias hubo un promedio de K=15.2
diferencias de nucledtidos.

Tabla XI. Diversidad genética mitocondrial de los distintos genes y regiones
génicas utilizadas. Calculada a partir de secuencias propias y las obtenidas
del GenBank de las distintas regiones de la distribucion de Aquila chrysaetos,
y para la region de Baja California ambos linajes por separado. Se muestra el
numero total de secuencias utilizadas (N), la longitud de las secuencias en
pares de bases contempladas (pb), el nimero de sitios segregantes (S), el
numero de haplotipos (Nh), la diversidad haplotipica (Hd), la diversidad

nucleotidica (1) y el numero promedio de diferencias de nucleétidos entre
secuencias (K).

Secuencia Regién
N pb S Nh  Hd L K
mitocondrial geografica
Linaje 1 2 394 0 1 0.0 0.0 0.0
COl Linaje 2 4 394 0 1 0.0 0.0 0.0

Baja California 6 394 0 1 0.0 0.0 0.0
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Norteamérica 5 394 3 2 0.4 0.00305 1.2
Europa 4 394 0 1 0.0 0.0 0.0
Global 16 394 3 2 0.12 0.00095 0.375
Linaje 1 2 965 0 1 0.0 0.0 0.0
Linaje 2 4 965 0 1 0.0 0.0 0.0
Baja California 6 965 0 1 0.0 0.0 0.0
Cytb Norteamérica 3 965 9 2 0.66 0.00622 6.0
Europa 8 965 4 3 060 0.00752 1.857
Global 17 965 4 3 040 0.00512 1.265
Linaje 1 2 1038 0 1 0.0 0.0 0.0
Linaje 2 4 1038 1 2 0.5 0.00049 0.5
Baja California 6 1038 2 3 073 0.00111 1.113
ND 2
Norteamérica 2 1038 0 1 0 0 0
Global 8 1038 2 3 0.67 0.00108 1.107
Linaje 1 2 467 0 1 0.0 0.0 0.0
Linaje 2 4 467 1 2 0.5 0.00107 0.5
Y regién Baja California 6 467 2 3 0.73 0.00186 0.867
control Asia 6 467 7 6 1.0 0.00544 2.533
Global 14 467 9 8 0.85 0.00387 1.802
Linaje 1 2 291 0 1 0.0 0.0 0.0
Linaje 2 4 291 0 1 0.0 0.0 0.0
Region
Baja California 6 291 1 2 053 0.00209 0.533
control
Norteamérica 13 291 3 7 0.93 0.00481 1.4
Europa 37 291 17 17 0.95 0.02968 5.937
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Asia 20 201 9 10 0.94 0.01125 3.274
Global 76 201 17 24 092 0.02542 4.169
Linaje 1 2 17,407 10 2 1.0 0.00058 10.0
Linaje 2 4 17,407 30 4 1.0 0.00095 15.167

Mitogenoma Baja California 6 17,407 43 6 1.0 0.00092 15.8

Global 7 17,407 105 7 1.0 0.00193 32.857

Para CO I, la diversidad haplotipica y nucleotidica estimadas para las
secuencias provenientes de Europa fue nula (Hd= 0 y = 0), con ningun sitio
segregante entre las secuencias analizadas, ninguna diferencia de
nucleotidos entre secuencias y el Unico haplotipo que presentaron fue
compartido con Baja California (Tabla XVI del Anexo 1). Para Norteamérica la
diversidad haplotipica fue de Hd= 0.4 y la nucleotidica de = 0.00305, hubo
tres sitios segregantes, el nimero promedio de diferencias de nucleétidos
entre secuencias fue de K=1.2 y de los dos haplotipos encontrados, uno fue
compartido con Europa y Baja California (Tabla XVI del Anexo 1).

La diversidad haplotipica y nucleotidica de Cyt b para Norteamérica y
Europa fueron semejantes, con valores de Hd= 0.667 y 0.607 y 1= 0.00622 y
0.00752, respectivamente. ElI numero de sitios segregantes para
Norteamérica fue de nueve, representados en dos haplotipos, uno de ellos
compartido con Baja California (Tabla XVII del Anexo 1). El promedio de
diferencias de nucleoétidos entre secuencias fue de K= 6. El nimero de sitios
segregantes para Europa fue de cuatro, el nimero promedio de diferencias

de nucledtidos entre secuencias arrojo una K= 1.85y tres haplotipos.
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La diversidad genética estimada de ND 2 para Norteamérica no
presento sitios segregantes, el haplotipo presente fue compartido con Baja
California (Tabla XVIII del Anexo 1) y la diversidad haplotipica, nucleotidica y
el numero promedio de diferencias de nucleétidos entre secuencias fueron
nulos.

El analisis de diversidad genética de la yRC de Asia mostré que hay
siete sitios segregantes, seis haplotipos distintos y uno de éstos fue
compartido con individuos de Baja California (Tabla XIX del Anexo 1), la
diversidad haplotipica fue de Hd= 1.0, la nucleotidica de = 0.00544 y un
namero promedio de diferencias de nucleétidos entre secuencias con K= 2.53.

En el caso de la RC, las regiones de Norteamérica, Europa y Asia
presentaron valores de diversidad haplotipica y nucleotidica altas (Hd= 0.933,
0.952 y 0.942 y 1= 0.00481, 0.02968 y 0.01125, respectivamente), mientras
que para Norteamérica hubo tres sitios segregantes, el numero promedio de
diferencias de nucleotidos entre secuencias fue de K= 1.4 y siete haplotipos.
Para Asia hubo nueve sitios segregantes, 3.27 diferencias de nucledtidos
entre secuencias promedio y seis haplotipos. Para Europa hubo 17 sitios
segregantes, 5.97 diferencias de nucleétidos entre secuencias, 15 haplotipos
y uno de ellos es compartido con Asia, Norteamérica y Baja California. Este
haplotipo fue el mas frecuente y ampliamente distribuido (Tabla XX del Anexo

1).
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VIIl. DISCUSION

VII.1 Extraccion del ADN

La cantidad y calidad del ADN extraido es un punto clave para un proyecto de
secuenciacion, pues de esto depende mucho el rendimiento del secuenciador
y, a su vez, la calidad de las secuencias generadas. Si bien, la cantidad de
mitocondrias dentro de las células es variable y depende del tipo de tejido, el
namero de copias de ADNmt dentro de las células es de alrededor de 1,000
copias (Snustad y Simmons, 2015). Por lo que, en teoria, la totalidad de las
muestras tienen asegurada una cantidad adecuada de ADNmt. Ademas, esta
molécula tiene un grado de integridad mas alto que el ADN nuclear en
muestras de museo como es el caso del actual estudio. Por tanto, el origen y
tipo de muestras no debio influir de manera negativa en la cantidad de ADN
extraido.

La calidad del ADN extraido con respecto a las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230 fue adecuada en los cinco individuos aqui
evaluados (Ach 1-5) para el criterio de contaminacién por proteinas pero de
mala a regular para contaminacion por sales, fenoles y carbohidratos
(Desjardins y Conklin, 2010).

El método de extraccidn (precipitacion salina diferencial) para los
individuos Ach 1-5 pudo haber influido de manera negativa en la calidad del
ADN extraido, pues el rendimiento del proceso de secuenciacion fue muy

dispar y en general muy bajo.
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VII.2 Secuenciacion

El rendimiento del proceso de secuenciacion fue dispar en la plataforma de
secuenciacion ILLUMINA MiSeq V.3 (Ach 1-5). Tal como se observo en los
resultados de la extraccion del ADN (Figura 1 del Anexo 1), la calidad del ADN
no es excelente, ya que existe cierto grado de contaminacion por sales,
carbohidratos y/o fenoles y su integridad genémica estad comprometida por ser
muestras de individuos conservados de museo. La diferencia en el tamafio de
secuencias producidas al comparar las dos plataformas de secuenciacion
(ILLUMINA HiSeq 4000 y MiSeq V.3) es debido al funcionamiento propio de
cada una de ellas.

El rendimiento de la secuenciacion en general es relativamente bajo.
Tal comportamiento puede ser debido a la baja calidad del ADN que influye
de manera importante en la preparacion de las librerias de secuencias. A su
vez, esto produce rendimientos de secuenciacién bajos y posteriormente a
secuencias de baja calidad (Van Dijk et al., 2014). Ademas, la baja calidad del
ADN también afecta la optimizacion de las muestras que se secuenciaron al
mismo tiempo que las de Aguila real dentro del secuenciador, ya que el
fabricante estima rendimientos de 25 millones de lecturas 2 X 300 pb por
corrida para MiSeq V.3 y de 5,000 millones de lecturas 2 x 150 pb por corrida
para HiSeq 4000 (ILLUMINA, 2019). A pesar de ello fue posible realizar los
ensambles por referencia del genoma mitocondrial de los seis individuos,

aungue algunos de ellos (Ach 1-5) con regiones sin consenso.
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VII.3 Preprocesamiento de las secuencias

El preprocesamiento previo de las secuencias realizado influyo positivamente
en el rendimiento de los ensambles por referencia, de novo y el llamado de
SNP’s, ya que la calidad de los archivos de secuencias de los seis individuos
mejoré considerablemente después del preprocesamiento en todos los
aspectos de los reportes de calidad.

El preprocesamiento es un paso fundamental para un proyecto
gendmico de ensamble por referencia o de novo, ya que mejora
sustancialmente el proceso de ensamble y acorta los tiempos de ejecucion y
los recursos computacionales utilizados para el ensamble (Del Fabbro et al.,
2013). Bolger et al. (2014) recomiendan un paso de preprocesamiento de las
lecturas antes de cualquier analisis, ya sea ensamble por referencia o de novo
y menciona que, de no ser retirados, los adaptadores provenientes de la
preparacion de las librerias y adaptadores de identificacion para la
secuenciacion pueden ser incorporados en el ensamble final. Esto es un
riesgo, pues reducen la longitud de los contigs y, por tanto, los scaffolds
formados. Ademas, afecta el valor N50 de los ensambles de novo haciendo

gue se pierda continuidad en el ensamble.

VIl.4 Ensamble por referencia del mitogenoma

Entre los ensambles por referencia generados, el mas confiable es el del
individuo Ach 6 debido a su tasa mas alta de alineamiento, su mayor
profundidad del ensamble y el 100% de cobertura del genoma de referencia,
por lo que las variantes nucleotidicas observadas (SNP’s) con respecto al

genoma de referencia KF905228 son reales y no artefactos del ensamble o
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falsos positivos. Los ensambles de los otros individuos Ach 1-5 no fueron tan
confiables, ya que, su profundidad es pobre, contienen regiones sin cobertura
y sus tasas de alineamiento de lecturas son bajas, ademas de que la
secuencia consenso generada en estos ensambles presenta huecos con
respecto al genoma de referencia, esto debido a que en dichas regiones del
mitogenoma de referencia no hay un alineamiento de secuencias que permita
crear tal consenso.

En este sentido, la tasa de alineamiento es un parametro clave que da
una idea general de qué tan confiable y bueno es un ensamble por referencia
(Conesa et al., 2016), pues dicha tasa de alineamiento es el porcentaje de
lecturas del total de lecturas generadas por el secuenciador que alinearon en
alguna parte del genoma de referencia utilizado. Ademas, las lecturas
utilizadas son cortas (150 pb y 300 pb) y por su naturaleza pueden alinear
correctamente en mudltiples sitios del genoma de referencia (zonas
repetitivas).

Otro aspecto clave del ensamble por referencia es la eleccién del
algoritmo que usa el programa de analisis, es decir, elegir el algoritmo de
alineamiento que mejor funcione para el tipo de lecturas que se tienen. En
este caso, Bowtie2 implementa una estrategia de alineamiento adecuada
basado en los algoritmos FM-Index y transformada de Burrows-Wheeler, pues
se ha demostrado que programas de alineamiento como el implementado en
el actual estudio funcionan correctamente para aplicaciones como
descubrimiento de INDEL’s (Lindner y Friedel, 2012) y trabajan bien al alinear

secciones largas del genoma de referencia (Thankaswamy-Kosalai et al.,
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2017), lo que ayuda a tener mejores resultados en cuanto a cobertura se

refiere.

VII.5 Ensamble de novo del mitogenoma

Idealmente, cuando se ensambla un genoma, el mejor resultado posible es
cuando toda la molécula de ADN esta contenida en un solo y unico scaffold
(Hunt et al., 2014), por ejemplo un scaffold por toda la molécula de ADN
mitocondrial o por cada cromosoma en el caso del genoma nuclear. Por lo
anterior, al evaluar la calidad de los ensambles de novo del genoma
mitocondrial del Aguila real, el mejor ensamble corresponde al individuo Ach
6 pues la totalidad del genoma mitocondrial se encuentra dentro de un Unico
scaffold. Ademas, esto es soportado por otras métricas que permiten estimar
la calidad del ensamble, por ejemplo, la profundidad del ensamble de la cual
debe ser de al menos 8.0X (ocho copias de cada parte del genoma) (Baker,
2012); siendo el de los otros individuos (Ach 1-5) entre 2.0-5.0X. Otra métrica
es el niumero de contigs o scaffolds generados y la longitud del contig o
scaffold méas grande generado (Gurevich et al., 2013); en el caso del individuo
Ach 6, el nimero de scaffolds formados es el tercero mas bajo con 2,532. La
longitud del scaffold mas grande generado en el individuo Ach 6 es de 17,472
pb (este scaffold contiene todo genoma mitocondrial). Ademas, el valor N50
(Bradnam et al., 2013) da una idea de la contigtidad que tiene el ensamble,
el valor N50=572 del individuo Ach 6 es el segundo més bajo, el cual pudo
haber sido influenciado por la degradacion que sufri6 el ADN durante el
proceso de extraccion, sin embargo, no se evalud la calidad del ADN de dicha

muestra.
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VII.6 Anotacién y reconstruccion del mapa del mitogenoma de Adquila

chrysaetos

La anotacion del mitogenoma de Aquila chrysaetos hecha con RNAweasel no
fue exitosa, ya que no logro identificar los ARN ribosdmicos a pesar de
identificar algunos ARN de transferencia. Por otro lado, Mfannot, aunque
identifica las dos sub unidades de ARN ribosémico, no logra identificar todos
los genes codificantes para proteinas. Con estas dos herramientas de
anotacion, la identificacion de los ARN de transferencia y ribosémicos se
realiza a partir del algoritmo ERPIN (Gautheret y Lambert, 2001), el cual
funciona a partir de la identificacidon de la estructura secundaria de las
secuencias.

El programa MITOS webserver (Bernt et al., 2013) proporcioné una
anotacion exitosa, ya que primero identifica las secuencias candidatas para
genes codificantes para proteinas y las compara con la base de datos RefSeq
39, alinea las secuencias de cada gen identificado y corrige los alineamientos
mediante el porcentaje de empalme. De la misma manera, compara los ARN
de transferencia con secuencias curadas manualmente, ademas de
considerar la estructura secundaria de tales secuencias. Finalmente, a partir
de la busqueda de los codones de inicio y paro para cada gen codificante para
proteina, en caso de ser necesario, reubica los ARN de transferencia y
también los ARN ribosomicos.

Debido al éxito de anotacion que tuvo MITOS webserver al identificar
todos los elementos génicos (proteinas, ARN de transferencia y ribosémicos

y regiones reguladoras) se decidio realizar la curacion manual a partir de esta
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anotacion. Al realizar esta curacion manual de la anotaciéon hay claras
diferencias con respecto al genoma mitocondrial previamente reportado
(Doyle et al., 2014), por ejemplo, el tamafio del genoma anotado en este
estudio es mayor por 140 pb. De igual forma, se anotdé una region no
codificante reguladora (la pseudo regién control), la cual es una region
relativamente conservada dentro del grupo de los falconiformes (Song et al.,
2015) y que se encuentra en la misma posicion entre el ARNt-E y el ARNt-F,
tal como lo muestra (Liu et al., 2017) con el mitogenoma de Accipiter gularis,
otra especie de la misma familia Accipitridae. Ademas, se observé una
anotacion diferencial en la region que codifica para la proteina ND 3, en la cual
se optd por dividir la region en dos fracciones y nombrarlas ND 3a y ND 3b.
Doyle et al. (2014) no reportan tal anotacion. En el presente estudio, se acepta
esta anotacion y se sustenta por el reconocimiento de los codones de inicio y
paro para ambas fracciones en el mismo marco de lectura y, adicionalmente,
su busqueda y comparacion de la secuencia de nucleétidos a secuencia
traducida en aminoacidos a partir de la herramienta BLASTx del GenBank.

Ademas, se realiz6 una comprobacion experimental por PCR.

VII.7 Comprobacién experimental de la anotacién de la region ND 3

Asi como se observa en el gel de electroforesis, los fragmentos de ADN
amplificados mediante PCR corresponden con la longitud de secuencia
esperada. Ambos pares de cebadores que se disefiaron fueron adecuados y
permitieron corroborar la secuencia de nucleétidos buscada que demuestra

experimentalmente la anotacién de la regién ND 3.
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Realizar la reconstruccion del mitogenoma es un campo importante
para estudios filogenéticos, al igual que el descubrimiento de nuevos
marcadores moleculares como SNP’s e INDEL’s. Haring et al. (2001)
comentan que los arreglos estructurales del mitogenoma pueden servir
también como marcadores moleculares. Por tanto, es de gran relevancia el
comprobar toda caracteristica peculiar de una anotacion de mitogenoma,
como en este caso, la anotacion de la proteina ND 3. El motivo por el cual la
anotacion de la proteina ND 3 se hizo en dos fragmentos, es porque, en el
marco de lectura donde se encuentra anotada la proteina, existe una region
conformada por siete nucleétidos, entre el codon de inicio ATC que da
comienzo a la proteina y el codén de paro TAA que marca el fin de la proteina.
Los primeros tres de esta region de siete nucleétidos, codifican para un nuevo
coddn de paro AGA, seguidos de un nucleétido Adenina (A) y tres nucleétidos
que codifican para un nuevo coddn de inicio ATC. Lo anterior hace que
coexistan dos porciones codificantes que son anotadas como ND 3,
separadas por un solo nucleétido que cambia el marco de lectura haciendo
que surja la segunda porcién con sus codones de inicio y paro. Es importante
resaltar que esta division en dos fracciones no ha sido mencionada en los
mitogenomas anotados para el grupo de los falconiformes. Por su parte
Mindell et al. (1998) reportan un nucleétido que no es traducido dentro de la
secuencia de la proteina ND 3 y Eberhard y Wright (2016) mencionan que tal
caracteristica se observa en todo el orden de los Psitaciformes (cotorras, loros

y afines). Esto refuerza el resultado de la anotacion en dos fracciones para la
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region ND 3 del mitogenoma del Aguila real (Aquila chrysaetos) y la

comprobacién experimental realizadas en el presente estudio.

VI1.8 Andlisis del grado de sintenia

El mitogenoma de Aquila chrysaetos ensamblado no presenté cambios en el
orden de los genes con respecto al de referencia (KF905228). Tal como era
de esperarse, tampoco presentd cambios en el orden de los genes con
respecto a otras especies del mismo grupo de aves (Accipitridae) como Buteo
buteo (Haring et al., 2001), Accipiter virgatus (Song etal., 2015), Aquila
fasciata (Jiang et al., 2015) y Accipiter gularis (Liu et al., 2017). Ademas, es
concordante con uno de los modelos generales de mitogenoma presentado
por Eberhard y Wright, (2016). Tal modelo se caracteriza por una duplicacion
de la region control y de otros genes adyacentes, que posteriormente se
degradaron, dando origen a la pseudo regién control y a dicho modelo general

del mitogenoma (Eberhard y Wright, 2016).

VIl.9 Llamado de SNP’s e INDEL'’s en el mitogenoma de Aquila chrysaetos

Es comudn en los estudios de NGS que la profundidad de secuenciacion sea
de baja cobertura con alrededor de 5X y, por tanto, no sea exitosa al realizar
el llamado de SNP’s (Nielsen et al., 2011). Para los SNP’s e INDEL'’s
encontrados en el mitogenoma del individuo Ach 6 con respecto del genoma
de referencia KF905228, ademéas de haber sido filtradas por su valor de
calidad (probabilidad de no ser un error), cumplen con uno de los aspectos
mas delicados del proceso que es el de profundidad (Li, 2011). Por tanto, los
SNP’s e INDEL’s encontrados en los seis individuos son potenciales

marcadores que deberan ser probados en futuros estudios poblacionales,
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tomando en cuenta ciertos aspectos técnicos y asi evitar el llamado de falsos

positivos (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015).

VII.10 Reconstruccién de las relaciones filogenéticas mediante el ADN

mitocondrial

La topologia de los fenogramas para la WwRC y la RC muestra
consistentemente dos linajes, aunque con bajo valor de soporte de bootstrap.
Por un lado, el linaje 1 formado por Ach 4, Ach 5 de Baja California y KF905228
de California y, por otro lado, el linaje 2 formado por Ach 1, Ach 2, Ach 3y Ach
6 de Baja California. La topologia del fenograma del gen ND 2 muestra dos
linajes, el linaje 1 formado por Ach 1, Ach 4, Ach 5 de Baja California y
KF905228 de California y, por otro lado, el linaje 2 formado por Ach 2, Ach 3,
Ach 6 de Baja California.

El fenograma de la RC muestra dos clados, los cuales, corresponden a
los linajes 1 y 2 identificados para los individuos de Baja California. Los
individuos del linaje 1 de Baja California presentan el mismo haplotipo
reportado por Sonsthagen et al. (2012) (JQ246417 acceso GenBank) y Craig
et al. (2016) (KX687708 acceso GenBank), ambos provenientes de individuos
de California. Ademas, en ambos estudios se menciona que dicho haplotipo
es el mas frecuente y ampliamente distribuido en Norteamérica a través de las
regiones de Alaska, California, Canadéa e Idaho.

El haplotipo correspondiente al linaje 2 que presentan los individuos de
Baja California es el mismo que el reportado por Craig et al. (2016) (KX687706

acceso GenBank) y Sonsthagen et al. (2012) (JQ246420 acceso GenBank).
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En ambos estudios se menciona que dicho haplotipo se encuentra en
California en frecuencia baja.

El consenso de las filogenias (construidas por maxima verosimilitud y
por inferencia bayesiana) y el fenograma (construidos por Neighbor-Joining)
muestran dos clados consistentes entre los tres métodos implementados. Los
individuos Ach 4, Ach 5 de Baja California y KF905228 de California forman
un clado bien sustentado denominado linaje 1, El segundo clado, denominado
linaje 2, esta formado por los individuos Ach 1, Ach 2, Ach 3y Ach 6 de Baja
California. La separacion de los dos linajes esta bien soportada por el método
bayesiano. En cambio, la parte basal de la filogenia construida con el método
de maxima verosimilitud y del fenograma construido con Neighbor-joining no
tienen fuerte soporte de bootstrap.

Considerando todo lo encontrado en los distintos genes, regiones
génicas y el mitogenoma, es claro que los individuos de Baja California forman
parte de dos grupos genéticos (linajes mitocondriales), no obstante la posicién
del individuo Ach 1 es incierta dentro de tales grupos para el gen ND 2, dicha
asignacion incierta esta directamente influenciada por la secuencia consenso
del individuo Ach 1, la cual presentd baja profundidad de ensamble en la
region del gen ND 2 y por tanto, algunos nucleétidos no pudieron ser
asignados como una base nitrogenada especifica. Por otro lado, dependiendo
de la region utilizada para la reconstruccion filogenética y debido a que las
tasas de evolucion y los niveles de variacion genética son distintos (unos mas
altos que otros) entre genes y regiones del ADN mitocondrial (Bates et al.,

2003, Dawnay et al., 2007 y Véli et al., 2019), se considera adecuado emplear
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el ADN mitocondrial en estudios filogenéticos y genealdgicos (Rubinoff y
Holland, 2005).

La existencia de dos grupos genéticos mitocondriales para los
individuos de Baja California parece obedecer al comportamiento de la
especie y su patréon de migracion en el oeste (Mcintyre y Lewis, 2016) y
noroeste de Estados Unidos de Norteamérica y a través de Canada
(Bedrosian et al., 2018). Estos linajes mitocondriales podrian una evidencia
molecular de lo descrito por De Ledn-Girdn et al. (2016) para Baja California,
pues comentan que coexisten dos poblaciones ecoldgicas en la zona. La
primera poblacion es migratoria, con su origen al oeste de Norteamérica
(Oregdn). Esta poblacién corresponde al linaje 1 de este estudio y segun Craig
et al. (2016), representa al haplotipo mitocondrial mas ampliamente distribuido
en Norteamérica a través de Alaska, California, Idaho y Canada. La segunda
poblacion es residente en Baja California y esta representada por el linaje 2
de este trabajo. De acuerdo con Craig et al. (2016), esta poblacion tiene uno
de los haplotipos mitocondriales menos frecuente y restringido a California.

Lo anterior encuentra soporte con la gran capacidad de adaptacion a
ambientes (Judkins y Van Den Bussche, 2017), las grandes distancias de
dispersion entre Estados Unidos y México de los individuos de la especie
(Tracey et al., 2016; 2017), tanto reproductivos como no reproductivos (De
Ledn-Gir6n etal.,, 2016), y al amplio ambito hogarefio de las parejas
reproductivas (D’Addario et al., 2019). La presencia de estos grupos de
individuos (reproductivos y no reproductivos) en Baja California es parte del

comportamiento reproductivo (Watson, 2010), al proceso de sucesion y
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sustitucion de las parejas reproductivas de la region (De Leon-Girdn et al.,

2016).

VII.11 Anélisis de diversidad genética mitocondrial

Las variantes genéticas (SNP’s e INDEL’s) son el resultado de la variabilidad
genética que existe entre al menos dos secuencias (secuencia de referencia
contra secuencia a analizar) y permite conocer el sitio de cambio de una base
nucleotidica y/o la insercién/delecion de alguna o varias bases.

Los valores de diversidad genética mitocondrial calculados en el
presente estudio para los genes CO | y Cyt b de manera global para Baja
California y para ambos linajes son bajos. Este resultado era de esperarse,
teniendo en cuenta que son genes que codifican para proteinas que tienen
regiones altamente conservadas (Dawnay et al., 2007) y estan sujetas a
limitaciones bioquimicas que provocan altos niveles de homoplasia (Faria et
al., 2007).

La diversidad haplotipica del gen mitocondrial ND 2 para el linaje 1 de
los individuos de Baja California es cero, mientras que para el linaje 2 (que
contiene dos haplotipos distintos) es moderada. De manera global para Baja
California, la diversidad genética es moderada y concuerda con lo reportado
anteriormente. Por ejemplo, Bates et al. (2003) mencionan que ND 2 es
genéticamente mas diverso que Cyt b y Faria et al. (2007) afirman que ND 2
es uno de los genes mitocondriales mas variables dentro de las aves y por
ende regularmente implementado para estimar diversidad genética.

En ocasiones la diversidad genética es comparable entre la yRC y la

RC (Vali et al., 2019). La diversidad haplotipica de la yRC de los individuos
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de Baja California (de manera global) es alta y mayor a la que presento la RC
de Baja California y, tanto para la yRC y la RC, los valores de diversidad
nucleotidica son similares y bajos. La diversidad genética de la wyRC de los
individuos de Asia es semejante a la del linaje 1 de Baja California. En cambio,
la region de Asia es ligeramente mas diversa que el linaje 2 y que la region de
Baja California (de manera global), probablemente porque la region de Asia
incluye individuos de Japdén, Corea y China (Masuda etal., 1998) y la
extension de muestreo es mas amplia en comparacion con los individuos
restringidos a Baja California.

En el presente estudio, los valores de diversidad haplotipica y
nucleotidica de los linajes 1 y 2 y global para Baja California son
moderadamente altos con respecto a lo reportado para el Aguila moteada
(Clanga clanga, familia Accipitridae) y se encuentran dentro del intervalo que
presentd dicha especie (Hd= 0.62-0.91 11= 0.0017-0.0056). Los valores de
diversidad haplotipica y nucleotidica globales calculados en este estudio son
mayores al compararse con Clanga clanga y por ende son similares o
ligeramente mayores que otras especies de la familia Accipitridae (Vali et al.,
2019).

La diversidad genética mitocondrial de la RC de los individuos de Baja
California para ambos linajes por separado es nula, es decir, que no existen
sitios segregantes. Regionalmente, la diversidad genética de Baja California
es moderada (Hd= 0.533 y m= 0.002) y similar a la estimada por Sonsthagen
et al. (2012) para la poblacion de California (Hd= 0.548 y = 0.002). Esta

similitud puede deberse a la cercania de los sitios de muestreo entre los dos
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estudios. El sitio de muestreo de los individuos de California corresponde a la
zona continental de California frente a las Islas del Canal (Sonsthagen et al.,
2012). Esta se encuentra muy proxima a la regién noroeste de Baja California
de la cual provienen todos los individuos analizados aqui. Por otro lado, los
datos que reportan Craig et al. (2016) y Judkins y Van Den Bussche, (2017)
son un poco diferentes. En ambos estudios la diversidad haplotipica de los
individuos de Baja California es menor a la de California, Oregén e Idaho, sin
embargo, la diversidad nucleotidica es similar entre las regiones (Tabla XI).
En contraste con lo anterior, la diversidad haplotipica y nucleotidica de Baja
California resulté ser mayor que la de Alaska, la cual present6 los niveles de
diversidad genética mas bajos y el menor niumero de haplotipos (Craig et al.,
2016).

Las diferencias de diversidad genética entre lo calculado por otros
(Sonsthagen et al., 2012; Craig et al., 2016 y Judkins y Van Den Bussche,
2017) para California y lo estimado en el presente estudio, puede ser debido
a la magnitud de la regién de muestreo y al numero limitado de individuos
analizados en este estudio (seis individuos). Es decir, que mientras que
Sonsthagen et al. (2012) realizaron un muestreo regional cercano a las islas
del Canal en California, en contraparte Craig et al. (2016) cubrié una region
mas extensa que abarco Alaska, California e Idaho, y el de Judkins y Van Den
Bussche (2018) que incluyé individuos de otros estados de Estados Unidos.

En el presente estudio, se encontraron dos linajes representados por
dos haplotipos. Estos haplotipos han sido previamente reportados por otros

autores para la region de California, siendo el haplotipo 1 (que corresponde al
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linaje 1 de este estudio) el mas frecuente y ampliamente distribuido en otras
regiones de Norteamérica (Craig et al., 2016; Sonsthagen et al., 2012).

La diversidad genética de la RC de Aquila chrysaetos presenta
resultados interesantes cuando se compara contra otras especies. Por
ejemplo, el valor de diversidad haplotipica es muy similar al de Harpia harpyja,
la cual es una especie con alta diversidad genética (Lerner et al., 2009). En
cambio, la diversidad nucleotidica es mucho mayor en Aquila chrysaetos. Esta
diferencia tan grande probablemente sea producto de la historia demogréfica
de ambas especies. Nebel et al. (2015) mencionan que los altos niveles de
diversidad haplotipica y bajos niveles de diversidad nucleotidica (como es el
caso de Harpia harpyja) indican un cuello de botella seguido de una expansién
poblacional, mientras que altos niveles de diversidad haplotipica y
nucleotidica (como es el caso de Aquila chrysaetos) se relacionan con
grandes poblaciones demograficamente estables, tanto histéricas como
recientes.

Los resultados de diversidad genética de la yRC observados en A.
chrysaetos en las regiones de Asia y Baja California, asi como en otras
especies, y el hecho de tener niveles de diversidad genética semejantes a la
RC, demuestran que la yRC es un marcador genético adecuado para estudios
de genética poblacional y reconstruccion filogenética a nivel intraespecifico.

El niumero promedio de diferencias de nucle6tidos entre secuencias
calculado es de 32.86 = 33, lo que explica por qué el numero de haplotipos
del mitogenoma sea igual al numero de individuos analizados (seis

provenientes del actual estudio mas el genoma de referencia KF905228),
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provocando que la diversidad haplotipica sea de 1.0. La diversidad
nucleotidica es baja con 105 sitios segregantes en 17,472 pb de longitud total
del genoma.

A partir de los resultados generados en este estudio se puede decir que
los mitogenomas ensamblados y anotados del Aguila real del noroeste de
Baja California son distintos al mitogenoma de referencia proveniente de un
ejemplar de California (Doyle et al., 2014). Por otra parte, las reconstrucciones
filogenéticas y genealdgicas intraespecificas permiten distinguir dos linajes en
Baja California. Sin embargo, cuando se evalla la diversidad genética de la
RC, salta a la vista que dichos clados encontrados en Baja California
concuerdan con un haplotipo que parece ser regional de California (linaje 2) y
otro que es frecuente en gran parte de Norteamérica (linaje 1) (Craig et al.,
2016; Sonsthagen et al., 2012). Estos dos linajes podrian relacionarse con las
poblaciones ecoldgicas descritas por De Ledn-Girdn et al. (2016), por lo que
los individuos del noroeste de Baja California, México comparten al menos dos

linajes mitocondriales con los individuos de California, Estados Unidos.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Se ensambl6 y anotd el genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos del
noroeste de Baja California, México.

2. Los mitogenomas construidos a partir de un genoma de referencia de
algunos individuos no presentan el 100% de cobertura del genoma de
referencia, en algunas zonas la cobertura es baja y tienen huecos que
no permitieron completar la longitud total de la molécula.

3. El mitogenoma ensamblado de novo de Aquila chrysaetos contiene los
37 genes presentes en el genoma mitocondrial de vertebrados, 22
ARN’s de transferencia, 2 ARN’s ribosémicos, 13 genes codificantes
para proteinas y dos regiones reguladoras y tiene una longitud mayor
a la presentada por el mitogenoma de referencia de la especie.

4. Existen tres diferencias en la anotacion del mitogenoma de Aquila
chrysaetos con respecto a la anotacion del mitogenoma de referencia.
La primera es un aumento en la longitud de la secuencia de 140 pares
de bases, la segunda es el reconocimiento de la pseudo region control
y la tercera es la division en dos fracciones de la region que codifica
para la proteina ND 3.

5. Existe concordancia en la sintenia del mitogenoma de Aquila
chrysaetos con el genoma de referencia y en general con el modelo de
arquitectura del mitogenoma que presentan los individuos de la familia

Accipitridae.
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6. Se llamaron y filtraron 33 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s)
en conjunto de los seis individuos de Aquila chrysaetos contra el
mitogenoma de referencia de la especie.

7. Con el gen ND 2, la yRC, la RC y el mitogenoma, se encontré que
existen dos grupos genéticamente distintos entre las seis muestras
analizadas, uno de ellos con una estrecha relacion con individuos de
California y el otro relacionado con individuos de distintas regiones de
Norteamérica entre ellas, Alaska, California, Idaho y Canada.

8. La diversidad genética mitocondrial evaluada para Baja California es
nula para los genes CO | y Cyt b. La diversidad genética de ND 2 y
WRC son moderadamente altas y similares entre si, aunque
ligeramente mas bajas que lo reportado para la especie y otras
especies relacionadas. La RC presento niveles de diversidad genética
moderados, aunque menores con respecto a otras poblaciones de
Aquila chrysaetos.

9. En suma, las regiones de California, Estados Unidos de América y
noroeste de Baja California, México, comparten los dos linajes
mitocondriales de Aquila chrysaetos identificados en este estudio, uno
de ellos ampliamente distribuido en Norteamérica y otro regional para

California y Baja California.
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Anexo 1

Tablas

Preprocesamiento

Tabla Xl|. Estatus de los parametros de los reportes de calidad generados con

FastQC de Ach 1 de las secuencias crudas (tomadas directas del
secuenciador) y tratadas (limpias). Estatus adecuado (color verde), estatus

atencion (anaranjado), estatus malo (rojo).

Categoria

Crudas r1 Tratadas r1 Crudas r2 Tratadas r2

Estadisticos basicos

Calidad de las secuencias por
base

Calidad de secuenciacién por
cuadro

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

ADECUADO

ADECUADO

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Valor de calidad por secuencia

ADECUADO ADECUADO ATENCION ADECUADO

Contenido de bases por
secuencia

ATENCION  ATENCION - ATENCION

Contenido GC por secuencia

ATENCION ADECUADO ATENCION ADECUADO

Contenido de bases N

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Distribucién de la longitud de las
secuencias

ADECUADO ATENCION ADECUADO ATENCION

Niveles de duplicacion de
secuencias

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Secuencias sobre-representadas

Contenido de adaptadores

ATENCION ADECUADO ATENCION ADECUADO

ADECUADO ADECUADO

Tabla Xlll. Estatus de los parametros de los reportes de calidad generados
con FastQC de Ach 2 de las secuencias crudas (tomadas directas del
secuenciador) y tratadas (limpias). Estatus adecuado (color verde), estatus
atencion (anaranjado), estatus malo (rojo).

Categoria

Crudas r1 Tratadas r1 Crudas r2 Tratadas r2

Estadisticos basicos

Calidad de las secuencias por

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

ADECUADO

base

ADECUADO

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Calidad de secuenciacion por
cuadro

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

ATENCION ADECUADO - ATENCION

Valor de calidad por secuencia

Contenido de bases por
secuencia
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ATENCION
ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Contenido GC por secuencia

Contenido de bases N

Distribucién de la longitud de las

. ADECUADO ATENCION ADECUADO ATENCION
secuencias

Niveles de duplicacion de

. ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO
secuencias

ATENCION ADECUADO ATENCION ADECUADO

ADECUADO ADECUADO

Secuencias sobre-representadas

Contenido de adaptadores

Tabla XIV. Estatus de los parametros de los reportes de calidad generados
con FastQC de Ach 3 de las secuencias crudas (tomadas directas del
secuenciador) y tratadas (limpias). Estatus adecuado (color verde), estatus

atencion (anaranjado), estatus malo (rojo).

Categoria

Crudas r1 Tratadas r1 Crudas r2 Tratadas r2

Estadisticos basicos

Calidad de las secuencias por
base

Calidad de secuenciacién por
cuadro

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

ADECUADO

ADECUADO

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Valor de calidad por secuencia

Contenido de bases por
secuencia

Contenido GC por secuencia

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

ATENCION

ATENCION ADECUADO ATENCION ADECUADO

ATENCION

Contenido de bases N

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Distribucién de la longitud de las
secuencias

ADECUADO ATENCION ADECUADO ATENCION

Niveles de duplicacion de
secuencias

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Secuencias sobre-representadas

Contenido de adaptadores

ATENCION ADECUADO ATENCION ADECUADO

ADECUADO ADECUADO

Tabla XV. Estatus de los parametros de los reportes de calidad generados con
FastQC de Ach 4 de las secuencias crudas (tomadas directas del
secuenciador) y tratadas (limpias). Estatus adecuado (color verde), estatus
atencion (anaranjado), estatus malo (rojo).

Categoria Crudas r1 Tratadas r1 Crudas r2 Tratadas r2

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

ADECUADO

Estadisticos basicos

Calidad de las secuencias por

ADECUADO
base
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Calidad de secuenciacién por
cuadro

Valor de calidad por secuencia

Contenido de bases por
secuencia

Contenido GC por secuencia

Contenido de bases N

Distribucién de la longitud de las
secuencias

Niveles de duplicacion de
secuencias

Secuencias sobre-
representadas

Contenido de adaptadores

Tabla XVI. Estatus de los parametros de los reportes de calidad generados
con FastQC de Ach 5 de las secuencias crudas (tomadas directas del
secuenciador) y tratadas (limpias). Estatus adecuado (color verde), estatus
atencion (anaranjado), estatus malo (rojo).

Categoria Crudas r1 Tratadas r1 Crudas r2 Tratadas r2

Estadisticos basicos

Calidad de las secuencias por
base

Calidad de secuenciacién por
cuadro

Valor de calidad por secuencia

Contenido de bases por
secuencia

Contenido GC por secuencia

Contenido de bases N

Distribucién de la longitud de las
secuencias

Niveles de duplicacion de
secuencias

Secuencias sobre-representadas

Contenido de adaptadores
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Tabla XVII. Estatus de los parametros de los reportes de calidad generados

con FastQC de Ach 6 de

las secuencias crudas (tomadas directas del

secuenciador) y tratadas (limpias). Estatus adecuado (color verde), estatus
atencion (anaranjado), estatus malo (rojo).

Categoria

Crudas r1 Tratadas r1 Crudas r2 Tratadas r2

Estadisticos basicos

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Calidad de las secuencias por
base

ADECUADO ADECUADO - ADECUADO

Calidad de secuenciacion por
cuadro

ATENCION ATENCION ATENCION ADECUADO

Valor de calidad por secuencia

ADECUADO ADECUADO - ADECUADO

Contenido de bases por
secuencia

ATENCION ATENCION ATENCION ATENCION

Contenido GC por secuencia

Contenido de bases N

ATENCION ADECUADO ATENCION ADECUADO

Distribucién de la longitud de las
secuencias

ATENCION ATENCION ATENCION ATENCION

Niveles de duplicacion de
secuencias

ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Secuencias sobre-representadas ! ADECUADO ! ADECUADO

Contenido de adaptadores

’ADECUADO ADECUADO ADECUADO ADECUADO

Tabla XVIII. Secuencias sobre representadas de cada archivo de secuencias
que fueron retiradas luego del preprocesamiento.

Individuo Secuencias sobre representadas % G/C

Ach 1 r1:GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTGAGGTGTATCTCGTAT r1=47%
r2:GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTGTTCGGTTGTGTAGATCT r2= 48%

Ach 2 r1:GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGATCCATGATCTCGTAT ri=42%
r2:GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTGATTCAGCGTGTAGATCT r2= 43%

Ach 3 r1:GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGCCTATCAATCTCGTAT ri=44%
r2:GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTCACTAGCTGTGTAGATCT r2= 45%
rL:ATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAT
rLTATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATA

Ach 4 r1:GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACAACAACCGATCTCGTAT r1=47%
r2:ATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAT r2= 48%
r2: TATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATA
r2:GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTTGAGCTAGGTGTAGATCT
rLTATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATA
rL:ATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAT rl= 43%

Ach 5 r1:GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTCGTTGATCTCGTAT — 110
12 TATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATA r2=44%
r2:ATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAT

Ach 6 r1:NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN r1=50%

r1:GAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGGTTGTCAATCTCGTATGCCGT

r2= 50%
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r2:NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
r2:GAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTACTCGTTGGTGTAGATCTCGGTG

Anotacién del genoma mitocondrial de Aquila chrysaetos

Tabla XIX. Anotaciones hechas mediante RNAweasel. +: cadena pesada; -:
cadena ligera.

Gen Inicio Termino Cadena Longitud Codén ARNt
ARNt L 2,847 2,920 + 74 tta
ARNt L 11,902 11,972 + 71 cta
ARNt Q 3,991 4,061 - 71 caa
ARNt N 5,313 5,385 - 73 aac
ARNtY 5,454 5,524 - 71 tac
ARNt S 7,068 7,141 - 74 tca
ARNtP 16,177 16,246 - 70 cca

Tabla XX. Anotaciones hechas mediante Mfannot. +: cadena pesada; -:
cadena ligera.

Gen Inicio Termino Cadena Longitud Codén ARNt
ARNr S 12S 446 1,193 + 748
ARNt L 2,847 2,920 + 74 tta
ARNrL 16S 2,598 2,963 + 366
ND 1 2,963 3,907 + 945
ARNt Q 3,991 4,061 - 71 caa
ND 2 4,130 5,170 + 1,041
ARNt N 5,313 5,385 - 73 aac
ARNtY 5,454 5,524 - 71 tac
COI 5,526 7,076 + 1,551
ARNt S 7,068 7,141 - 74 tca
coll 7,218 7,901 + 684
ATP 6 8,133 8,816 + 684
coln 8,816 9,760 + 945
ND 3 9,675 9,875 + 201
ND 4L 10,098 10,384 + 287
ND 4 10,415 11,794 + 1,380
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ARNt L 11,902 11,972 + 71 cta

ND 5 12,003 13,790 + 1,788
Cytb 13,802 14,944 + 1,143

ARNt P 16,177 16,246 - 70 cca
ND 6 16,260 16,781 - 522

Llamado de SNP’s e INDEL’s en el mitogenoma de Aquila chrysaetos

Tabla XXI. Llamado de SNP’s e INDEL s del individuo Ach 1 contra el genoma
de referencia KF905228. Se muestra la posicion donde se encuentra el
cambio con respecto al genoma de referencia, el nucleétido de referencia, el
nucleotido alternativo, la calidad (Qs) del llamado del SNP o INDEL y la
profundidad que tiene dicho cambio.

Posiciéon Referencia Alternativa Calidad Qs Profundidad
SNP’s

3130 G A 222 28
3695 T A 118 50
3696 T A 123 49
5557 G A 222 35
6646 G A 214 13
7141 A G 149 10
8269 C T 219 14
8593 A G 222 51
8723 G A 222 30

10925 C T 225 27

10963 T C 113 9

10970 C T 106 21

10975 T C 183 15
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11284 G T 199 10

11432 C T 118 17
11489 A C 176 16
INDEL’s
3550 T TGTGAACAA 30.5 5
3701 CAAA CCCACCAATA 104 2
13378 T TC 214 41

Tabla XXII. Llamado de SNP’s e INDEL s del individuo Ach 2 contra el genoma
de referencia KF905228. Se muestra la posicidon donde se encuentra el
cambio con respecto al genoma de referencia, el nucleétido de referencia, el
nucleotido alternativo, la calidad (Qs) del llamado del SNP o INDEL vy la
profundidad que tiene dicho cambio.

Posicidn Referencia Alternativa Calidad Qs Profundidad

SNP’s

1505 G A 167 7
3695 T A 43 12
3696 T A 43 12
5557 G A 222 11
6646 G A 210 9
8269 C A 190 8
8723 G A 147 6
11432 C T 71.5 6
11489 A C 73.5 6
17278 G A 113 7

INDEL’s
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13378 T TC 106 4

Tabla XXIIl. Llamado de SNP’s e INDEL’s del individuo Ach 3 contra el
genoma de referencia KF905228. Se muestra la posicion donde se encuentra
el cambio con respecto al genoma de referencia, el nucleétido de referencia,
el nucledtido alternativo, la calidad (Qs) del llamado del SNP o INDEL y la
profundidad que tiene dicho cambio.

Posicion Referencia Alternativa Calidad Qs Profundidad

SNP’s
3130 G A 157 8
5557 G A 131 5
8593 A G 169 7
8723 G A 131 5
10925 C T 198 18
10970 C T 36 13
11432 C T 21 7
11489 A C 30 7
11493 T C 105 9
11496 G A 89 9
11505 T G 66 7
INDEL’s
13378 T TC 168 7

Tabla XXIV. Llamado de SNP’s e INDEL’s del individuo Ach 4 contra el
genoma de referencia KF905228. Se muestra la posicion donde se encuentra
el cambio con respecto al genoma de referencia, el nucleétido de referencia,
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el nucledtido alternativo, la calidad (Qs) del llamado del SNP o INDEL y la
profundidad que tiene dicho cambio.

Posicidn Referencia Alternativa Calidad Qs Profundidad

SNP’s
1505 G A 155 8
1515 T C 158 10
3566 A G 55 11
3695 T A 105 40
3696 T A 75 40
5557 G A 217 13
8593 A G 86 7
10925 C T 127 6
10970 C T 76 9
11378 C T 65.5 15
11432 C T 115 13
11489 A C 138 12
INDELs
13378 T TC 214 11

Tabla XXV. Llamado de SNP’s e INDEL’s del individuo Ach 5 contra el
genoma de referencia KF905228. Se muestra la posicion donde se encuentra
el cambio con respecto al genoma de referencia, el nucleétido de referencia,
el nucledtido alternativo, la calidad (Qs) del llamado del SNP o INDEL y la
profundidad que tiene dicho cambio.

Posicion Referencia Alternativa Calidad Qs Profundidad

SNP’s
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10925 C T 48 14

10970 C T 43 13

11003 A G 41 15

11489 A C 179 11
INDEL’s

13378 T TC 214 11

Tabla XXVI. Llamado de SNP’s e INDEL’s del individuo Ach 6 contra el
genoma de referencia KF905228. Se muestra la posicion donde se encuentra
el cambio con respecto al genoma de referencia, el nucleétido de referencia,
el nucledtido alternativo, la calidad (Qs) del llamado del SNP o INDEL y la
profundidad que tiene dicho cambio.

Calidad
Posicion  Referencia Alternativa Profundidad
Qs
SNP’s
1505 G A 222 227
3130 G A 222 152
5557 G A 222 209
6646 G A 222 175
8269 C T 222 185
8593 A G 222 145
8723 G A 222 138
10925 C T 222 176
10970 C T 222 169
11003 A G 114 143
11011 C T 19.1 134
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11205 A G 18.1 110
11213 C T 22 132
11237 C T 95 148
11282 G A 77.5 168
11285 A C 77.5 170
11351 T C 85 175
11354 A G 82 173
11378 C T 222 187
11432 C T 222 170
11489 A C 222 211
17278 G A 222 84
INDEL’s
CTAACTTCCAAAC
3 CTAA 104 3
TAA
3701 CAAA CCAACAATAT 177 1
13378 T TC 214 175
AACTTCCAAACTA
17325 AACTTCCA 110 4
CTTCCA

Andlisis de diversidad genética

Los haplotipos encontrados producto del andlisis de diversidad genética de

las secuencias de los genes, regiones génicas utilizadas y del mitogenoma se

muestran en las siguientes tablas.
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Tabla XXVII. Haplotipos del gen CO | (citocromo oxidasa sub unidad 1)
mitocondrial obtenidas del GenBank y las reportadas en el presente estudio.

Numero de Region
Haplotipo Secuencias Referencia
secuencias geografica
KR017975  Norteamérica No publicada
AY666434 Norteamérica Hebert et al., 2004
AY666481  Norteamérica Hebert et al., 2004
AB842562 Asia Saitoh et al., 2015
Ach 1 B.C. México Este estudio
Ach 2 B.C. México Este estudio
Ach 3 B.C. México Este estudio
Ach 4 B.C. México Este estudio
Col1 15 Ach 5 B.C. México Este estudio
Ach 6 B.C. México Este estudio
KF905228 Norteamérica Doyle et al., 2014
GU571265 Europa Johnsen et al., 2010
GU571264 Europa Johnsen et al., 2010
GU571737 Europa Johnsen et al., 2010
GU571738 Europa Johnsen et al., 2010
COl 2 1 DQ834328  Norteamérica Rudnik et al., 2007

Tabla XXVIII. Haplotipos del gen Cyt b (citocromo b) mitocondrial obtenidas

del GenBank y las reportadas en el presente estudio.

Numero de Region
Haplotipo Secuencias Referencia
secuencias geografica
AJ604485 Europa Helbig et al., 2005
773462 Europa Siebold et al., 1996
EU345473 Europa Wink et al., 2004
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Cytb1 13 KF905228
Ach 1
Ach 2
Ach 3
Ach 4
Ach 5
Ach 6
AY987294
EU345513

EU345511

AJ604486
X86740

Cytb 2 3
EU345512

Cytb 3 1 AF172375

Norteamérica
B.C. México
B.C. México
B.C. México
B.C. México
B.C. México
B.C. México
Norteamérica
Europa

Europa

Norteamérica

Europa

Europa

Europa

Doyle et al., 2014
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Lerner y Mindell, 2005

Wink et al., 2004

Wink et al., 2004

Helbig et al., 2005

Haring et al., 2007

Wink et al., 2004

Parson et al., 1999

Tabla XXIX. Haplotipos del gen ND 2 (NADH deshidrogenasa sub unidad 2)
mitocondrial obtenidas del GenBank y las reportadas en el presente estudio.

Numero de Region
Haplotipo Secuencias Referencia
secuencias geografica
KF905228  Norteamérica Doyle et al., 2014
ND2 1 4 AY987116 Norteamérica Lernery Mindell, 2005
Ach 4 B.C. México Este estudio
Ach 5 B.C. México Este estudio
ND2 2 1 Ach 1 B.C. México Este estudio



108

Ach 2 B.C. México Este estudio
ND2 3 3 Ach 3 B.C. México Este estudio
Ach 6 B.C. México Este estudio

Tabla XXX. Haplotipos de la pseudo region control del ADN mitocondrial
obtenidas del GenBank y las reportadas en el presente estudio.

Numero de Region
Haplotipo Secuencias Referencia
secuencias geografica
Ach 1 B.C. México Este estudio
Ach 3 B.C. México Este estudio
pRC 1 5 Ach 6 B.C. México Este estudio
AF435099 Europa Vali, 2002
AB004679 Asia Masuda et al., 1998
pRC 2 1 LC146689 Asia No publicada
Ach 4 B.C. México Este estudio
pRC 3 3 Ach 5 B.C. México Este estudio
KF905228 Norteamérica Doyle et al., 2014
pRC 4 1 Ach 2 B.C. México Este estudio
pRC 5 1 AB004683 Asia Masuda et al., 1998

pRC 6 1 AB004682 Asia Masuda et al., 1998
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pRC 7

pRC 8

AB004680

AB004681

Asia

Asia

Masuda et al., 1998

Masuda et al., 1998

Tabla XXXI. Haplotipos de la region control del ADN mitocondrial obtenidas

del GenBank y las reportadas en el presente estudio.

Numero de Region
Haplotipo Secuencias Referencia
secuencias geografica
Ach 1 B.C. México Este estudio
Ach 2 B.C. México Este estudio
Ach 3 B.C. México Este estudio
Ach 6 B.C. México Este estudio
RC1 6
JQ246420 Norteamérica Sonsthagen et al., 2012
KX687706 Norteamérica Craig et al., 2016
Ach4 B.C. México Este estudio
Ach5 B.C. México Este estudio
JQ246417 Norteamérica Sonsthagen et al., 2012
KR259264 Asia Nebel et al., 2015
KR336779 Asia Nebel et al., 2015
KF905228 Norteamérica Doyle et al., 2014
KX687708 Norteamérica Craig et al., 2016
KX687707 Norteamérica Craig et al., 2016
KR259260 Europa Nebel et al., 2015
KR336769 Europa Nebel et al., 2015
KR336767 Europa Nebel et al., 2015
RC 2 16
KR259263 Asia Nebel et al., 2015
KR336788 Asia Nebel et al., 2015
KR259275 Europa Nebel et al., 2015
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RC 3

RC 4

RC5

RC6

RC7

KR336768

KR336777

KX687711
KR259261
KR336770
KR259262

KR336789

KX687705
JQ246421
KR336772
KR259265
LC146690
KR259266
KR336787

LC146691

KX687709

JQ246419

KR259270

KR336775

KR259271
KR336764
FJ627044
KR259272

EF459579

Europa

Europa

Norteamérica
Asia
Asia
Asia

Asia

Norteamérica
Norteamérica
Asia
Asia
Asia
Asia
Asia

Asia

Norteamérica

Norteamérica

Europa

Europa

Europa
Europa
Europa
Europa

Europa

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Craig et al., 2016
Nebel et al., 2015
Nebel et al., 2015
Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Craig et al., 2016

Nebel et al., 2015
Nebel et al., 2015
No publicada
Nebel et al., 2015
Nebel et al., 2015

No publicada

Craig et al., 2016

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Cadahia et al., 2009

Nebel et al., 2015

Haring et al., 2007

Sonsthagen et al., 2012

Sonsthagen et al., 2012
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RC 8

RC9

RC 10

RC 11

RC 12

RC 13

RC 14

RC 15

RC 16

RC 17

KR259276

KR336776

KR259274

KR336766

KX687710

KR259269

KR336765

JQ246418

KR259273

KR336773

KR259267

KR336790

KR259268

KR336786

KR259251
KR336783
hKR259259

KR336771

KR259252

Europa

Europa

Europa

Europa

Norteamérica

Europa

Europa

Norteamérica

Asia

Asia

Asia

Asia

Asia

Asia

Europa
Europa
Europa

Europa

Europa

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Craig et al., 2016

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015
Nebel et al., 2015
Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Sonsthagen et al., 2012
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RC 18

RC 19

RC 20

RC 21

RC 22

RC 23

RC 24

KR259253

KR336784

KR259254

KR336780

KR259255

KR336778

KR259256

KR336774

KR336782

KR259257

KR336781

KR259258

KR336785

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Europa

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Nebel et al., 2015

Tabla XXXII. Haplotipos del mitogenoma obtenido del GenBank y los
reportados en el presente estudio.

Haplotipo Numero de Secuencias Regidn Referencia
secuencias geografica
MG 1 1 KF905228 Norteamérica Doyle et al., 2014
MG 2 1 Ach 1 B.C. México Este estudio
MG 3 1 Ach 2 B.C. México Este estudio
MG 4 1 Ach 3 B.C. México Este estudio
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MG 5 1 Ach 4 B.C. México Este estudio
MG 6 1 Ach 5 B.C. México Este estudio

MG 7 1 Ach 6 B.C. México Este estudio
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Figuras

Extraccion del ADN

En la figura 1 se muestra el grado de integridad del ADN extraido, es decir la
calidad relativa del ADN en términos del tamafio de las moléculas de ADN, no
es extrafio encontrar ADN degradado en muestras de museo como es le caso
de estas muestras de Aguila real (Aquila chrysaetos) pertenecientes a la
coleccion ornitologica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma
de Baja California. El individuo Ach 2 es el que presenté el grado mas bajo de
degradacion del ADN, observandose una gran mancha que representa ADN
degradado, pero la mayoria de este ADN de mediano peso molecular.
Mientras que los demds individuos presentan ADN muy degradado con

moléculas de bajo peso molecular.

Ach1 Ach2 Ach3 Ach4

Figura 15. Imagen de la electroforesis del ADN
genomico de los individuos Ach 1-5 que fue
secuenciado.
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Secuenciacion
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1234567689 1519 30-34 4549 6064 7579 90-94 105-109 125-129 145-149  165-169 185-189 205-209 225-229 245-249 265-269 285-259
Position in read (bp)

Figura 16. Grafico del valor de calidad del archivo de secuencias r1 (forward)
del individuo Ach 2.
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123456789 1519 30-3¢ 4549 60-64 7579 90-94 105-109 125-129 145-149 165-169 185-189 205-209 225-229 245-249 265-269 285-289

Position in read (bp)

Figura 17. Grafico del valor de calidad del archivo de secuencias r2 (reverse)
del individuo Ach 2.
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1234567869 1519 30-34 4549 60-64 75-79 90-94 105-109 125-129 145-149 165-169 185-189 205-209 225-229 245-249 265-269 265-289
Position in read (bp)

Figura 18. Gréfico del valor de calidad del archivo de secuencias r1 (forward)
del individuo Ach 3.
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123456789 1519 30-34 4549 60-64 7579 90-94 105-109 125-129 145-149 165-169 185189 205-209 225-229 245249 265-269 205-209
Pasition in read (bp)

Figura 19. Grafico del valor de calidad del archivo de secuencias r2 (reverse)
del individuo Ach 3.
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1234567689 1519 30-34 4549 60-64 75-79 90-94 105-109 125-129 145-149 165-169 185-189 205-209 225-229 245-249 265-260 285-289
Position in read (bp)

Figura 20. Gréfico del valor de calidad del archivo de secuencias r1 (forward)
del individuo Ach 4.
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1234567389 1519 30-34 4549 60-64 7579 90-94 105-109 125-129 145-149 165-169 185-189 205-209 225-229 245-249 265-269 285-289
Position in read (bp)

Figura 21. Grafico del valor de calidad del archivo de secuencias r2 (reverse)
del individuo Ach 4.
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123456789 1519 3034 4549 6064 7579 90-94 105-109 125-129 145-149 165-169 185-189 205-209 225-229 245-249 265-269 285-289
Position in read (bp)

Figura 22. Gréfico del valor de calidad del archivo de secuencias r1 (forward)
del individuo Ach 5.
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123456789 1519 3034 4549 6064 7579 90-94 105-109 125129 145-149 165-169 185-189 205-209 225-229 245-249 265-269 285-289

Position in read (bp)

Figura 23. Grafico del valor de calidad del archivo de secuencias r2 (reverse)
del individuo Ach 5.
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Ensamble por referencia del mitogenoma de Aquila chrysaetos
A continuacion, se muestran los ensambles por referencia de los individuos

Ach 2-5 de Aquila chrysaetos.

Figura 24. Ensamble por referencia del genoma mitocondrial de Aquila
chrysaetos, del individuo Ach 2 utilizando como referencia KF905228.

Figura 25. Ensamble por referencia del genoma mitocondrial de Aquila
chrysaetos, del individuo Ach 3 utilizando como referencia KF905228.

Figura 26. Ensamble por referencia del genoma mitocondrial de Aquila
chrysaetos, del individuo Ach 4 utilizando como referencia KF905228.
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Figura 27. Ensamble por referencia del genoma mitocondrial de Aquila
chrysaetos, del individuo Ach 5 utilizando como referencia KF905228.
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Reconstruccion filogenética

A continuacién, se presentan las filogenias construidas (tanto por el método
de méaxima verosimilitud, inferencia filogenética bayesiana) y los fenogramas
hechos mediante Neighbor joining a partir de las secuencias de los individuos
secuenciados (Ach 1-6) y las disponibles en el GenBank para los genes CO |,
CytB, ND 2yla yRC yla RC, asi también la filogenia por maxima verosimilitud
y el fenograma hecho mediante Neighbor joining para el mitogenoma.

------------------------------------------------------------------- KR0O17975
.................................................................... AY 666434
.................................................................... AY 666481

-------------------------------------------------------------------- AB842562

-------------------------------------------------------------------- GU571264

.................................................................... GU571737

DQ834328 I

.................................................................... GU571738

0.001

Figura 28. Arbol filogenético del gen CO | (citocromo oxidasa sub unidad 1),
construido mediante el método de maxima verosimilitud a partir de las
secuencias disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos que
fueron secuenciados (Ach 1-6). Las barras de color representan la regién de
la distribucién a la que pertenece cada secuencia; en rojo Baja California, en
azul Norteamérica, en verde Asia y en amarillo Europa.
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;
--------------------------------------------------------- Ach 1
;
--------------------------------------------------------- Ach 2
;
--------------------------------------------------------- Ach 3
;
-------------------------------------------------------- Ach 4
;
--------------------------------------------------------- Ach 5
;
-------------------------------------------------------- Ach 6
;
-------------------------------------------------------- KR017975
;
........................................................ AY666434
;
........................................................ AY666481
;
.......................................................... AB842562
;
......................................................... GUS?"‘ 265
;
e GU571264
;
........................................................ GU5T71737
;
......................................................... GU5?1 ?33
1
DQ834328
;
........................................................ KF905228
0.0001

Figura 29. Arbol filogenético del gen CO | (citocromo oxidasa sub unidad 1),
construido mediante el método bayesiano de inferencia filogenética a partir de
las secuencias disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos que
fueron secuenciados (Ach 1-6). Se muestra el valor de probabilidad de cada
una de las ramas. Las barras de color representan la regién de la distribucién
a la que pertenece cada secuencia; en rojo Baja California, en azul
Norteamérica, en verde Asia y en amarillo Europa.
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KRO17875
AYB66434
AYB66481
AB842562
Ach 2
Ach 3
Ach 4

Ach S
KF905228
GU571265
Ach 1
Ach 6
GUS571264

GUS71237
GUS571238

DQ834328 |

0.001

Figura 30. Fenograma del gen CO | (citocromo oxidasa sub unidad 1),
construido mediante el método de Neighbor joining a partir de las secuencias
disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos secuenciados (Ach
1-6). Las barras de color representan la region de la distribucion a la que
pertenece cada secuencia; en rojo Baja California, en azul Norteamérica, en
verde Asia y en amarillo Europa.
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S EU345512

AJ604486 I

X86740

AF173275
AY987294 I
EU345511
Ach 2
Ach 5
Ach 6
Ach 4

Ach 3

Ach 1

KF905228

EU345473

AJ604485

273462
94

EU345513
0.002

Figura 31. Arbol filogenético del gen Cyt b (citocromo b), construido mediante
el método de maxima verosimilitud a partir de las secuencias disponibles en
el GenBank y de cada uno de los individuos que fueron secuenciados (Ach 1-
6). Se muestra el valor del porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%). Las
barras de color representan la region de la distribucién a la que pertenece
cada secuencia; en rojo Baja California, en azul Norteamérica y en amairillo
Europa.



125

L KF905228 I
1
e - Ach 1
OO Ach 2
1
YN Ach 3
1
PP Ach 4
1
e Ach 5
1
o - Ach 6
1
o 273462
1
A PR PR AY987294 I
1
o EU345513
1
............................................................. EU345511
1
..................................................................... X86740
1
P PP AF173275
AJ604485
1
1 -----EU345473
1
———— -~ AJ604486 I
1
L EU345512

0.002

Figura 32. Arbol filogenético del gen Cyt b (citocromo b), construido mediante
el método bayesiano de inferencia filogenética a partir de las secuencias
disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos que fueron
secuenciados (Ach 1-6). Se muestra el valor de probabilidad de cada una de
las ramas. Las barras de color representan la regidn de la distribucién a la que
pertenece cada secuencia; en rojo Baja California, en azul Norteamérica y en
amarillo Europa.
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51 AF172375
EU345512
AJ604486 I
X86740

EU345511

AJ604485
273462
EU345473
KF905228
Ach 1

%9 Ach3

Ach 4

Ach 6

1| Ach5

Ach 2

AY987294

EU345513

———

0.0005

Figura 33. Fenograma del gen Cyt b (citocromo b), construido mediante el
método de Neighbor joining a partir de las secuencias disponibles en el
GenBank y de cada uno de los individuos secuenciados (Ach 1-6). Se muestra
el valor del porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%). Las barras de color
representan la region de la distribucidn a la que pertenece cada secuencia; en
rojo Baja California, en azul Norteamérica y en amarillo Europa.
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0.001

127

Ach 5

65

Ach 4

KF905228

AY987116

Figura 34. Arbol filogenético del gen ND 2 (NADH deshidrogenasa sub unidad
2), construido mediante el método de maxima verosimilitud a partir de las
secuencias disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos que
fueron secuenciados (Ach 1-6). Se muestra el valor del porcentaje de
bootstrap de los nodos (> 50%). Las barras de color representan la region de
la distribucion a la que pertenece cada secuencia; en rojo Baja California y en

azul Norteamérica.
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]
------------------------------------------------- KF905228
]
------------------------------------------------- AY987116
]
e e eeeeaeeaeeaeaessieeaieeeeeeeseanaas Ach 4
]
------------------------------------------------- Ach 5
1
------------------------- Ach 1
0.9998 1
Ach 2
0.9995 1
Ach 3
]
Ach 6
0.0003

Figura 35. Arbol filogenético del gen ND 2 (NADH deshidrogenasa sub unidad
2), construido mediante el método bayesiano de inferencia filogenética a partir
de las secuencias disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos
que fueron secuenciados (Ach 1-6). Se muestra el valor de probabilidad de
cada una de las ramas. Las barras de color representan la region de la
distribucién a la que pertenece cada secuencia; en rojo Baja California y en
azul Norteamérica.
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KF095228

AY987116
59

84|L Ach 4

54/ -~ Ach 5

| Ach 1

Ach 2
Ach 3

62
Ach 6

Hieraaetus fasciatus AY987122

0.005

Figura 36. Fenograma del gen mitocondrial ND 2(NADH deshidrogenasa sub
unidad 2), construido mediante el método de Neighbor joining a partir de las
secuencias disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos
secuenciados (Ach 1-6) y como grupo externo la especie Hieraaetus fasciatus.
Se muestra el valor del porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%). Las
barras de color representan la region de la distribucion a la que pertenece
cada secuencia; en rojo Baja California y en azul Norteamérica.
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................................................................ ABO04679

AB004680

------------------------------------------- AB004683

N AB0O04682

AB004681

---------------------------------------------------------------- AF435099

........................................... LC 146689

0.002

Figura 37. Arbol filogenético de la pseudo regién control, construido mediante
el método de maxima verosimilitud a partir de las secuencias disponibles en
el GenBank y de cada uno de los individuos que fueron secuenciados (Ach 1-
6). Se muestra el valor del porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%). Las
barras de color representan la region de la distribucion a la que pertenece
cada secuencia; en rojo Baja California, en azul Norteamérica, en verde Asia
y en amarillo Europa.
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Ach 1

AF435099

AB004679

p—— Ach 2

Ach 3

Ach 4

Ach 5

Ach 6

0,0847

KF305228

ABO0D4682
0,0422

AB004680

AB004681

LC146689

AB004683

0.001

Figura 38. Arbol filogenético de la pseudo regién control, construido mediante
el método bayesiano de inferencia filogenética a partir de las secuencias
disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos que fueron
secuenciados (Ach 1-6). Se muestra el valor de probabilidad de cada una de
las ramas. Las barras de color representan la region de la distribucion a la que
pertenece cada secuencia; en rojo Baja California, en azul Norteamérica, en
verde Asia y en amarillo Europa.
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0.001
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LC146689

I
Achs |
KF905228 |
Ach 4 ‘

Ach2

AB004680
AB004681

Figura 39. Fenograma de la pseudo region control, construido mediante el
método de Neighbor joining a partir de las secuencias disponibles en el
GenBank y de cada uno de los individuos secuenciados (Ach 1-6). Se muestra
el valor del porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%). Las barras de color
representan la region de la distribucidn a la que pertenece cada secuencia; en
rojo Baja California, en azul Norteamérica, en verde Asia y en amarillo Europa.
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_{Ro ----- +++*KR259258
+KR336785

. **KR259252

**KR259245
KR336780
KR259256
KR336774
KR259255

* KR259272
5 L Keseeseee e sessennnes KR336764
lllllllllllllllllllllllllllllllllllllll FJ627044
--------------------------------------- KR259271

v+ JQ246417
e KF905228
....................................... KR336779

KR259263
KR336789
KR336782
** KR259257
** KR336781
* KR259251
KR336784
KR259253

01

Figura 40. Arbol filogenético de la region control, construido mediante el
método de maxima verosimilitud a partir de las secuencias disponibles en el
GenBank y de cada uno de los individuos que fueron secuenciados (Ach 1-6).
Se muestra el valor del porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%). Las
barras de color representan la region de la distribucion a la que pertenece
cada secuencia; en rojo Baja California, en azul Norteamérica, en verde Asia
y en amarillo Europa.
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Figura 41. Arbol filogenético de la region control, construido mediante el
método bayesiano de inferencia filogenética a partir de las secuencias
disponibles en el GenBank y de cada uno de los individuos que fueron
secuenciados (Ach 1-6). Se muestra el valor de probabilidad de cada una de
las ramas. Las barras de color representan la region de la distribucién a la que
pertenece cada secuencia; en rojo Baja California, en azul Norteamérica, en
verde Asia y en amarillo Europa.
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Figura 42. Fenograma de la region control, construido mediante el método de
Neighbor joining a partir de las secuencias disponibles en el GenBank y de
cada uno de los individuos secuenciados (Ach 1-6). Se muestra el valor del
porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%). Las barras de color representan
la regidn de la distribucidén a la que pertenece cada secuencia; en rojo Baja
California, en azul Norteamérica, en verde Asia y en amarillo Europa.
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Figura 43. Arbol filogenético del mitogenoma, construido mediante el método
de maxima verosimilitud a partir de la secuencia KF905228 disponible en el
GenBank y de cada uno de los individuos que fueron secuenciados (Ach 1-6)
y como grupo externo la especie Aquila heliaca. Se muestra el valor del
porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%).
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Figura 44. . Arbol filogenético del mitogenoma, construido mediante el método
de maxima verosimilitud a partir de la secuencia KF905228 disponible en el
GenBank y de cada uno de los individuos que fueron secuenciados (Ach 1-6)
y como grupo externo la especie Aquila heliaca. Se muestra el valor del
porcentaje de bootstrap de los nodos (> 50%).



138

Glosario

ALGORITMO:

Serie de pasos que definen un procedimiento o formula para resolver un
problema, que puede codificarse en un lenguaje de programacion y
ejecutarse. Los algoritmos bioinformaticos tipicamente son utilizados para
procesar, almacenar, analizar, visualizar y hacer predicciones de datos
biolégicos .

ALINEAMIENTO:

El resultado de la comparacion de dos 0 mas secuencias de genes o proteinas
para determinar el grado de similitud de bases o aminoacidos. Los
alineamientos de secuencias son utilizados para determinar la similitud,
homologia, funcién u otro grado de relacion entre dos o mas genes o producto
de estos .

ANOTACION:

Es la combinacion de comentarios, notas, referencias y citas, ya sea de
formato libre o utilizando un vocabularios controlado, que juntos describen
toda la informacion experimental e inferida acerca de un gen o proteina. Las
anotaciones también pueden aplicarse a la descripcién de otros sistemas
bioloégicos. La anotacion automatizada por lotes de secuencia biologica
masiva es uno de los usos clave de las herramientas bioinformaticas *.

BLAST:

Herramienta de busqueda y alineamiento basico local. Un alineamiento de
comparacion de secuencias optimizado para la velocidad utilizada para buscar
bases de datos de secuencias para alineaciones locales Optimas a una
secuencia de consulta 2.

BOOTSTRAP:

Valor producto del bootstraping, porcentaje de ocasiones que muestran el
mismo resultado. En filogenia, el valor (en porcentaje) obtenido de ver cuantos
arboles de las réplicas tienen el mismo nodo en cuestion 13,

BOOTSTRAPING:

Es un método estadistico basado en muestreos repetidamente aleatorios con
reemplazamiento de una muestra original para brindar una coleccion de
nuevas muestras pseudo replicadas, de las cuales la varianza puede ser
estimada ©.

CEBADORES:
Cadena corta de polinucleétidos preexistente a la que la ADN polimerasa
puede agregar nuevos desoxirribonucleétidos 3.
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COBERTURA:
Porcion del genoma a analizar o bien la porcibn que se encuentra
representado por secuencias en un ensamble de ADN.

CODON:
Una secuencia de tres nucleétidos adyacentes que designan un aminoacido
especifico, sitio de inicio o paro para la transcripcion .

CONTIG:
Una secuencias de ADN contigua ensamblada utilizando secuencias de ADN
superpuestas 2.

ELECTROFORESIS:

Es una técnica de laboratorio utilizada para separar ADN, ARN o proteinas,
basada en su tamafio y carga eléctrica. Una corriente eléctrica es usada para
mover las moléculas para ser separadas a través de un gel. Unos poros en el
gel funcionan como un tamiz, permitiendo a las moléculas mas pequefas
moverse mas rapido que las grandes. Las condiciones usadas durante la
electroforesis pueden ser ajustadas para separar moléculas de un rango de
tamafo deseado “.

ENSAMLE:

Compilacion de secuencias sobrelapadas de uno o mas genes relacionados
gue han sido agrupados juntos basado en el grado de identidad o similaridad
de las secuencias. El ensamble de secuencias puede ser utilizado para unir
fragmentos de secuenciaciéon “shotgun” basados en el sobrelapamiento de
enzimas de restriccion, o puede ser usado para identificar e indexar genes
nuevos °.

GENBANK:

Base de datos de secuencias genéticas operado por una divisién del Instituto
Nacional de la Salud (NIH) *.

La base de datos de secuencias de acidos nucléicos alojada del NCBI
(National Center for Biotecnology Information) 2.

GRAFICOS DE BRUIJN:

Es una gréfica en donde los nodos son secuencias de simbolos de algun
alfabeto y las siglas de los nodos describen como tales secuencias puedes
traslapar para formar otras secuencias .

HAPLOTIPO:

Una de las formas alternativas del genotipo de un gen complejo. Este término
es aplicado a un gen complejo mas que el término alelo, que se refiere a una
de las formas alternativas de un solo gen 2.
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INDEL's:

Mutacién que involucra la adicion/delecion de material genético. Una insercion
es una mutacion que puede ser pequenia, involucra un par de bases extras, o
un fragmento mas grande, o una pieza mas grande de un cromosoma 4. Una
delecion es lo contrario a una insercion.

INDICE FM:

Es una estructura de datos comprimidos para la basqueda de patrones de
texto completo 1.

Es un indice de subcadena de texto completo comprimido basado en la
transformada de Burrows-Wheeler, con algunas similitudes con la matriz de
sufijos.

Estructura de datos oportunista, que permite la compresion del texto de
entrada al tiempo que permite consultas rapidas de subcadenas 2.

INFERENCIA FILOGENETICA BAYESIANA:

La reconstruccion de la filogenia mediante un método mateméatico para
calcular la probabilidad de la dicotomia de ramas que combinan varias
topologias independientes.

MAPEO:

También llamado ensamble por referencia, que en una estrategia de
ensamble en el cual, un genoma “de referencia” sirve como templete para el
solapamiento de las secuencias.

MARCADOR MOLECULAR GENETICO:

Cualquier gen que puede ser facilmente reconocido por su efecto fenotipico,
y que puede ser utilizado como un marcador para una célula, cromosoma o
individuo portador de dicho gen. Ademas, cualquier polimorfismo detectable
usado para identificar un gen especifico .

MAXIMA VEROSIMILITUD:

Es un criterio para la estimacion de un parametro de datos observados bajo
un modelo explicito. En el analisis filogenético, el arbol 6ptimo ajo el criterio
de maxima verosimilitud es el arbol que es méas probable que haya ocurrido
dados los datos observados y el supuesto modelo de evolucién 6.

MICROSATELITES:

Marcador molecular altamente polimérfico comprendido por mononucleétidos,
dinucleétidos, trinucledtidos o tetra nucleétidos que son repetidos en arreglos
en tandem y distribuidos a través del genoma 3.

NEIRGHBOR JOINING:
Es un algoritmo de busqueda heuristica para encontrar el arbol con la minima
evolucién ®.

NGS:
Secuenciacion de Nueva Generacion
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PAR DE BASES:
Un par de bases nitrogenadas, que se mantienen juntas por puentes de
hidrogeno, que forman en nucleo del ADN y ARN, es decir, las interacciones
AT, GCyAULL

PAIRED END:
Tipo de Secuenciacion de ADN que involucra la secuenciacion en ambos
sentidos de la cadena de ADN, es decir en el sentido 5’a 3" y en sentido
inverso 3" ab’.

PCR:

Reaccion en Cadena de Polimerasa es una técnica de laboratorio usada para
amplificar secuencias de ADN. El método involucra usar secuencias cortas de
ADN llamadas cebadores para seleccionar la porcion del genoma a ser
amplificada. La temperatura de la muestra es repetidamente elevada y
descendida para ayudar a la enzima de replicacion de ADN a copiar la
secuencia de ADN objetivo. La técnica puede producir millones de copias de
la secuencia deseada en tan solo unas horas 4.

PIPELINE:

Es un conjunto de elementos procesadores de datos conectados en serie, en
donde la salida de un elemento es la entrada del siguiente. Los elementos del
pipeline son generalmente ejecutados en paralelo, en esos casos, debe haber
un almacenamiento tipo buffer insertado entre elementos 1°.

PROFUNDIDAD:

La profundidad es el nUmero de veces que se encuentra representado un
fragmento de una cadena de ADN en un ensamble por las secuencias a
ensamblar.

SCAFFOLD:

Secuencia de tamafio mayor al de un contig, ya que es formado a partir de la
unidos de estos. Estos no son consecutivos y suelen tener huecos entre
contigs y son formados gracias a contigs adicionales 8.

SECUENCIAS CRUDAS:
Lecturas de secuencias tomadas directamente del secuenciador si ningun
tratamiento de limpieza previo.

SECUENCIAS LIMPIAS:
Lecturas de secuencias pasadas por un proceso de limpieza de adaptadores,
secuencias sobre representadas, secuencias de baja calidad, etc.

SECUENCIACION SHOTGUN:

Es una técnica de laboratorio para determinar la secuencia de ADN del
genoma de un organismo. El método involucra fragmentar el genoma en una
coleccion de pequeiios fragmentos de ADN que son secuenciados
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individualmente. Un programa de computadora busca superposiciones en las
secuencias de ADN y las usa para colocar los fragmentos individuales en su
orden correcto para reconstruir el genoma.

Para secuenciar un fragmento grande de ADN la manera mas eficiente de
hacerlo es rompiendo aleatoriamente el ADN en muchos fragmentos mas
pequefios, mas 0 menos como una escopeta, con cada una de esas piezas
luego secuenciadas individualmente 4.

SINTENIA:

El estado de estar en el mismo cromosoma. También se dice que un gen es
sinténico para un cromosoma particular si se sabe que esta ubicado en ese
cromosoma, pero por lo demas no estad mapeado 2.

La presencia fisica en el mismo cromosoma de dos o0 mas loci genéticos, si
estan o no lo suficientemente cerca como para demostrar la vinculacion 3.

SNP’s:
Polimorfismos de un solo nucledtido son un tipo de polimorfismo que implica
la variacién de un solo par de bases “.

TRANSFORMADA BURROWS.WHEELER:

Es un algoritmo de transformacion que reestructura los daos de tal manera
que el mensaje transformado es mas compresible. Técnicamente, es una
permutacion lexicoldgica reversible de los caracteres de una cadena °.
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