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Resumen

La region control (RC) del ADN mitocondrial es inm@ote en el proceso de replicacion
y transcripcion, pero ademas es un marcador g@endgtiuy usado en estudios
poblacionales y filogenéticos. La duplicacion denege es frecuente en el genoma
mitocondrial y se han descrito varios arreglos eleeg que involucran la duplicaciéon de
la RC o remanentes de ésta. Las diferencias erehae los genes han sido Utiles para
la resolucion filogenética de algunos grupos de@sp. Las Aves (Clase: Aves) también
tienen distinto orden de genes comparado con gdsbrados, ademas se han descrito
varios acomodos alternativos al ancestral y se gu@tdesentar uno o varios acomodos
distintos incluso dentro de un mismo Orden (ejtt&sformes, Passeriformes). El Orden
Charadriiformeses un clado de Aves muy diverso que alberga acespeon una amplia
variabilidad morfologica, conductual, crianza yostrcaracteres ecologicos. Dado que
existe evidencia de rearreglos similares que haareajmlo independientemente en
diferentes momentos e incluso en un mismo Ordewppdtivo de este estudio fue la
descripcion de estas regiones €@alidris mauri y otras especies cercanas.
(Charadriiformes: Scolopacidae). Dentro de la Han8kolopacidaeArenaria interpres
presenta una RC sencilla, lo que se consideradgnamiento de tipo ancestral, mientras
gue Philomachus pugnaxposee RC duplicada y un reacomodo de los genesaales
involucrando la seccidnThr-RC (Cytb/Thr/Pro/ND6/GIU/R{; siendo este un
ordenamiento distinto a los reportados para Chifiadnes hasta el momentdCalidris
mauri presenta duplicacion de la seccion Thr-RC sepgradana copia degenera@atb
que difieren en el extremo 3' de R@r varias repeticiones CAAA. Como se espera de la
evolucion concertada, las copias de RC’s son dasiticas en cada individuo, mientras
gue existen variaciones entre individuos conceag&h los extremos de los dominios | y
IIl de la RC. El tamafio de los amplicones y susisecias parciales sugieren el mismo
arreglo enC. minutilla, C. alpina, C. canutus, Qimantopus, Tringa semipalmata
Tringa flavipes La baja tasa de éxito en la amplificacion de egnes o regiones en
Limnodromusspp. yLimosa fedoapp., son congruentes con las relaciones filogeset
reportadas y no permitié confirmar si este arreffiagenes es el comin denominador en
escolopacidos. Ya que la tasa de sustitucion deQaduplicada serd mas lenta que la
deducida en una RC no duplicada, es importantau@aval existe esta duplicacion para
estudios filogenéticos. Algunos autores han plalttegue al existir regiones duplicadas
las homologas estan sujetas a la recombinacionpestde homogenizar las secuencias
paralogas retardando su divergencia evolutiva, portanto esto confunde la
determinacion de su antigiiedad. El gén@alidris ha sido ampliamente estudiado
utilizando la RC como marcador molecular. Es imfpepautilizar con exactitud las
secuencias ortdlogas al realizar andlisis filogeagt para identificar duplicaciones de
genes en Aves recomendamos utilizar el ampli&®-Pro’ ya que nos permite
discriminar entre las RC’s seleccionando espedifarie la REy asi tomar las medidas
necesarias para analisis interindividuales..



Abstract

Mitochondrial control region (CR) plays an impottanole in replication and
transcription, but it is also a widely used genetiarker in population genetics and
phylogeny reconstruction. Duplication events legdito gene rearrangements are
common in the mitochondrial genome of birds, mdstioich involve complete or partial
copies of CR and their adjacent regions. Differsrnicegene order have been useful for
the phylogenetic resolution of some vertebrate .tAX&hin vertebrates, birds (Class:
Aves) have also a distinct gene order reinforcing monophyly, but several
rearrangements to the typical mtDNA avian pattexth been described so far, both within
and among several avian Orders (i.e. Psittacifornfeasseriformes). The Order
Charadriiformes is a very diverse clade of birdgluding species with a wide
morphological variability, behavioral, breeding aotther ecological characters. Since
there is strong evidence for similar mitochondgahe arrangements rising independently
and repeatedly between different and even withmes@vian Orders, the goal of the
present study was to describe @falidris mauri other related scolopacid species
(Charadriiformes: Scolopacidae). Within Scolopaeid&Charadriiformes),Arenaria
interpresappears to have a single RC, which has been caadidas the ancestral gene
arrangement, whilePhilomachus pugnaexhibits a rearrangement of RC and some
adjacent genes has a duplication involviflgr-CR (Cytb/Thr/Pro/ND6/GIu/CR this
being a different arrangement from those reportetaswithin CharadriiformesCalidris
mauri also presented duplication Thr-RC section whioh separated by a degenerate
copy Cytb and differ only at the 3 -end @R by several tandem CAAA repeats. As
expected in concerted evolution we found almosmtidal duplicated CRs within
individuals, while variations among individuals wemainly concentrated at the end of
CR domains | and Ill. Based on amplicon size andiglasequence analysis the same
arrangement is present {d. minutilla, C. alpina, C. canutus, C. himantopdsinga
semipalmataand Tringa flavipes Poor sequence quality in more divergent relatags
Limnodromus sppandLimosa spp.preclude us from confirm iThr-CR duplication is
common among Scolopacidae. As the substitution ohtuplicated CR will be slower
than the deduced from non-duplicated CR, it is irtgt to evaluate whether duplication
is present or not in further phylogenetic studiesya authors have suggested that to be
duplicated regions homologous are subject to reawamibn it can homogenize the
paralogs sequences delaying their evolutionary rgamce, so this confuses the
determination of its age. The genus Calidris hanlextensively studied using the RC as
molecular marker; it is imperative to use exadtly brthologous to perform phylogenetic
analyzes because the evolutionary rate betweemlogibus and paralogous sequences
may differ. To identify gene duplications in Birege recommend using the amplicon
RC'-Pro” because it allows us to discriminate between 16 Rpecifically selecting the
RC', and thus take the necessary measures to intédodl analyses.
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Introduccion

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula de deldadena circular, de 37 genes
gue codifican para 13 subunidades del sistema dforilacion oxidativa, 2 ARN

ribosomicos (ARNr), y 22 ARN de transferencia (ARNtESta presente en cientos de
miles de copias en cada célula, dentro de orgamulesggeneran energia de la célula, las

mitocondrias (Pakendorf y Stoneking, 2005).

Consiste predominantemente por ADN que codificax@pcion de un fragmento largo

de ~1100 pb de longitud que esta involucrado enidures regulatorias en la replicacion

del ADNmt; la Regién Control (RC) (Pakendorf y St&img, 2005). Debido a su elevada

tasa de evolucion, de heredabilidad de modo emtnhte maternal, y la aparente falta de
recombinacion, el ADN mitocondrial (ADNmt) es la idoula de eleccidn tanto para los

estudios de la secuencia de divergencia intrad&@e(Gyllensten et al., 1991) y para la

construccion de arboles de genes dentro de espgeietre especies relacionadas(Avise
et al., 1987; Avise, 1989).

La elecciébn de los marcadores moleculares se vuetitca cuando se estudian

divergencias muy antiguas (Ericson et al., 2008% diferentes regiones de la molécula
evolucionan a tasas diferentes, y por lo tantoreg#n apropiada se puede seleccionar
para resolver la relacion filogenética de los Esajnaternos particulares bajo el estudio.
Se pensaba que el orden de los genes mitocorsdeiaa altamente conservada dentro de
los vertebrados en base al orden de los genessdprilmeros genomas secuenciados
(Anderson et al., 1981), pero el acomodo de loegas variable entre, y en menor

medida, dentro de los principales grupos de veatid® (San Mauro et al., 2006).

Con el creciente numero de genomas mitocondriae®letos publicados hasta ahora,

esta claro que la estabilidad del acomodo de loggyes variable y especifica de cada

13



grupo dentro de los vertebrados. Las nuevas himndas y técnicas de secuenciacion de
ADN, revelan variaciones en la organizacion dedeaomas mitocondriales entre los

distintos niveles taxondmicos de vertebrados.

El acomodo del orden de los genes mas conservadensgentra en mamiferos
placentarios, tortugas y peces. Por otro lado,nagwespecies de reptiles, peces, anfibios
y particularmente aves, tienen acomodos de geres@u menos conservados (Pereira,
2000).

De los distintos mecanismos que se han propueshoppaer explicar los reacomodos de
los genes, uno de ellos es la duplicacién en tAndeguida de pérdidas o deleciones
aleatorias de los genes duplicados. Este modelgeesralmente considerado como el
mas importante en vertebrados (Brown et al., 1886¢dt y Smith, 1998; Boore, 1999;
San Mauro et al., 2006). Se considera que la cagpbn de los genes mitocondriales
puede tener cuatro destinos potenciales, tales ctanmo-funcionalizacion, sub-
funcionalizacion, neo-funcionalizacion y el manteignto redundante (Force et al., 1999;
Lynch et al., 2001; Zhang, 2003; Rastogi y Liber2805; Schirtzinger et al., 2012).

La duplicacién de genes es frecuente en el genobagandrial y se han descrito varios
arreglos de genes que involucran la duplicaciétad®C mitocondrial o remanentes de
ésta. La duplicacién gendmica ocurre concurrentéenalrededor de la RC, mas que en
cualquier otra parte del genoma mitocondrial (Ewgit al., 2007) e implica cambios en el

orden de los genes adyacentes (Pereira, 2000; Vetlal., 2010).

De manera general, una molécula de ADNmt poseeaioremte s6lo una RC, pero en

varios grupos de vertebrados se han observado gsnaitocondriales con reacomodos
gue poseen dos RC’s, e inclusive se han reportadongas con tres RC's (Braband et
al., 2010; Zheng et al., 2013) . En la mayoriaadechasos, las RC’s duplicadas muestran

alta similitud en las secuencias entre las copiademas las caracteristicas tipicas de una
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RC funcional, lo cual puede ser un indicador de gets evolucionan de manera

concertada (Tatarenkov y Avise, 2007).

Los reacomodos en los genes mitocondriales sondewados como eventos evolutivos
raros, y como tales, la existencia de un orden efeeg derivados compartido entre
taxones suele ser indicativo de un ancestro corBaoré, 1999). Las variaciones en el
orden de genes han sido aplicados como marcadamgs ¢n los estudios genéticos y
filogeogréaficos de poblaciones (Verkuil et al., @R1Sin embargo, estas duplicaciones
genéticas y los reacomodos complican el uso deClac&®no un marcador porque esta
variacion puede generar resultados poco confiatilexo se comparan las secuencias

homodlogas en estudios filogenéticos (Verkuil et2010).

En los dltimos 15 afios, los andlisis de secuermiasi de genomas completos han
revelado que los reordenamientos son comunescylarinente en Aves, donde varios
lingjes diferentes han estado bajo reordenamierfetidos (Eberhard y Wright, 2016).

Se ha encontrado que existen al menos ocho ordentmsien el genoma y muchos
genomas mitocondriales poseen dos copias de alg@emes provocando duplicaciéon de
genes (Desjardins y Morais, 1990; Mindell et a898; Eberhard et al., 2001; Abbott et
al., 2005; Zhou et al., 2014).

Las secuencias obtenidas de la RC entre indivichaidaciones o especies pueden no ser
las secuencias homoélogas, es decir, una RC puedengdificada y secuenciada en
algunos individuos, y la segunda copia de la RGlpwer obtenida para otros individuos,
lo que resulta en comparaciones entre secuenciabonwlogas. En este caso, la
variacion observada en las secuencias de la RGmerdanto pardloga (comparaciones
entre genes duplicados) como ortéloga (comparamidre individuos). Sin embargo, las
RC duplicadas tienen potencial como marcadoregeiiéticos a niveles taxonémicos,

dentro de géneros y familias, o entre las familRar lo tanto, la presencia de RC
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duplicadas en los genomas de ADN mitocondrial deaktmrios es un fenbmeno

genético interesante y potencialmente Gtil (Og@hyniya, 2007).

El primer genoma mitocondrial aviar completamemteugnciado fue el d8allus gallus
(Desjardins y Morais, 1990). El acomodo de los gateesta especie es el observado con
mayor frecuencia en las aves; este acomodo de gsretsilenominado como el orden de
genes "tipico" aviar (Eberhard y Wright, 2016). géhoma mitocondrial tipico aviar
posee el mismo juego de 37 genes y la RC no caedifi¢ pero difiere de la mayoria de

otros vertebrados debido a un reordenamiento cleréa RC.

A pesar de la creciente lista de taxones de Avedogncuales se han encontrado
reordenamientos en el orden de los genes mito@esyias preguntas persisten sobre los
mecanismos por los cuales los reordenamientos ceéugen, el grado en que las
duplicaciones se conservan en el tiempo evolutieb gfecto que estos reordenamientos
tienen sobre la funcidn, replicacion y evolucion denoma mitocondrial (Eberhard y
Wright, 2016).

Un estudio realizado por Schirtzinger y colaboradatemostré que la duplicacién de la
region control ha ocurrido varias veces en el Ofggittaciformes; con la reconstruccion
ancestral sugieren que hubo seis origenes indegpgadien la duplicacion de la region
control dentro de este Orden (Schirtzinger et2412), este tipo de analisis permitid
elucidar el posible surgimiento, antigiiedad dedigglicaciones y ubicar este evento en

un arbol filogenético de una Familia o un Orderades.

El Orden Charadriiformes (clase: Aves) es un clddoaves diverso que alberga a
especies con una amplia variabilidad morfol6gicmdeictual, crianza y otros caracteres
ecologicos. Actualmente, en la Familia Scolopaciftaeen: Charadriiformes) existen

dos acomodos de genes distintos en donde se descriacomodo tipico y ademas otro
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con RC duplicada pard&renaria interpresy Philomachus pugnaxrespectivamente
(Paton et al., 2002; Verkuil et al., 2010). Ambaperies son basales en el arbol
filogenético de la Familia. Este factor motiva setuglio debido a que seria interesante

conocer si existen mas acomodos dentro de Scoltggpior ser un grupo tan diverso.

En este trabajo, se analizan algunas especiesa®@opacidos, particularmente del
género Calidris; especies migratorias en las quehaeestudiado ampliamente la
conectividad de sus poblaciones mediante los hpp®tmitocondriales de la region
control. Por lo mismo, es relevante evaluar lagmem de duplicaciones en esta region
del genoma y las implicaciones que esto podriartenelos estudios poblacionales y
evolutivos. Esta informacion podria contribuir pagudarnos a comprender bajo qué
mecanismo se generaron los reacomodos de los gétoesndriales, si la duplicacion de
la RC en Charadriiformes tiene un origen singularitiple, y determinar si el acomodo

de los genes podria servir como un cardcter filégemn util.
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Antecedentes

Lo que se lleg6 a considerar como el ordenamiemtogehes “"universal" para los
vertebrados se descartd cuando el primer genonaa a8 secuenciado por completo
(Desjardins y Morais, 1990). En el genoma mitoc@dwiar tipico existe un reacomodo
que involucra el desplazamiento de una porciénpyaeede a la region contrdRQ) y

que involucra tanto al gen del citocromocl( b) , como a los genes correspondientes a

los ARN de transferencia de la Treoniiiqy la Prolina P), (Figura J).

Acomodo de genes compartido por vertebrados

ND5 ND6 |E| cytb |[T|P CR FI 12S

Acomodo de genes "tipico" de aves

ND5 | cytb |[T|P| ND6 [E| CR || 125

Figura 1. Organizacion de los genes mitocondriales desde el gen ND5 hasta el 12S ril
en Vertebrados y aves. A) Muestra el acomodo de los genes que cangmitertebrado
B) Acomodo de los genes de tipo ancestral en aves, se observa uneidifereel oden de
gen que codifica para la NADH deshidrogenasa 6 (ND6), 4cido glutdmico (Byrarito |
(Cytb), treonina (T) y prolina (P); los cuales, en aves, estan iuolertiubicadc
adyacentemente al gen NADH deshidrogenasa 5 (ND5). La region conipl €@en qu
codifica para Fenilalanina (F) y el ARNr 12S no presentan ningtin cambio en el orden.

Aunque Desjardins y Morais (1990) sugirieron guia esganizacién confiere al grupo
una ventaja selectiva asociada con la elevada diaremrergética requerida para el vuelo,
esta correlacion aun no ha sido demostrada (Ber2@00). No obstante, se han
propuesto distintos mecanismos que tratan de expladmo es que los genes
mitocondriales se reorganizan para poder enterslelagosible funcion y el contexto
evolutivo de estas modificaciones (Eberhard y Wrigt016) La mayoria de estas

modificaciones en la organizacion, involucran dazgiientos o duplicaciones de zonas
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adyacentes a la region control e incluso a ellanaisPor lo anterior, los mecanimsos
involucrados se han clasificado en torno al tamddidragmento duplicado y si implica o

no un intermediario de ARN.

Uno de estos mecanismos se denomina “retrotrarcéfosy describe la integracion en
el genoma de un ARN mensajero maduro que sufrits¢rgpcion inversa espontanea
(pseudogén procesado). El gen duplicado resultgeteogén) carece de intrones y
presenta una cola de poli-Adeninas; separado deelmentos regulatorios, estas
secuencias recién integradas rara vez generan €pdqune expresen en la completa
longitud de esta secuencia. Sin embargo, algunwwegenes funcionales ya se han

identificado en la mayoria de los genomas (Huge64).

Otro mecanismo conocido es la “duplicacién en téridde un segmento del genoma y
ésta es debido a un posible resultado de una récacnn desigual (unequal crossing
over), la cual resulta a partir de la recombinad¢idbmdloga entre secuencias paralogas
(Hurles, 2004) . Este evento de recombinacion pteedeién generar una delecion o una

inversion entre las secuencias involucradas (Baiey., 2003; Hurles, 2004).

En funcién de su extensioén, la duplicacion puedeegl un par de genes homdlogos
funcionales, o bien copias incompletas no funcematjue sean ortéloga o parélogas
(Koonin, 2005; Studer y Robinson-Rechavi, 2009)s genes homadlogos ort6logos han
divergido desde un evento de especiacion, mierfss los paralogos son genes

homdlogos que se han diferenciado desde que omurddplicacion (Figura 2)
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Una recombinacion homoéloga entre secuencias pasloguede resultar en
reordenamientos de la secuencia, incluyendo dupdiocas en tandem, asi como en
transferencia no reciproca de una secuencias pgar@lacia la otra, proceso conocido
como “conversion de genes” (Tayebi et al., 2003rlé$y 2004). Dicha conversion
homogeniza las secuencias paralogas, retardandiwesgencia evolutiva y complicando
la determinacion de la antigiiedad de las copia® &mnduce a la observacion de un
proceso denominado como “evolucion concertada” ende las copias pueden ser
altamente similares pero divergir evolutivamentgyfa 3). Finalmente, una vez que los
genes han divergido lo suficiente como para al®uduncionalidad (o disfuncionalidad),

los eventos de conversion de genes pueden redel&éreos.

Ancestro Comin

O

Especiacion |

Duplicacion 1

.......................................... Especiacion 2

Duplicacion 2

%
@] @ @) O O @)
A Ba Ca BB CB, CB»

Figura 2: Formacion de ortélogos y paralogos. El arbol muestra seis geneélbgos d

tres especies designadas A, B y C. Los genes estan represgraadisulos y cada col

representa una especie. Los genes paralogos se rodean con una lingaiesas(Sélole
gen del linaje A no tiene un paralogos). Las cajas en los nodos refaeseventos (

duplicacién. Duplicacién 1 produce los parédlogoy S en el ancestro de B y C; mient

gue la duplicacion 2 produce los paralogéisy 2 en el linaje C. Todos logges de By

son co-ortélogos del gen A. Los genes Ay B sompdiralogs” relativos a la especiacion

pero son “ou-paralogs” relativos a la especiacion 2. Gengky 2 estan “inparalogs”

en relacion con ambas especiaciones en el arbol. Gemey Bu son “one-toene

orthologs” (Studer y Robinson-Rechavi, 2009; Gibson y Baker (2012)).
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En Aves se ha encontrado que existen al menos otHlenamientos de genes
mitocondriales y varios de estos genomas mitocaledri poseen genes duplicados
(Desjardins y Morais, 1990; Mindell et al., 199&)ethard et al., 2001; Abbott et al.,
2005; Zhou et al., 2014).

\Duplicacién

—

|
I Divergencia

—IT—TT+

/ Especiacion \
X

\ Conversion de Genes Conversion de Genes
A

\

—{Or—hn- | 2 —On—aoor

1 |

+ Homogenizacion l Homogenizacién
| en curso len curso

Vi

—— . — .
€ 4

Figura 3: Diferentes eventos de Conversion de genes homogenizan al
genes que se duplican y divergen en cada especie hija (A y B), degux
mientras que los genes pardlogos son muy similares, los ortologogetive
el tiempo. (tomado de (Hurles, 2004))

Mindell y colaboradores (1998) demostraron queAgas hay dos ordenamientos de
genes. Mediante la asignacion de estos 6rdenesigahes en el arbol filogenético
aviar, han demostrado que uno de estos ordenamidatgenes es ancestral (Figura 4A),
el cual fue encontrado en gallinaaflus gallu3 quienes son Aves que se sitlan en las
ramas mas basales del arbol filogenético. Estemado es el observado con mayor

frecuencia en las aves; y es denominado como ehatd genes "tipico" aviar.

El acomodo de genes (Figura 4A) que poseen lasamks compartido con reptiles, y se
asume que el acomodo genético derivado de éstaréigH), evoluciond por una

duplicacién en tandem de la regidohr/Phe/ND6/Glu/CRseguida de una delecion de las
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regionesPro'/ND6Y/GIu? y Thr? (Gibb et al., 2007) esto gener6 ademés una dajdica

de la regién de control.

Si bien, el orden de los genes de las galliGadl@s gallug se encuentra en muchos otros
taxones de aves, tales coliwuthioniformesCiconiiformes Piciformes Passeriformey
Charadriiformes; posteriormente varios investigadores (Mindekl. (1998); Eberhard
et al. (2001); Abbott et al. (2005); Verkuil et £010); Zhou et al. (2014)) presentaron
ordenes alternativos de genes mitocondriales de yawdiscutieron su origen potencial
(Figura 4).
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Acomodo de genes Ancestral

nos | s [e| cytb MO GES

A Acomodo de genes tipico de Aves

nos | evth |t[e| noe [ef R |f[ 125

I cytb T‘IP‘I ND6! lE'I CR! ITZIP’l ND6? IE’I CR? lFl 12s | cytb T CR! P2 ND6? IEZI CR? IFI 125
C
| cytb |T1!|pr) ND6! |51| CR? lpzl ND6? |Ez| CR? |F| 12§ Tcytb - E’l Rt P NDe2 IEZI R? |F| 125
| cyth |rx||>1 CR! | ND6? |EZ| CR? |F| 125 H_Remnan CR gene order

| otb ™ cre p2 npe? e [f| 125

cytb

T‘IP’I crt |rfp| noe [e| cre |r| 125

Figura 4: Distintos Acomodos en Aves alrededor de la Region Contro). (R€ la parte superior ¢
describe el acomodo de los genes que se comparte entre los Vartepkadcomodo comuan reportado
Aves.(B) Acomodo encontrado en algunas Garzas (Ardeidae) (Boore (2000); Zhou et al.,y2604)
Albatros (Phoebastria albatru(Lounsberry et al., 2015§C) Acomodo descrito para Philomachus puc
(Verkuil et al.,, 2010)(D) Acomodo encontrado en Loros del Amazonas (Eberhard et al., 2@&)}),
Acomodo encontrado en el lorito de Luzdn (Prioniturus luconerEberhard y Wright, 2016)(F)
Acomodo encontrado en Ardea cinerea y Ardea purp(Zhou et al., 2014)G) Acomodo encontrado

el avetorillo canelo (Ixobrychus cinnamomeus) (Zhou et al., 20(4). Primer orden alternativ
encontrado en Aves (Mindell et al., 1998; Bensch y Anna, 2000). (tomado de Eberhard y Wright (2016)).
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Uno de los modelos que puede explicar de una manésaadecuada como es que las
duplicaciones se originaron en Aves es el modela dduplicacion y perdida al azar en
tandem (TDRL)” (Boore, 2000; Kurabayashi et al.00 En este modelo, inicialmente
una porcion del genoma se duplica. Luego, uno sigémes copiados se puede convertir
en un pseudogén o se escinde del genoma por psooegacionales subsecuentes. La
copia que se pierde se determina al azar (se medar una mutacion modificando la
funcién del gen copiado o se puede perder). Poardto, un cierto patrén de delecion
puede recuperar el acomodo de genes original, fardién puede conducir a la

reorganizacién de genes (Kurabayashi et al., 2(agyira 5).

Deslizamiento de las hebras durante la replicacion )
Mutacién critica

L\ ) . ! — Y . senes reacomodados
L B C o DN

- — -—;\\——D_ P icact
= == == == 2da replicacion Duplicacién en Tindem

Figura 5: Duplicacion en tandem mediada por errores de replicacién y pérdidaal @odel
TDRL; Boore, 2000).

Kurabayashi y colaboradores (2008) sugieren queluglicacion de los genomas
mitocondriales es principalmente causado por esrdugante la replicacion del ADNmt,
como el deslizamiento y mal complementacion de taglenas (slipped-strand
mispairing), o por una sincronia en los puntos wieidcién y terminacion de la

replicacion.

La region de control mitocondrial es una secuenoificante de longitud variable que
contiene los promotores para la transcripcion (LIS8BP), origen de replicacion de la
cadena pesadayQ el bucle de desplazamientD-(oop) en los vertebrados (Clayton,

1984; Chang y Clayton, 1986). En Aves, la RC s&pdt por la region entre los genes
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para RNA" y tRNA™ en la mayoria de las especies de aves estudiadts ahora
(Desjardins y Morais, 1990; Mindell et al., 1998a RC también se ha encontrado
flanqueada entrdRNA™ y tRNA™ en algunas especies deicidae, suboscines,

Passeriformes, FalconiformgsCuculidae(Mindell et al., 1998; Bensch y Anna, 2000).

Basado en la distribucion de las posiciones deedtidos variables y frecuencias
diferenciales de los nucleétidos, la regién de rbnmitocondrial se divide en tres
dominios (Brown et al., 1986; Saccone et al., 19Fiyura 6).

w———————region control

dominiol = dominio Il  dominio Il

tRNA tRNA

TAS

Figura 6: Estructura general de laegion control mitocondrial de vertebrados.
flechas indican la ubicacion del origen de replicacion para la cadena pesestrand
y el promotor bidireccional de transcripcion para la cadena ligera y peghda H
strand). TAS, secuencias de terminacion asociaddB, Feajas de secuenc
conservadas en el dominio central; CSBs, bloques de secuenciaveaiase (Tomac
deRuokonen y Kvist (2002))

El dominio conservado central de la cadena ligems rica en guanina y pobre en
adenina en comparacion con los dominios flanqueahte Ill. La mayor parte de la

variabilidad dentro de la regién de control se emtia en los dominios | y lll, que

muestran tanto un elevado nimero de sustitucioeesidledtidos y una variacion en la
longitud en comparacion con el dominio Il (Saccenhal., 1991; Baker y Marshall, 1997,
Ruokonen y Kvist, 2002).

Las aves playeras (Aves: Charadriiformes) son wpa@rdiverso y se considera que
existen mas de 360 especies en tres subordentsnilias y 96 géneros (Christian et al.,

1992; Baker et al., 2007). Se asume que las espleaiedivergido por radiacion a partir
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de diferentes clados que son morfolégicamente ducinalmente distintos(Van Tuinen
et al., 2004). Se estima que se originaron hacede&® millones de afos (Baker et al.,
2007). Este grupo exhibe una notable variedad sgposade comportamiento, morfologia
y ciclo bioldgico. El soporte morfologico para nodilia de Charadriiformeses débil, se
han propuesto hipétesis contradictorias de lagimias taxondmicas basadas en analisis
de caracteristicas morfologicas, osteolégicas yétgas. Muchos estudios han
investigado las relaciones entre estas especigsy@mdo a varios taxones excéntricos
que son dificiles de colocar filogenéticamente, @nobjetivo de comprender los
procesos evolutivos que dieron lugar a la diversidae se observa en la actualidad.
Historicamente, las relaciones filogenéticas seieri@h utilizando caracteristicas
morfoldgicas, tales como la forma del pico, tipopiks caracteristicas del esqueleto, y los
patrones de color (Strauch, 1978; Sibley et aB818jorklund, 1994).

Por otro lado, los marcadores moleculares son @n@arienta utilizada para obtener
informaciéon sobre migracion, comportamiento repobido, demografia, estructura

poblacional y niveles de diversidad genética (Helel2992). Uno de los marcadores
moleculares por excelencia es el ADN mitocondrfalige et al., 1987; Moritz et al.,

1987). Para mejorar los estudios de divergenciantigiiedad media en Aves (de 20-60
mda) es deseable encontrar marcadores molecutamdasas evolutivas ligeramente mas
rapidas que los genes nucleares que codificanipastaitilizadas hasta ahora, e intrones

en los genes nucleares puede proporcionar talesadw@es.

Hasta el momento en el Orddbharadriformes se han secuenciado los genomas
mitocondriales completos deJacana jacana (KJ631049.1), Jacana spinosa
(KJ631048.1),Vanellus vanellus(NC_025637.1),Vanellus cinereus(NC_025514.1),
Scolopax rusticolgdNC_025521.1)Recurvirostra avosett§KP757766.1) Haematopus
ater (NC_003713.2), Larus brunnicephalus (JX155863.1), Larus crassirostris
(NC_025556.1), Larus dominicanus (NC_007006.1), Synthliboramphus antiquus
(NC_007978.1), Saundersilarus saundersfJQ071443.1), Stercorarius maccormicki
(NC_026125.1),Uria aalge (AJ242686), Pinguinus impennigAJ242685),Alle alle
(AJ242684), Uria lomvia (AJ242687), Alca torda (AJ242683), Arenaria interpres
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(NC _003712.2) y parhilomachus pugnagGQ255993) se describié secuencia parcial

desde la region control hastal@Sribosomal.

La mayoria de la especies que se han secuenciaia & momento, presentan un
ordenamiento tipico de los genes mitocondrialegufiei 4A). Sin embargo, en la Familia
Scolopacidae se encontraron dos acomodos de gestiesod en donde se describe un
acomodo tipico y ademas otro con RC duplicada pegaaria interpresy Philomachus

pugnax respectivamente (Paton et al., 2002; Verkuillgt2910). Las dos especies son

basales en el arbol filogenético de la Familia.

Actualmente no existe evidencia sobre cual estadesdel acomodo de los genes que
flanquean la regién control en las especies detmCalidris. Verkuil y colaboradores
(2010) encontraron un quinto ordenamiento altevogtaraPhilomachus pugnaiFigura
4C); éste ordenamiento indica duplicacién del sego¥RNA™-RC acompafiado de una
delecién del gen duplicado d@NA™ (y-Thr). Estimamos que las especies del género
Calidris podrian poseer un ordenamiento simildtalomachus pugnagel cual ya se
tiene estructurado el orden de los genes que cowpnedesde el gen d€itocromo b
hasta ell2sribosomal (Verkuil et al., 2010). Sin embar@o,pugnaxes la Unica especie
del géneroPhilomachusy no seria prudente generalizar que todas lasciespde la
familia Scolopacidaegposeen éste ordenamiento. Ademas que, a pedar distancia
relativa en las ramas del arbol filogenético, parecicar queP. pugnaxes una especie

ancestral del génef@alidris (Figura 7).
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C mauri
C pusilla
C melanotos
T subruficollis
C fuscicollis
C minutilla
C minuta
C bairdii
C maritima
C ptilocnemis
C alpina
C alba
C ruficollis
E pygmeus
C subminuta
C temminckii
C ferruginea -
C himantopus SOndDIDGTS
C acuminata
L falcinellus
P pugnhax
A virgata
C canutus
C tenuirostris

ﬂ A interpres

A melanocephala

Figura 7: Filogenia basada en secuencias de cinco genes (RAGL, (
12S, ND2 y COlI) de algunas especies de la Familia Scolopacidae. T
deGibson y Baker (2012).

Es importante determinar cudl es el orden espedificlos genes en esa zona del ADNmt
enCalidris, ya que se ha utilizado a la RC como un marcadmcondrial en estudios de
filogenia, conectividad migratoria y tiempos de atiyencia. Elucidar el contenido
genomico nos brindard informacion valiosa para rsaberevio a esta investigacion se
utilizé de manera objetiva la misma RC interindiatinente. Ademas nos permitird
disefiar marcadores especificos de las RC’s y ghsetiminar entre una u otra si hubiese

duplicacion.

Algunos estudios han revelado la funcionalidad ageduplicaciones de la RC que han
persistido a través de multiples eventos de esgénigArndt y Smith, 1998; Kumazawa
et al., 1998; Campbell y Barker, 1999; Eberhardl €t2001; Abbott et al., 2005; Shao et

al., 2005). Estos estudios demostraron que las Rilicddas no mostraban signos de
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degeneracién, sino mas bien parecian evolucionanaieera concertada. En el modelo
TDRL, por lo general una copia de los genes o Rflicadas pierde la funcion, se

degrada o se elimina con el tiempo (Boore, 200@0uzt al., 2014). Sin embargo, en las
aves es comun que las duplicaciones persistamtéutan largo tiempo evolutivo, en

donde ambas copias son funcionales y tienen uma sattilitud de secuencia. Tal

situacion en general se ha pensado que se debeswolucion concertada y se han
postulado distintos mecanismos que puedan expéicarolucion concertada (Zhou et al.,
2014).

Para comprobar que las copias se encuentran bajoeehnismo de la evolucion

concertada a nivel microevolutivo, es necesaripraner lugar, identificar las secuencias
polimérficas duplicadas en una muestra de indiwdaoonespecificos, preferiblemente
dentro de una poblacion local. En segundo lugentificar que las diferencias genéticas
en un locus paralogo dentro de un mismo individoa shucho menores que las
diferencias entre locus ortdlogos entre los difexerindividuos (Tatarenkov y Avise,

2007). Si al comparar las RC’'s en un individuo £stan mas similares que entre
individuos es indicativo de que las RC’s estan leajaroceso de evolucion concertada. Si
el resultado es contrario, significa que las RE&an evolucionando de manera

independiente.

La mayoria de las aves presentan un acomodo des ggieo, mientras que otras
presentan reacomodos. Es decir, una duplicaci®reiem de una seccidn que incluye
parte delCyth, Thr, Pro, ND6, Gly gran parte de la RGRNA™-RC). Algunas especies
tienen sélo la duplicacién de la RC y otras conlidapiones y degeneracion de la RC
original (Wang et al., 2015).

Las variaciones de secuencias en la RC hipervarfebldemostrado ser muy informativa
en la determinacion de estructura genética de poles en aves playeras (Wenink et al.,

1994; Buehler y Baker, 2005; Buehler et al., 20@h embargo, el poseer copias de
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genes y RC duplicada complican el uso de la RC commarcador fiable debido a que
la co-amplificacion de los genes duplicados puedeltar en signos de “heteroplasmia

aparente” (mas de un tipo de ADNmt dentro de uividdo) (Verkuil et al., 2010).

Si se realizan analisis utilizando una RC obtedielain individuo que posea duplicacion
contra otro que no presente copia, las comparaxipoérian realizarse entre secuencias
no homologas (ortdloga vs paraloga). Por consedaese generaria una confusion
debido a que no existe heteroplasmia, sino mas hQiexn realmente se observan
sustituciones de nucledtidos entre secuencias quaslque estdn en un proceso de
divergencia. Determinar la presencia de duplicasodeberia ser primordial antes de

implementar analisis de filogenia en aves.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la organizacion y la presencia deiclagibnes de los genes mitocondriales

en especies representantes de la Familia Scol@egagtden Charadriiformes).

Objetivos particulares

e Caracterizar la region comprendida entrecidbcromo by el gen del ARN
ribosomall2Sen especies del genero Calidris y otras espegessentantes de

la Familia Scolopacidae y el Orden Charadriiformes.

» Determinar si existen diferentes arreglos de ggrahgplicaciones asociadas a la

region control mitocondrial en estas especies

» Evaluar el orden de los genes del ADN mitocondyig¢ comprenden la region
desde el Citocromo b hasta el ARN2S en Charadrius nivosus, Charadrius
semipalmatus, Charadrius wilsonia, Charadrius verit, haematopus palliatus,
Himantopus mexicanus, Limosa fedoa, Limnodromusegs, Limnodromus
scolopaceus, Tringa flavipes, Tringa semipalmatalidtis alpina, Calidris
himantopus, Calidris minutilla, Calidris canutus,hdlasseus maximugy

Leucophaeus atricilla. * .

» Disefar cebadores especificos para discriminae dag copias de la Region

Control para andlisis posteriores.
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Justificacion

En primera instancia el objetivo de esta investi@aes determinar el orden especifico de
los genes mitocondriales que comprenden desdstadromo bhasta la regiori2S
ribosomal, esto nos permitirA discernir si existe tedas las especies del estudio
duplicaciones de alguno de sus genes. El contar est@ tipo de informacion es
fundamental debido a que, si la presentaran, seigadilizar de manera objetiva la
misma RC interindividualmente para estudios pastesi de filogenia. Ademas que nos
permitira elegir o disefiar marcadores especifieotad RC’'s y poder discriminar entre

una u otra si hubiese duplicacion para realizalisie@osteriores.

Como se mencioné anteriormente, al ocurrir evedéoduplicacion de genes una de las
copias generadas comunmente van acompafiada dédeteo degeneraciones, por lo
tanto, una vez generada una duplicacion, la tastacmomal de las copias es
completamente distinta. Lo que afecta de maneramem®sada los resultados que se
obtengan de los andlisis filogenéticos si no sgeelie manera objetiva la misma

secuencia para todas las especies que se someatmherestudio.

Al obtener cual es el orden especifico de los genégecondriales la informacion
generada podria servir para hacer inferencias sadosibles causas de las divergencias
evolutivas, y al obtener las secuencias ortologagodria generar un arbol filogenético

mas preciso de la Famil&colopacidae

32



Materiales y Métodos

Muestras y extraccion del ADN

La muestras empleadas en el presente estudio fopada de la coleccién de del
Laboratorio de Ecologia de Aves Playeras del lntstitle Ciencias del Mar y Limnologia,
Universidad Autbnoma de México — Unidad MazatlilEMyL-Mazatlan), recolectadas
como parte del proyecto “Monitoreo de Aves PlayeyaAcuaticas del Noroeste de

México” que coordina el Dr. Guillermo Fernandez vee

Las especies que se incluyeron para el analisioriulas siguientesCalidris mauri,
Calidris himantopus, Calidris minutilla, Calidrisaoutus, Calidris alpina, Charadrius
nivosus, Charadrius semipalmatus, Charadrius wilgpnCharadrius vociferus,
Himantopus mexicanus, Tringa flavipes, Tringa safmiata, Limnodromus griseus,
Limnodromus scolopaceus, Limosa fedoa, haematoalliatps, Thalasseus maximus y

Leucophaeus atricilla.

El ADN gendmico se obtuvo de muestras de sangreepradas en anticoagulante
(EDTA tetrasodica 100mM, Tris 100 mM, NaCl 10 mMBRS 1%), tomando 150 de
una mezcla de sangre-anticoagulante y siguiendmragbcolo universal de extraccion
rapida descrito por Aljanabi y Martinez (1997). talidad y cantidad de ADN fueron
evaluadas por electroforesis en geles de agardsa%, tefiidos con bromuro de etidio
(0.5 ng/mL). Para determinar la concentracion ikgladel material genético extraido se
utilizé un marcador de peso molecular conocido (4t DNA Size Standard
Invitrogen™) y posteriormente se llevaron a cabo dilucionescdda muestra para

obtener una concentracion final de ADN de entrg 25 ng/uL.
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Amplificacién por PCR y secuenciacion

Para explorar el orden de los genes alrededor agién control y excluir la posibilidad
de amplificar copias nucleares, se amplificaron P@QR (reaccién en cadena de la
polimerasa) fragmentos que se extendieran desgkenetiel citocromo bQyth) y el gen
del ARN ribosomal 129. Para ello se utilizaron cebadores universalesfididos para
aves, particularmente aquellos empleados por Vedtuial. (2010) para el RuffP.

pugnax para el que se ha reportado duplicacion de geitesondriales (Anexos 1y 2).

Para minimizar la potencial amplificacion de copiagleares y aumentar la efectividad
de los cebadores se amplificaron templetes langtiizando pares de cebadores que
tuvieran una distancia de entre 5000 y 1500 phmeohsa con mayor procesividad e
incrementos paulatinos en el tiempo de reincorp@nag@nnealing) en el perfil de PCR

(Anexos 3y 4).

Los amplicones asi obtenidos, se emplearon compléézs en una segunda ronda de

amplificacién utilizando cebadores internos.

Como primera aproximacion, en apego a los resustat®d Verkuil y colaboradores
(2010), se empled el par de cebadores que anaplifec region que comprende desde la
region control 1 RC1) hasta el gen duplicado de la prolifard?) en la secuencia del
Ruff. Este amplicorRC-Pro” se produce cuando ocurre el anclaje del par dadcees
L141y PropR (véase Anexos 1y 2). La ausencia del segundalgerolina evitaria la
amplificacién de este fragmento, lo que supondt@ splo en aquellas especies en las

que se produce el amplic®C'-Pro?, existe duplicacién de RC.
Para aquellas especies en las que se obtuvo ungwode amplificacion de la region
RC-Pro?, se prosiguié amplificando los productos de PCRndgor longitud, empleando

para ello los cebadores mas externos al fragmeniaterés Cytb y 12%

Aquellos productos de PCR o amplicones de mas @6 Bares de bases, asi como los

productos obtenidos con los cebaddtesaRCFy CmRCR(véase Anexos 1y 2) fueron
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clonados para corroborar la presencia de duplinag&@la regién control mitocondrial.
Para llevar a cabo las reacciones de clonaciéormgdeé el kit TOPO TA Cloning Kit

(Invitrogen) y el vector PCR TOPO 2.1, asi comoule&l electrocompetentes de
Escherichia colicepa Top 10. La transformacién de células electnpetentes, se llevo

a cabo en un electroporador para células procarMizropulser (BIO-RAD).

Después de incubar las células en 1ml de medio &3TC por 1 h, se inocularon dos
cajas petri con LB agar, ampicilina (50ug/ml) y 2-¢300pg/ml), 50 y 100 uL de células
por cada amplicon de 3000-5000 pb obtenido. Unaobéznidas las colonias, al cabo de
24 hr, se verifico la presencia de los fragmentosazios mediante un PCR de colonia y

empleando las mismas condiciones de amplificacgbednplete inicial.

Los productos clonados se emplearon como templetea obtener productos de
amplificacion internos y corroborar el ordenamiedéolos genes entre los geri@gby

12Sdel genoma mitocondrial.

Todos los amplicones obtenidos se secuenciaron ndmasa direcciones empleando
nucledtidos terminadores de secuencia marcadosfloonocromos (BigDye® - Applied
Biosystems) vy un secuenciador automético ABI ReisB100 (Automated Capillary

DNA Sequencer) en SegXcel Inc. (San Diego, &t#p://www.segxcel.coin

Analisis de Secuencias

Las secuencias obtenidas para el amplié@-Pro®, asi como para los genes
comprendidos entre aCytb y el 12S de cada especiee editaron en el programa
ChromasPro v1.7.5 y se alinearon manualmente ariiia el programa UltraEdit v20.0.
Para ello se emplearon como como base del alinator&s regiones homologas Cytb-
12Sde Philomachus pugngGenBank GQ255993.1Arenaria interpregNC_003712.2)

y de Egretta eulophote§GenBank KJ190949). Posteriormente, las secugnséa
analizaron y se alinearon con mayor detalle emagrama Genious v4.8.4 para obtener

la secuencia consenso correspondiente a cadaespeci

35



Con las secuencias del amplicBE€'-Pro® y, muy particularmente, con las secuencias
clonadas de ambas regiones control, se realizénaliss filogenético. Para ello se
empléo el programa MEGA 4 (Tamura et al.,, 20078l ynodelo de sustitucion de

Kimura de dos parametros (Kimura, 1980).
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Resultados

Amplicén RC*-Pro*

Como primera aproximacion para evaluar si existidgrencias en la organizaciéon y el
tamafio de la regidén control mitocondrial en la H@mBcolopacidae se amplificd y
evalud la regiorRC-Pro”® en 5 especies del género Calid@slidris mauri (Western
Sandpiper / WESA)Calidris himantopugStilt Sandpiper / STSA)Calidris minutilla
(Least Sandpiper / LESA)Calidris canutus(Red Knot / REKN) yCalidris alpina
(Dunlin / DUNL). Los resultados de la electrofosesvidenciaron amplificacion exitosa
de la regionRC-Pro” en las cinco especie§igura 8) y por ende la ocurrencia de

duplicacién de al menos algunos de los genes adigzca la region control mitocondrial.

Se determind qu€. mauri posee un amplicORC-Pro? de una longitud de 1140 pb,
mientras que e@. alpina fue de 1650 pb, el€. canutude 1750 pb, erC. minutilla de
1350 pb y en C. himantopusde 1800 pb. Tomando en cuenta queP&ilomachus
pugnaxel peso molecular reportado de esta region essimijar (1186 pb) al obtenido
para estas especjese consider6 altamente probable que compartieramigino

ordenamiento y patron de duplicacion.

Las secuencias de las cadenas ligeras y pesadamsamblaron y editaron para
analizarlas a través de la herramienta BLAST (Bhsial Alignment Search Tool) que
ofrece la base de datos del NCBI (National CerderBiotechnology Information). El
porcentaje de identidad de las secuencias conatespda base de datos, fue de alrededor
del 87% al 97% de similitud con las secuencias hogaé reportadas en las bases de
datos para otras especies del género y paibbmachus Del resto de las especies
analizadas, los cebadores para el amplRGhPro® amplificaron positivamente solo para

Tringa semipalmatdWILL) y Tringa flavipegLEYE).
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DUNL LESA REKN STSA WESA 500 pb

B

cytB | Thr | Pro ND6' | Glu' CR' Y | Pro’| ND&* | Glu? CR? Phe | 128
5' 3

Figura 8. Amplicon REPro? (L141PropR). (A) Fotografia del gel de agarosa al 1.5%;
bandas indican la efectividad de amplificacion de los cebadores, s@iadicada una de |
bandas el peso aproximado en pares de bases (pb) con respecto a laag&€lpb) el sentic
de la corrida va de + a -en sentido vertical (de arriba abajo), las bandas mas ligeread(s®e
en la parte superior. En la parte inferior se muestra el nombre deal@s en el can
sembrado; C. alpina (DUNL), C. minutilla (LESA), C. canutus (REKN), i@ahiopus (STSA
C. mauri (WESA). (B) Se muestra el esquema del orden de los gdhepudmax vy el sitio «
anclaje de los cebadores; directo (L141) e inverso (PropR).
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Cobertura de la secuenciacion de la regié@ytb-12S

Empleando el conjunto de cebadores disefiados peifiear la regionCytb-12Sen P.
pugnaxy algunos cebadores disefiados con base en la secaeh ADN mitocondrial
completo de Arenaria interpres(GenBank NC_003712), se obtuvieron amplicones de
longitud y calidad de lectura de secuencia muyawdes. LaTabla 1 resume los
amplicones y condiciones que permitieron el ensajlgompleto de la secuencia p@ra

mauri, mismas con las que se intenté amplificar el rdettas especies evaluadas.
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Tabla 1. Resumen del control de calidad y evaluacion de mapldicacion y la
secuenciacion

Cebadores .
Region Programa Temp. Longitu Control de calidad
°C d (pb)
Cytb Cytb-end ND6HR 2 55.1 1200 OK
CR1-ND62
CR1-ND62 L716 ND6P2R 2 54.0 700 OK
CR2-12S
Cytb CmCytb F ND6HR 2 55.0 1200 OK
RC's
Cytb CmCytbF CmCytbR 1 52.0 800 OK
ND6-CR
CR1-ND62 LH402 ND6P6R 2 55.0 1000 OK
Cytb-Pro2
Cytb-Pro2 b3 PropR 2 60.0 947 OK
Cytb-Pro2
Cytb-Pro2 b86 PropR 2 60.0 267 Secuencia corta
CR-12S
CR-12S L716 H1827 2 55.0
CR-12S
CR-12S LH402 H1390 2 55.0 1100 Secuencia no (til
RC1-Pro2
CR-12S LH402 H1537 3 66.0 1000 Picos multiples region
CAAA
cyt-CR1
CR-16S CmCRbF 16ScR 4 62.0
Contig OK
CR-12S
4 62.0
CAAA-12S
CAAA-12S mtScoW4F mtScoW4R 4 62.0 460 OK
CAAA-12S
CR2-12s mtScoW1F mtScoW1R 4 50.0 130 Regular
CR2-12s
CR1-propR PreNF PropR 4 64.0 457 no secuenciable
CR-12S
CR-12S L141 H1537 3 60.0 450 OK
CR-12S




CR1-CR2
cytb-12s

LH402
JCytbF

H451
H1827

58.0
65.7

Contig
5000

Regular

Regular
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La Figura 9 resume graficamente la cobertura deeseiacion obtenida para las
especies de la Familia Scolopacidae evaluadas.

| Cyth lThr| Pro | ND6 |Gln1| CR1 | § CytB |TMZIP|‘OZ| ND6 2 |G||l1| CR2

H

|Calldrls mauri (WESA)

|calidris himantopus (STSA)
|calidris minutilla (LEsA)

|Calldrls canutus (REKN)

(charadrius nivosus (sNey
[timnodromus scolopaceus (1800) o
[ringafiavipeseve) T
— -
o —
[Faematopus paiatus (AmoY)

[Himantopus mexicanus (8NST)

[charadrius witsonia (wipL)

[teticophaeus Atricitla (LAGU)

[Charadrius semipalmatus (sePL)

[Charadrius vociferus (cv)

[fR@lEsseus maximus (ROTE)

[EimRbdromus griseus (s8D0)

Figura 9. Muestra la cobertura de amplificaciones. En la parte superior se mi
el esquema del acomodo de los genes observado en Calidris mauri. Del
esquema se muestran los nombres de las aves playeras dispgndabajo d
estos los cuadros grises rgsentan la cobertura de los amplicones obtenidos
cada una de ella

42



Pese a que se empled una ADN polimerasa de angpigory de alta procesividad, la
eficiencia y la especificidad de la amplificaciémefpobre. Para la mayoria de los
fragmentos largos (3500-5000 pb) se obtuvieronriakblemente bandas mdltiples y
secuencias con un elevado numero de sitios congédeitddes como producto de la

inespecificidad de los cebadores.

De igual forma, muchos de los fragmentos de tamafermedio (1000-2500 pb)

resultaron en secuencias de mala calidad o truaqaatda presencia de homopolimeros.

Es por ello que, como medida de control de calgladmo estrategia para ampliar la
cobertura de la secuenciacion, se corroboré elhardento de los genes mitocondriales
utilizando amplicones de una longitud de alredetoBb000 pb que se obtenian usando
los cebadoresJCytbF y “H1827. Usando estos amplicones como ADN templete en
una segunda reaccion de PCR, y utilizando distintgsmres de cebadores que
estratégicamente se anclan internamente en estpletem nos permiti6 generar
amplicones de menor longitud que elucidaban lagsséstantes o ambiguas de estas
regiones problematicas. El resultado obtenido ocmdfila posicién, el tamafio y la
homologia de las secuencias, e incluso nos perottitpletar algunas secciones faltantes

y ampliar la cobertura de la secuencia total.

La Unica secuenci@ytb-12Sque se logré completar fue la @e maurique contiene un
total de 5920 pb (Figura 10), y en un alto pordenta deC. alpina (5800 pb) Para el
resto de las especies del género Calidris el ptajgede cobertura vario entre el 66% y el

99% y disminuyd drasticamente para los represergate otros géneros.
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GACCTCCCCG
ARACCGGTCTC
TACAATACGG
CGAGGTTTTT
CGCTTTCGTA
TCCCATACAT
GCCCTCCACT
CAATCCACTT
TCATCATATT
AACCCTCTAG
CAAACTAGGA
GCTCAATAAC
AGCCAACCCG
CCCCATTACG
ACCAAAGACT
CAACTCCCAA
AATCCCCGCA
CGAATAAAAC
TTCAACATTC
CAATCTCCTC
TACTATAAAC
AACCAACTAC
ACAAAATAAG
CACRCAGGAA
CGGGCATTTT
TCCATTAATA
TATTCACATA
AACACACGCT
ATCGAGCTCC
ARACCCTAGC
TTTACGAATA
CCTTTTTTTT
CGTTGCGGCC
CACTTTGTTT
TTTTCATTTT
ATTTTATTTT
ATCCCACATT
CTACTTTACA
AGTTTATAARA
GAAARRAGAGG
TAAACCGCCC
CGCTACTAARA
CACTATCARAC
AAGCTTGCAC
ARDARCCACT
CACACCCTGC
AATACAAAAC
GAARRACCAT
ccccccccee
CATAATACAT
AGAACAATCG
AACCCTCGAA
CACACCAGTC
ACTAGCTTCA
TAAATAGGTT
GCATTCCARA
ATACAATCTA
TGTTTGGGGA
TGTTTAATGA
CTAAATTTARA
CAACRACCAT
AACAAACARAR
TTCAATCCGT
ARAGACTTAG
AATCTCTTAC
ACGGGTACTC
TGTGCCAGCC
CTAAGACCAA
TTAATTTAAT
CCGTACTAAR
AGAGGAGCCT
AGCTCACCTC
GGCGGAAGAA
AGTAGTARAG

CCCCCTCAAR
TTACTCGCTA
CTGACTRATT
ACTACGGCTC
GGATATGTAC
CGGCCARACC
TCCTACTCCC
GGCATTGTAT
CCTATTCCTA
TTACACCTCC
GGTGTACTAG
CTTCCGTCCC
TAGAACACCC
GGAGCCCTAG
GAAGACTATC
AGCTGGTATT
CCRACTCTARL
ATAGCCACCC
ARCAAGTCCA
AGGCTTCAGG
AACACCRATG
CCCATAATAT
TCATAGCAGT
CATACACCTG
TTATGTACARL
TCCAACCGGG
CTACGTACTA
ATGAATGGTC
TCACGTGAAA
ACARACTTGCT
CATCTGGTTG
TTGGGGGGTC
TTATTTTGGC
TACACTTGGT
TTCACTTCCT
CACATTTTTIC
CACTCARACARL
ATCCTCCTAR
ARACATTGGT
ACTTARACCT
GRATAGCCCC
ARCATCCCARA
AGTAACCACT
CATACCCAAC
ARCATTCCCC
ARACAGAAGCC
ACAACCCCAR
CGTTGTTAARL
CCGCGCCGCA
ACCATCCATG
AGACARATGAR
AGTGTACGGC
GTACCAGGTT
GGCCCATTCT
AATACTCATA
ATTCTTATAC
AGACCTGTGC
ATCATATCARL
ATGCTTGTIGG
ACTACATTTC
ARACATTCAC
CAAACAAACH
CCCTGTAGCT
TCCTARCCTT
TAAGAAGAAR
AGCAGTAATT
ACCGCGGTICA
AGTGCARACTA
TCCACGARAG
GCATCCGCCC
GTTCTATAAT
TTCTGAGAGT
ATGGGCTACA
TGGGACAATA

TATTTCCGCT
TACACTACAC
CGCAACCTAC
ATACCTATAC
TTCCATGAGG
TTGGTAGAAT
ATTCATAATC
CGGATTGCGA
CTAACTCTCG
CCATATCAAG
CTTTAGCTGC
CTATCCCAAC
ATTCATCATC
ARRAATARAAT
CCTCTTCTTA
TTATACTAAR
CACCACAAAC
CACTAARATC
CCAATAATCA
ARRAAGGATCC

ACACAARACGA
GGAGAAGGAT

TCCTGCTTGG
CCCGCCCCAT

TCATGTGTTG
CTATACACCT

ARCCCATCAA
TAAGTGCAGA
TCAGCAACCC

CTTTTGCGCC

GCTATATATC
TTCACAGGTT
CCTCAGGCGT
TATGGCCTCC
CTAACTTTCT
CATACGTTAC
ARCAAGCTCA
TCCTATTCCC
CTTGTAAACC
CTATCTCCAA
ACGAGACAAT
CCCCGTACGA
CCAACCTTTC
ARCACGCCAA
CCAAATATAC
ARCACCAAAC
TAAAAGAACA
TTTCAACCAC
TGTAATTCGG
TTCCAAATCC

CCTAGGRATA
AGTGCTTTAA
ATTTATTAAT

TTCCCCCTAA
ACTTGCTCTT

TTTTGGTTCC
ATCTCATGCG
CACTGATGCA

GACATGATTT

CATTACACAT
GTCCATTTAC
AACAAACARAR
TAAACATCARA
ACCGTTAATT
GGAGCGGGTA
AACATTAAGC
CACARGAGAC
AGCTGTCATA
CTAAGACACA
GAGAACTACG
CGATAACCCA
TCAARCAGTGA
TTTTCTAAGA
TARGCCCCCT

TGATGARACT
CGCAGACACA
ATGCAAACGG
AAAGAGACAT
ACARAATATCT
GGGCATGAGG
GCTGGCCTTA
CARAATCCCA
CCCTATTCTC
CCCGAATGAT
CTCCGTACTA
TCTTATTCTG
ATTGGCCAAC
ACTCAACTAC
GAGTTTACCC
CTATTTTCTG
AADGTCARACA
TARTCGCACC
TACCAGCAAT
GCCGCCARRG
CACACCCARARL
TAGATGCARAC
CTTTTITTCCA
AADATACTTG
TATTGCATAT
CCACACCCCT
CTTGCTAGAA
CAGTTCGAAA
GGCGTAAGTA
TCTGGTTCCT
ACCATTTTCG
GCCCTCCCAG
TACTGAATGA
CCGCAAGCAG
TAACAACACT
CGGCACTGAA
AACAATCCAT
CATTACGGGA
AAAGACTGAA
CTCCCARAAGC
CCCCGCACCA
ATAAAACATA
AACATTCAAC
TCTCCTCAGG
TATARACRAC
CAACTACCCC
AAATAAGTCA
RCAGGAACAT
GCATTTTTTA
ATTAATATCC
TTCACATACT
CACACGCTAT
CGAGCTCCTC
ACCCTAGCAC
TACGAATACA
TTTTTTTTTT
TTGCGGCCTT
CTTTGTTTTA
TTCATTTTTT
TTTATTTTCA
TTAAACATAA
CAAACARACA
AGCATGGCAC
TTTGCTAAAT
TCAGGCACAC
AATAAGTGAA
CCAARATTAAC
AGCCCAAGAT
AACTGGGATT
AGCACAAACG
CGTTACACCC
GCACRATAGC
TAGARAACTC
TTAAGTCGGC

TTGGATCACT
ACCCTAGCCT
AGCCTCATTC
GAARACACAGG
TTCTGAGGAG
GGGATTTTCC
CCTTAATCCA
TTCCACCCCT
ACCTAATCTA
ATTTCCTGTT
GTCCTATTCC
ARCCCTAGTC
TAGCATCCCT
TARACACTCT
TATARATARL
ACCTCCCCAA
ACAACCCTCA
GARRAACATTC
TACTACTARAA
ACACAGAATA
CTTAACAACC
AGCCAARACCC
AGATCTATGG
ceGCccccee
ACTTGTCCTC
CRACCTGCCTC
TTATACATAA
ACTCTTGAAG

ATGTCCTGCG

ATGTCAGGGC

TCCGTGATCG
CGCAACGGGT
GACGGTTTCA
CGTTCATGCC
AGTAGGTTTC
ATTACATTAG
TTAACATTGT
GCCCTAGARA
GACTATCCCT
TGGTATTTTA
ACTCTAACAC
GCCACCCCAC
ARGTCCACCA
CTTCAGGAAA
ACCAATGACA
ATAATATGGA
TAGCAGTTCC
ACACCTGCCC
TGTACAATCA
ARCCGGGCTA
ACGTACTARA
GAATGGTCTA
ACGTGAAATC
ARCTTGCTCT

TCTGGTTGGC
GGGGGGTCTT

ATTTTGGCCC

CACTTGGTTA
CACTTCCTCT

CATTTTTCCA
CCCCCTGCCR
AACAAACARR
TGAAGATGCC
ATATACATGC
CTAAACTGTA
AACTTGACTT

TGTATACGGC
GTACCTAAGA
AGATACCCCRA
CTTAAAACTC
GACCGCCCCT
CCARACCCGC
ACGGAAGGGG
CCTGGGGCAC

CCTAGGTATC
TCTCATCCGT
TTCTTCATTT
AGTCATCCTA
CTACAGTCAT
GTAGACRACC
CCTTACCTTC
ACTTTTCACT
CTTGGAGACC
CGCATATGCC
TAACTCCACT
GCCAACCTCT
CACCTACTTT
AATAGTTTAT
TCAGAARDAG
CCCTAAACCG
CCCCGCTACT
CACCACTATC
ACAAAGCTTG
GACAAARRACC
ACCCACACCC
CCTAATACAA
CCTGAAARRAC
CTACCCCCCC
CCCCATAATA
CAGAGACAAT
CAAACCCTCG
TGCACACCAG
TTACTAGCTT
CATAAATAGG
CGGCATTCCA
GAATACRATC
AGTGTTTGGG
ACTGTTTAAT
AGCTAAATTT
TAAACCCATC
ATCAGATTAC
ATAAAATACT
CTTCTTAGAG
TACTAARCTA
CACAAACAAR
TAAAATCTAA
ATAATCATAC
AGGATCCGCC
CAAACGACAC
GAAGGATTAG
TGCTTGGCTT
GCCCCATAARA
TGTGTTGTAT
TACACCTCCA
CCCATCAACT
AGTGCAGACA
AGCAACCCGG
TTTGCGCCTC
TATATATCAC
CACAGGTTGC
TCAGGCGTTA
TGGCCTCCCC
AACTTTCTTA
TACGTTACCG
ATARAAGARAR
CAAACARACA
AAGATGGCTG
AAGTATCTGC
GCCCAAGACG
AGTTATAGCA
GTARAGAGTG
CCCCTCTTAA
CTATGCTTAG
TAAGGACTTG
TGCCAAAGCA
TAATAAGACA
GCATGAAACT
GTACATACCG

TGTCTAGGAA
GGCCCATACA
GCATCTACCT
CTCTTAACCC
CACCAATTTA
CRARCACTARAC
CTACACGAAA
CARAGATATC
CAGARRACTT
ATTCTACGTT
TCTCCACAAA
TCATCTTAAC
ACAATCCTCC
ARRRAARACATT
AGGACTTARR
CCCGAATAGC
ARRAACATCC
ARCAGTAACC
CACCATACCC
ACTAACATTC
TGCAACAGAA
ARCACAACCC
CATCGTTGTT
CCCCCGCGCC
CATACCATCC
CGAGACRATG
ARAGTGTACG
TCGTACCAGG
CAGGCCCATT
TTAATACTCA
ARATTCTTAT
TAAGACCTGT
GAATCATATC
GRATGCTTGT
ARACTACATT
CATCARATTC
ARCARRATCC
CAACTACTAA
TTTACCCTAT
TTTTCTGACC
GTCAACARACA
TCGCACCGAA
CAGCAATTAC
GCCAARRGACA
ACCCARACTT
ATGCAACAGC
TTTTCCAAGA
ATACTTGCGG
TGCATATACT
CACCCCTCAC
TGCTAGAATT
GTTCGAARAAC
CGTAAGTAAT
TGGTTCCTAT
CATTTTCGTC
CCTCCCRGCG
CTGAATGAGA
GCAAGCAGCG
ACAACACTAG
GCACTGAAAT
CTCTCCTGCA
AACARACARD
TCATATAACA
GCTCCAGTGT
CCTTGCTCAG
ACACCAGGGT
GTATCATGTT
AARCGATCTTA
CCCTARATCT
GCGGTGCCCT
GCCTACATAC
GGTCGAGGTA
GGCCCCCCGA
CCCGTCACCC

CACARATCCT
TGTCGAAACG
CCACATCGGA
TAATAGCAAC
TTCTCAGCARA
CCGATTCTTT
CAGGCTCARR
CTAGGATTCA
TACCCCAGCA
CAATCCCARR
TCCAAACAAC
TTGAGTAGGT
TAATCCTATT
GGTCTTGTAA
CCTCTATCTC
CCCACGAGAC
CAACCCCGTA
ACTCCAACCT
AACAACACGC
CCCCCAAATA
GCCAACACCA
CAATAAAAGA
ARATTTCAAC

GCATGTAATT

ATGTTCCARA
AACCTAGGRA
GCAGTGCTTT

TTATTTATTA
CTTTCCCCCT

TAACTTGCTC

ACTTTTGGTT
GCATCTCATG
ARCACTGATG
GGGACATGAT
TCCATTACAC
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CACTCCTCAC
ACACTCTAAT
ARATAAATCA
TCCCCAACCC
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ARACATTCCAC
TACTAAAACA
CAGAATAGAC
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CAAACCCCCT
TCTATGGCCT
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TGTCCTTCCC
CTGCCTCCAG
ATACATAACA
TCTTGAAGTG
GTCCTGCGTT
GTCAGGGCCA
CGTGATCGCG
CAACGGGTGA
CGGTTTCAAG
TTCATGCCAC

TAGGTTTCAG
TACATTAACA
ARBACARACA
CAAACAAACA
CCCAGAGACA
ARDATGCCCTT
CCACACCCCC
TGGTAAATCT
ATCTTAACAA
GCACCTTTGA
TGATGCTACC
ARACCCACCT
CGCCGTCGCC
TAGCCCATGG
AGGCGGATTT
TCCCTCATAA
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Figura 10 Secuencia del ADN mitocondrial de Calidris mauri que comprende de
Citocromo b hasta el ARNr 12S
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Tabla 2. Sitio de los genes desde el Cytb hasta el ARNr l@Sgenes se encontraron
utilizando el programa DOGMA (Dual Organellar Gene Annotator) para identificar

los limites de codificacion de proteinas, ARNr, ARNyenes utilizando la configuracion
por defecto de BLAST (Wyman et al., 2004) basadosdaos de ADNmt para

vertebrados .

Inicio Fin Gen Cadena
1 1080 Cytb +
1086 1155 tRNA™ +

1171 1240 tRNA™ -
1256 1774 ND6 -
1778 1851 tRNAM -
2914 3027 yCytb +
3033 3102 tRNA™? +
3118 3187 tRNA™ -
3203 3721 ND¢ -
3725 3798 tRNA? -
4969 5040 tRNA™ o
5041 5912  12S +
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Figura 11. Ubicacion de los genes desde el Cytb hasta el ARNr 12S. La ligaalalehuestra con numeros el sitio de las bases en esiarsele
ADNmt. Las flechas de color verde indican el nombre de los gepts ({D6). Las flechas rosas indican el nombre s ARNt (Thr, Pro, Glu
Phe). Las flechas de color negro indican las regiones no codificaR&" y RC). La flecha en rojo indica el ARNr (12S). Las anotacion
realizaron manualmente en el programa Geneious V4.7 (Drummond et al., 2009).



Ordenamiento de genes de la regio@ytB-12Sen Calidris mauri

El andlisis detallado de los alineamientos de sexiae de los diferentes amplicones obtenidos a
partir del ADN deC. mauri permitié detectar un segmento duplicado en tandeismo que
comprende la porcién entre @NA™"" y la RC.Esta duplicacion o copia es contigua a la
primera RC y se encuentran separadas tan solor@oragion de aproximadamente 145 pb
(Figura 12). A través del analisis con la herranseBLAST (NCBI) y usando como base el
genoma mitocondrial d&. interpresy otras especies de aves playeras, fue posibiéfidar las
correspondencias con los genes mitocondrialesoipilel genoma aviaCgtb, Thr, Pro, ND6,
Glu, RC, Phe 129.

El fragmento de 145 pb que separa ambas copialSiéxin elevado porcentaje de identidad con
la secuencia deCytb, pero al estar truncada esta region no codificaateconsideré un

pseudogén d€ytb (¥ Cyth (Figura 12).

Cyth Thr| Pro ND6 Glu RC wCytB | Thr? |Pro’| ND6°  |Glu® RC* Phe| 125

Figura 12: Orden de los genes en Calidris mauri; se muestra la regiércgogprende desde
citocromo b (Cytb B) hasta el ARN ribosomal 12S (12S).

La comprobacion de los pesos de las bandas fugpeable ya que permitié depurar errores
en las condiciones del programa de PCR en el téctador y ademas sirvio de referencia para
ubicar las secuencias obtenidas en el alineamiglofal en construccién. Si en el genoma
mitocondrial existe duplicacién de genes similagqua present&. mauri los genes duplicados
intermedios entre la RG/ RC impedirian amplificar de manera selectiva a I&€,R@ que, es
posible ubicar de manera objetiva un cebador imversel gen de Fenilalanin®Hié o en el
125 pero no se puede ubicar al cebador directo @maliio especifico en los genes anteriores a
la RG, ya que el anclaje puede darse en cualquierasdmfzas de los genes duplicados (el méas
cercano al extremo 5’0 al que se encuentra ubibag@ el extremo 3'), generando productos
multiples, y por lo tanto, las secuencias obtengdsan de baja calidad, ilegibles o inespecificas.

Véase Figura 16
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La eleccion del amplicon R@rd utilizando el cebador directd 141" e inverso PropR’ nos
permiten discriminar entre las Regiones Controlidagas. El anclaje de los cebadores permiten
amplificar la RC debido a que el gen de Pftanquea Gnicamente a la R@ientras que la RC

se encuentra flanqueada por el genPthe seguido del2S al final de su extremo 3véase

Figura 8).

Comparacion de las copias de la region control eBalidris mauri

Calidris mauripresenté una duplicacién en la RC y ambas possardgones conservadas que
caracterizan a la RC. La horquilla de replicacigoli(C Stretch) la cual consiste en una cadena
mono nucleotidica de repeticiones de Citosina & es caracteristica de la region inicial 45’

3) de la RC adyacente aRNA®™ se encontré en ambas copias. El anlisis de Rpcddas
indicaron que poseen las secuencias asociadassiits de terminacion (TAS), las cuales son
caracteristicas del dominio I. También se ubicdasnsecuencias caracteristicas del dominio |l
intermedio tales como la F box, E box, D box, C boxox BSB (bird similarity box) y similitud

en las secuencias del dominio 1l tales como el C8Bonserved Sequence Block 1) (Figura
13).

El alineamiento mostré que existe una diferencidoagitud entre las RC’s. La primer RC (la
mas cercana al extremo 5’) tiene una longitud de441pb, mientras que la copia 2 (la mas
cercana al extremo 3’) tiene una longitud de ~1pB6EI alineamiento demostré que en un
mismo individuo, ambas copias de la RC poseen ureptaje de similitud de hasta el 99.80%
desde el nucledtido 1 hasta el 1005, pero a diée@ede la RE la RC posee a partir del

nucleoétido 1080 repeticiones de tetranucledtido&Aumentando de longitud por ~135 pb,

que en algunas aves se ha presentado@®laen el extremo 3'del dominio lIl.
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C-Stretch TAS TAS
#maurikRCl AGGAARCATAC ACCTGOCCGC CCOCATAAAAT ACTTCGCGEOC CCCOCCTACC CCOCCCCOCCC GCGOCGCATE TAATTCGEGEC ATTTTTTATEG TACAATCATG [ 100]
#FMANUTIRCZ L L L i it it e e e s aaa maaasmamms mewomaoaaaaa moaaasmommaa maomomoaaasoma mamaomomaaaa s mamma aewoamaaaaa maawaw s [ 100]
TAS
#mauriRCcl TGTTGTATTEG CATATACTTE TCOCTCCCOCCA TAATACATRAC CATCCATGTT CCARATCCAT TAATATCCAR COCGGECTATA CACCTCCACE CCCCTCACCT [ 200]
#mauriRC2 ... . i i h e e aaaaaa e [ 200]
TAS
#mauriRCl GOCTCCRAGAG A-CAATCEAG ACAATEAACC TAGEARATATT CACATACTAC GTACTARACT CATCARACTTG CTRAGAATTAT ACATARCARAR CCCTCGARARG [ 300]
#fmauriRC2 .. .. ... e e i i e s e i aaaaaaaa mam s maaama mamaemamaa maommamamaa aaasommaaas mamaamsmas aemosmmamas mawam oo [ 300]
#maurikRCl TGTACGEGCAG TGCTTTAACHK CACGCTATGA ATGGTCTARMG TGECAGACAGT TCOGRAAAMMCTC TTGRAGCGTGCA CACCAGTOGT ACCAGGTTAT TTATTAATCGE [ 400]
FMANTIRICTZ L L e i e e e e e e e eae e aa e mme eea e aaeae waaaemmema mama e ae eaeame e aae e aee eeaam e waaaaaaaa [ 400]
F-BOX E-BOX
#mauriRCl AGCTCCTCAC GTGAAATCAG CAAMCCCEECGE TARAGTAATGET CCTGCGTTAC TAGCTTCAGE CCCATTCTTT OCCCCTAARC CCTAGCACAR CTTGCTCTTT [ 500]
H#MAUTIRCZ L L i i i i r e e e s saa maaas s mms mew s oaamaa moaaasmommaa moammoaaasoma mamaomomaaaa mamas e omme aewamaewas waawww s [ 500]
D-BOX C-BOX
#mauriRCl TECECCTCTE GTTCCTATET CAGGECCATA AATAGCGTTARA TACTCATAAC TTECTCTTTA CEAATACATC TEETTEECTA TATATCACCA TTTTCETCCG [ 600]
FMAanE IR 2 L L L L i e e e it e e em s aaa maaamamaa maaomsaaaaa maaaeaamas memmsaaeaa aamammaman mamaseamaa amaemaaa e mamawe s [ &00]
#maurikRCl TGATCGCGEE ATTCCARRAT TCTTATACTT TTGETTCCTT TTTTTTITITGE GEEETCTTCA CAGGTTGCOCC TCCCAGOGCRA ACGEGETGEAAT ACAARTCTARG [ 700]
H#MAUTriROC2 L. L L i i i h e e e s aaa maaaa e mms mew e oaaaaa moaaaemommaa maommoaaasoma mamaomomamaa mamoaswaomae aewoamoaeaas waaaw s [ 700]
BSB
#mauriRCl ACCTGTECAT CTCATGOGTT GUGECCTTAT TTTEECCCTC AGGCETTACT GAATGAGACE GTTTCAAGTEG TTTGEEEAAT CATATCAACHE CTEATECACT [ 800]
3117 o 2 [ 800]
D—-BOX CSB 1
#maurikRCl TTEGTTTTACA CTTGETTATE GOCTCCOCGC AAGCAGCGTT CATGCCACTE TTITAATGAAT GCTTGTGEGEEA CATCGATTTIT CATTTTTTCA CTTCCTCTAA [ 900]
117 o [ 900]
TAS
#maurirRcl CTTTCTTARC AACACTAGTA GETTTCAGCT AAATTTAARAC TACATTTCCA TTACACATTT TATTTTCACA TTTTTCCATA CETTACCEGEC ACTGEAAATTA [1000]
#MAUTIRCZ L L L L i i it e e e s aa maaas e mms mew e aaaaa moaaaemommaa maomomoamaeoma mamaomomawaa s waomma aewoamaeaas waaaw s [1000]
TAS
#mauriRCl CATTASGTAAA CCCATCCATC AAATTCEGTCA TCGATCATCC C-————-——--— —— e e e e e [1100]
#maurikRCz ..... AC.C. AA.—-....A CA.TCA.z ..C..TTA.T TAARCATARC COOCTGCOCAR TARARAGHRARC TCTCCTGCAR AARCARRCRAR ACRARCHRRC [1100]
#mauriRCl  —-—————————— e e e e e e [1177]
#mauriRC2 AAACARARACAR ACARAACARARMC AARACARAACAR ACAAACAARMNC ARAANCAAACAR ACAAACAAAC AARACARAMACAT TCAATCOC [1177]

Figura 13: Alineamiento de las regiones control de Calidris mauri, los gaimdican nucleotidos idénticos a la secuencia de referepdi@s guiones indican huec
(gaps). Las secuencias que contienen los sitios caracteristicasRIg tomo la poli C Stretch, TAS motif, F box, E box, D box, C box BBy el CSBéstél
resaltados en color azul.



Para corroborar bajo qué proceso evolutivo la R@lickda se mantiene en el tiempo, se realizé un
andlisis filogenético entre las RC duplicadas. 8amon las distancias genéticas calculadas por el
software MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) utilizarlde secuencias de los dominios | y Il de las
RC’s deC. mauri C. alping C. minutilla C. himantopusTringa semipalmatarlringa flavipes A.
interpresy P. pugnaxZheng et al., 2013) (Figura 14).

WESA1 DP30
WESA2 RC02
98 f WEsA1 RCO2

WESA1 RCO1

83 WESA2 DP30
DUNL2 RCO1

99} punL1 RCO1

89 DUNL1 DP30
DUNL1 RC02

100 p== RUFF1 RC02
Bl RUFF1 RCO1
100p LESA1 DP30

&k ESA1RC02

WILL1 DP30
99|_LEYE1 DP30
STSA1 DP30

99] gSTSA1 RCO2
STSA2 RC02
RUTU1 RCO1

Figura 14: Arbol de distancias filogenéticas entre las RC’s. El arbokstra las secuenci
de la RC y la RCG de C. mauri (WESA), C. alpina (DUNL), C. minutilla (LESA),
himantopus (STSA), Tringa semipalmata (WILL), Tringa flavipes (LEYE)ntérpre:
(RUTU) y P. pugnax (RUFF). Los numeros en los nodos indican el pajeaf# identida
entre las secuencias agrupadas. RUTU, al poseer sélo una RC, funcion6 de grupo externo.

El analisis de divergencia genética relativa eméi® RC’s duplicadas indic6 que las copias

pardlogas (REvs RC dentro de las especies = 0,6%) eran mas similem&® si que a sus
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homologas ortélogas (R@s RC entre las especies = 6,2%; RG RC entre las especies = 6,8%)

dentro de cada especie.

Entonces, las RC'’s paralogas de los diferentesithais eran genéticamente mas similares entre si
que las RC’s ortdlogas de los individuos dentrolade especies analizadas. Este patron podria
ajustarse tanto a un escenario de duplicacionmecieomo al de evolucion concertada de la RC
duplicada dentro de cada una de estas especiemmBargo, el hecho de que todas las especies del
géneroCalidris analizadas mostraron evidencias de la duplicacéta parecer haber ocurrido

desde que estas divergieron.

Los amplicones obtenidos paf2alidris mauri se muestran en la Figura 15. Las secuencias
obtenidas indicaron el orden de los genes, ya aue@liktintas combinaciones entre los cebadores

directo e inverso nos permitié descubrir los gdlasjueantes a los genes limitantes.

s - Thr | Pro’ - Glu* CR' -n.r’ Pro* - Glu® CR? I Phe | 12s
[[CmRCF | CmRCR [ CmRCF_jww{ CmRCR |
[[3cywr { JRCRR JRCRF — R CRR |
walk | Cytbend SR
[Crtbend jum— NDGHR | [Liah Fropk | [Lass ) (s |
(o1} [ Propk | [CrCROF ] 1527 |
55 ) { PropR | [CmCRbF ) s ]
[ND6L3 ) {Has1) [NDeL3) { st
[CmCywF ) {cacynr] [LH402) NDG6p6R |
[L716) H1390 |
[L716) (s |
[Lia02) o
. { H1537 |
watk ooy Dlarere] 5> G T
[L141) { H1390 |
] { H1390 |
fFreng (Propkt | [wiF ) ik ]

[wir )

[war ]

{iiasi |

[war )

[ wer ]
{w2r]
[WsF Jmmm{ w5k |
{war]
{(wer ]

[Lia1

Figura 15 La figura muestra el orden de los genes desde el gen Cytb hasta el 42ZSafidris
mauri. Los rectdngulos en blanco tienen en el interior los codigdssdeebadores (JCyth
Cytbend, b71, etcétera). Las lineas gruesas indican la longitud de losefitagry el par ¢
cebadores que las generan. Las flechas indican amplificaciones utilitmat&nica de “prime
walking” utilizando los amplicones largos como templete.
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El previo conocimiento de que el segmento’R&F amplificaba paraC. mauri nos indicaba
presencia de una RC duplicada. Este supuesto penmiizar el ordenamiento descrito paea
pugnaxcomo referencia para amplificar de manera diso@airia la region que comprende desde
el Cytb hasta la zona media deR&C". También permitid utilizar la zona media de la'R@cia el
extremo final dell2S La electroforesis indic6 el peso aproximadoateftagmentos obtenidos, si
por ejemplo, el peso de las bandas de los ampbcaxeedia los 2500 pb mostraba una

amplificacién desde la parte media hacia el extragnaial o final.

Por ejemplo, al amplificar un producto de PCR zditido el cebador directédD6L3y el inverso
H451 podia generar un par de productos con diferemgitled. En la electroforesis se pudo
observar un par de bandas de pesos distintosntenar banda tendria un peso aproximado de 1100
pb, mientras que la segunda banda podria excesl&25@0 pb. El peso de las bandas permitiria
saber la posicion en la que los cebadores se amcl&b alineamiento global de los amplicones
obtenidos permitiria determinar la longitud esparatk las combinaciones de los cebadores
elegidos. En la Figura 16 se muestra la foto dddetroforesis del producto de PCR del amplicon
ND6L3- H451 el peso de la banda es de aproximadamente 1100 gbe indica que el amplicon

obtenido es el producto 1, como se muestra ergakesa.

3
Cyth Thr | Pro* ND6 * Glu* cR' WCytB |Thr?®[ Pro® NDé6* Glu® [o: 5 Phe 12s
ND6L3} [H151 | [ND6L3] [H4L |
(ot banc Il CALIDDUP 56*C

Producto 1

Producto 2

Figura 16: Amplicon ND6L3H451. En la figura superior se muestra el orden de los ¢
mitocondriales de C. mauri en la region CytBS. Los cuadros en blanco tienen €
interior el nombre de los cebadores. Se muestran dos sitiostdsstile anclajes de |
cebaares originando un par de amplicones de distinta longitud, generando los poed
y 2. En la figura de la derecha se muestra un gel de agarosa; se dgpriddeicto de PC
del amplicon obtenido. En el carril de la izquierda se muestra la escalejec(@slos pesc
de las bandas marcados; en el carril de la derecha se muestra la lhgaoducto d
PC R 3C =ND6L3-H451
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Discusion

Aspectos metodoldgicos

El porcentaje de éxito en la obtencion de amplisodesminuyé de acuerdo a la distancia
flogenética entre individuos debido a una altaeesjridad de los cebadores. Por ejemplo, se
obtuvieron las secuencias del AmplicBE™-Pro? (L141-PropR)paraC. minutilla C. alping C.
canutus C. himantopus Tringa semipalmatay Tringa flavipes Hubo una baja calidad de las

secuencias enimnodromus griseysimnodromus scolopaceyd imosa fedoa

El amplicon RG-Prd también se intentd amplificar étimantopus mexicanus, Tringa flavipes,
Tringa semipalmata, Charadrius semipalmatus, Chated wilsonia, Charadrius vociferus,

haematopus palliatus, Thalasseus maximus y Leuenghatricilla, pero no hubo efectividad en la
amplificacion.

Suponemos que esto puede deberse a dos razongsmesa es que los cebadores al haber sido
originalmente disefiados paPhilomachus pugnaxdas especies mas divergentes a esta especie
(Figura 17), tendrédn una mayor diferencia nuclécaidy los sitios de anclaje de los cebadores seran
cada vez mas inespecificos conforme haya presdaciambios en las bases donde los cebadores
hibridizan. La segunda razén es que la inefectiViela la obtencion del amplicon se puede deber a

la ausencia de duplicacion y por lo tanto no sedlog anclaje de los cebadores.
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Figura 17 Filogenia basada en secuencias de cinco geRéss(, CYT B, 12S, ND2 y C
estimados con el andlisis bayesiano con particiones de 84 espetiesilbrden Scolope

(Charadriiformes). Tomado de Gibson y Baker (2012).
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Otra dificultad metodolégica fue la presencia deetigiones mononucleotidicas en el Dominio | de
las RCs (Figura 10, alrededor del sitio 1881), asi commola regién deARNr 12S(Figura 10,
sitios 4541-5020). Pese a que en la electrofoms@garosa se observaron productos de PCR bien
definidos y especificos, la presencia de estadicap®es mononucleotidicas genero lecturas de baja
calidad en estas regiones. Si bien la estrategidiskfiar nuevos cebadores en regiones mas
adelantadas en la secuencia o “primer walking” {(Kinh et al., 1993), funcioné para obtener la
secuencia completa d& mauriy C. alping no se obtuvo el mismo éxito para otras espeaés d

género.

Adicionalmente, se presento dificultad en el proads secuenciacién cuando los productos de PCR
inclufan al Dominio Il de la REdebido a la presencia de repeticiones de Tetradtidbs CAAA

(en el sitio de las 4010 pb), de igual manera darbnsecuenciacion a partir de la zona CAAA la

secuencia perdia calidad y generaba picos multgresl cromatograma, dando como resultado

secuencias ambiguas que se volvieron a corroborar.

Para la comprobacion en zonas conflictivas comoCHstretch y repeticiones CAAA se
amplificaron productos que incluyeran esas regiongsosteriormente se utilizé la técnica de
“primer Walking”. En esta técnica el primer cebadomplementario a una porciéon conocida del
ADN que se analizara se utiliza para la secuerimiade la regién adyacente. La nueva informacion
de la secuencia obtenida se utiliza luego paraitoliun nuevo cebador para su secuenciacion
posterior y secuenciar mas alla de las regionescidas. La aplicacion de este procedimiento
varias veces, nos permitié conocer secuenciassalg®DN (ver Figura 15). Los mononucleotidos
causan deslizamiento de la polimerasa generandogesecuencia ilegible, generando picos
multiples o secuencias truncadas. La obtenciénuéeas secuencias por este método nos permitid
ensamblar de manera mas precisa las secuenciasedl@suciaban” al alcanzar estas regiones

conflictivas.
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Ordenamiento de genes en el ADNmt en el género Gdis: Duplicacion

de la region control y los genes adyacentes

La obtencion de las secuencias del Amplicor-R@F en las cinco especies Galidris analizadas
indicaron diferencias en longitud y peso (FiguyaB segmento de los genes que conforman la
region Cytb-RC (RC', Cytlf, Thr’ y Pro®) se originé por un evento de duplicaciéon en tangeno

de manera parcial, una evidencia que soportadesteeis la presencia de un pseudogéfyittlen

las cinco especies dealidris. La extension de la secuencia parcial @gtb (wCytb duplicada
difiri6 considerablemente entre estas especiesvagable de tal manera que existe una diferencia

notable en la longitud de ese segmento duplicatie estas especies.

Al contrastar la posicion filogenética de las eggedael génercCalidris con respecto a las
diferencias en la longitud de la secuenciayd@yth, aparentemente estas ultimas podrian explicarse
en términos de una degeneracion del pseudogérs eaneas mas recientes del arbol (Figura 18). A

mayor profundidad de las ramas (tiempo de diveiiggnmayor longitud del pseudog@yth.
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C mauri ~1140 pb
C pusilla
C melanotos
T subruficollis
C fuscicollis
C minutilla ~1350 pb
C minuta
C bairdii
C maritima
C ptilocnemis
C alpina ~1650 pb
C alba
C ruficollis
E pygmeus
C subminuta
C temminckii
C ferruginea
C himantopus ~1800 pb
C acuminata
L falcinellus
P pugnax
A virgata
C canutus ~1750 pb
C tenuirostris

_: A interpres

A melanocephala

Figura 18 El arbol filogenético muestra la agrupacion del géi
Calidris junto con las especies mas cercanas a este género en laa
Scolopacidae (tomado de Gibson y Baker (2013g)indica la longitu
aproximada del amplicon R@ro?> para las cinco especies
Calidridos de las que se obtuvo esta secuencia

Verkuil y Colaboradores (2010) reportaron un nuagomodo erPhilomachus pugnaiigura
19A), hasta ese afio ninguna otra Ave compartia asienodo de genes. Sin embargo, nuestros
resultados demuestran que al menos dentro de ldi&a&nolopacidae este mismo acomodo es
compartido. En la&igura 19 se pueden observar ligeras diferencias en el atworde los genes
entreP. pugnaxy el acomodo encontrado en los Calidridos anatiga@on base a las secuencias
obtenidas, y observando estos acomodos, se sugierenP. pugnaxa secuencia no codificante
que esta flanqueada por la RCPrd tiene un grado de degeneracion mayor que los i@hkigl Por

lo tanto P. pugnaxya no posee las secuencias correspondientg8ytb y Thr. Sin embargo, al
observar el arbol filogenético de Scolopacidae sede sugerir que en el nodo que separa a
Arenaria interprede los Calidridos y B. pugnaxdebio existir un evento de duplicacion el cual dio

origen al acomodo de los genes que presentaicdnsoalos descritos enfagura 19.
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Con base a los resultados obtenidos se puede rsggerias especies descendientes al nodo que
alberga &. pugnaxy a los Calidridos comparten el mismo acomodo peiste una variacion en la
longitud de yCytby Thr’. Para darle soporte a esta idea, hace falta zanali cada una de las
especies en esta rama del arbol ya que actualmerggisten secuencias completas de la seccion

Cytb-12Sen el GenBank para las demas especies.

Cytb |Thr|Pro| ND6 |Glu| CR | w |Pro® ND6’ Glu’ (0: & Phe| 125 | %
. Cytb |Thr|[Pro| ND6 |Glu| CR |#tv8|The |Pro’ ND6* Glu? CR’ Phe| 125 | ¥

Figura 19 Acomodo de los genes en la region Cytb-12S. La figurauestra ¢
acomodo de los genes en P. pugnax. La fifumuestra el acomodo encontradc
Calidridos.
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Duplicacion de la Region Control erCalidris mauriy otras especies del

género

La presencia de duplicacion en tdndem y el pseuddg€ytb en las especies del génealidris
sugiere que los ordenamientos mitocondriales ggnaron por un mecanismo correspondiente al
modelo de duplicacion y pérdida aleatoria en tan(lEDRL Zhou et al. (2014)). El ordenamiento
tRNAT'"-RC presente en estas especies pudo haberse originpddir del ordenamiento aviar
ancestral por una duplicacién que abarc6 desdarta final delCytb hasta I&RC, seguida de una

delecién de la porcion 3'de RC1y de la porcion 5'deCytb (Figura 20).
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Figura 20 Duplicacion en tandem mediada por errores de replicacion y pérdetaaic
(modelo TDRL; (Boore, 2000)(Tomada de Kurabayashi et al. (20@8))esquenr
superior muestra de manera simplificada el mecanismo por el cual se duplicas
genes mediante el modelo de TDRL, en este caso por el diento y me
complementacion de las cadenas (slippdnd mispairing). En el esquema inferiol
muestra el acomodo final del segmento duplicado Cytb--CR en Gatidui conforme
al modelo TDRL.




El andlisis de las secuencias de ambas copiasRI€ nCalidris mauriindica que ambas poseen
los sitios caracteristicos de una RC funcional (fég) y sugiere que la replicacion se pudo haber
originado a partir de cualquiera de ellas. Se hyersdo que el contar con dos copias funcionales
podria representar una ventaja al funcionar conaopuoteccion contra el estrés oxidativo o la edad
de la mitocondria (Schirtzinger et al., 2012), snooun mecanismo de replicacion del ADNmt mas
rapida y efectiva ((Arndt y Smith (1998); CampheBarker (1999); Shao et al. (2005); Kumazawa
et al. (2014)).

Las copias de la RC’s resultaron casi idénticagagta individuo, siendo la principal diferencia
entre ambas una region de repeticiones CAAA enteémo 3' de la RgFigura 6 y Figura 13). El
andlisis detallado de la secuencia de las RC aur@&if4) revel6 que, al menos €n maurj las
variaciones entre individuos se encuentran cormgasren el extremo de los dominios | y Il de la
RC (Figura 6).

Las diferencias en el dominio Il de las copiasal®C de cada individuo resultaron ser minimas,
por lo que es posible que la duplicacion hayar@mirecientemente en el tiempo evolutivo y que
no se hayan acumulado suficientes sustituciondgatigicas para distinguir cada copia, o bien que
las copias hayan evolucionado de manera conceltadage explicaria la acumulacion de bloques
CAAA en el extremo 3". Este ultimo escenario im@lia una conversion homoéloga que podria

introducir un sesgo en la estimacion del nimersudétuciones en la copia.

De acuerdo con las observaciones de Eberhard yparaldores (2015) en su andlisis del Orden
Psittaciformes, si una de las RC duplicadas musgiras de degeneracion ésta es siempre fa RC
Sin embargo, reportaron que en Psittaciformes [a &Ca original pero esta se encuentra ubicada
en la posicion ancestral, situada ei@ie y Phe(Figura 4D); dato que les parecio sorpresivo debid

a que dicha region control (RGnostré signos de degeneracion.
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De la secuencia comple@ytb-12Sde Calidris mauriy el ordenamiento obtenido en el presente
estudio, contrario a lo planteado por Eberhard igiir(2016), en el géne@alidris la RC' que se
encuentra situada mas al extremo 5 es la regiotratariginal. Tomando como base el modelo
TDRL;; la mala complementacién y el deslizamiento dectaenas provocaron la duplicacién del
extremo 5 delCytb hasta la RC original; una vez copiado este setgrsminsertd justo antes de
las repeticiones CAAA al final del dominio Il da RC desplazando a la RC original yRNA"

hacia el extremo 3'.

Sumado a esto, los eventos de conversidon de géaicanantenido las RC’s en los dominios | y Il
casi idénticas. La RC situada al extremo 5’ estadflieada por €RNA" y la copia degenerada del

Citocromo b {/Cytb)indica evidencia que soporta este escengigufa 20).

Anteriormente se mencion6é que se habia reportadoordenamiento de tipo ancestral en el
ADNmt de Arenaria interpres(Paton et al., 2002), (Figura 4A); por lo congigite A. interpres
tiene sélo una RC en su genoma mitocondrial. SipaegoA. interpres posee repeticiones CAAA

en el dominio Il de su RC, similar a la R@e C. maurj pero con un nimero de repeticiones
distinta esta caracteristica da soporte al mecangntue se generd la duplicacion de genes en los
Calidridos.

Por otra parte, al realizar un analisis de la RGadllus gallusse observé que en el Dominio Il no
presenta repeticiones CAAA; similar la RC1 de Curnia cual es la region control original. Si la
ausencia de las repeticiones CAAA en el domiridélla RC, corresponde al estado ancestral, tal
como lo present&. gallus da soporte a la idea de que la'R€ la region control original, pero
crea incertidumbre en el modo en que las rdpats CAAA surgieron, ya que al menos en los
Charadriiformesque se encuentran secuenciados mencionados amenie, todos poseen esta

caracteristica del dominio III.
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Mantenimiento y evolucion de los genes duplicados

Las regiones de genes que se reorganizan en el ADidmaves también se codifican
predominantemente por la cadena pesada y estéam delrorigen de replicacién de la misma. Es
posible que cualquier combinacion de estos mecasigudiera ser responsable del orden de los

genes observados en las aves (Mueller y Boore,)2005

Ademas, como se menciono anteriormente el genomegonidrial esta sujeto ademas a un segundo
mecanismo: la “recombinacion homodloga”, en donde dadenas de ADNmt de dos porciones
genomicas, con secuencia nucleotidica igual o airaiitre cromosomas o entre moléculas de ADN
son intercambiadas (Ujvari et al., 2007; Kurabayastal., 2008). Cuando la recombinacion entre
dos cadenas que contienen un set de genes o wsaskcnucleotidica similar este proceso no crea
una duplicacién, pero la recombinacion puede homiage la secuencia entre las regiones
intercambiadas conocida como conversion de gengaré=3). Por el contrario cuando alguna de
las cadenas que se recombinan posee un set dedggg@hes, una de las moléculas resultantes o de
las porciones genomicas podria tener una copia ngeno extra (unequal crossing over)
(Kurabayashi et al., 2008; Sammler et al., 2011).

El andlisis de divergencia genética relativa elaiseRC’s duplicadasF{gura 14) indicé que RC’s
paralogas de los diferentes individuos eran gem@tnte mas similares entre si que las RC'’s
ortdlogas de los individuos dentro de las espemiedizadas. Este patron podria sugerir que estas
copias tienen un origen reciente 0o que se mantigtémticas gracias al proceso de evolucién
concertada y recombinacion homologa entre los gdapbcados en las especies de Calidridos

analizados.

La suposicion de que el ADN mitocondrial de losvales no sufre recombinacion homologa esta
basado en pruebas indirectas. Sin embargo, estaisigm ha tenido una influencia importante en
nuestra comprension de la reparacion de ADN mitdcdal) la acumulacion de mutaciones e
inferencias biohistéricas realizadas a partir desi@oblacionales. Si la recombinacion homéloga
ocurre en el ADNmt animal, esto tendra un efectpartante en nuestra comprensién de los

mecanismos de mutacion, reparacion y tasas de #mtidnu de mutaciones en el ADNmt

63



(Ladoukakis y Zouros, 2001). Las implicaciones spumalmente graves para el uso de ADN
mitocondrial en los estudios de filogenia, filogeadta y fechado en donde se asume que el genoma

mitocondrial es transmitido via clonal.

Estudios de simulacion realizados por SchierugeinK2000) y Abbott et al. (2005) demostraron
gue cuando se asume que no existe recombinacitw@wsh la hay, conlleva a ramas basales mas
largas y ramas terminales cortas que en una situaeal; y podria también aparentar una violacién
al reloj molecular. Para esto Ladoukakis y Zou(@901) sugieren ademas otras dos
complicaciones que podrian ser de especial impdgaen la reconstruccion de filogenias de
taxones estrechamente relacionados pero reprodowive aislados. Una de ellas es la posibilidad
de evolucién concertada en el ADNmt; y la seguratapticacion, puede resultar por la variacion
(ya sea entre individuos o entre las poblaciones)lee actividad de recombinacion de la
mitocondria, que debe ser controlada por gene®ared. Todo esto tendrd un gran efecto de ruido

alrededor de la sefial filogenética.

Las RC’'s son ampliamente utilizadas como marcadotecular en andlisis de genética de

poblaciones, filogeografia y filogenética. Sin engioa en los taxones en donde se presentan
duplicacion de la RC se debe examinar cuidadosanpema el uso de la misma en cualquier tipo de
andlisis, debido a la evolucién concertada (Wangl.e2015).Para poder encontrar algan patron,
bajo el cual el ADNmt de las Aves esté evoluciomese necesita una mayor cobertura taxonémica
para asi hacer comparaciones en los acomodossdgeltes dentro y entre taxones de Aves

secuenciados.

Con las nuevas herramientas de secuenciacion de memeracion (NGS) se pueden obtener las
secuencias completas de los genomas mitocondealedves. Este recurso serd de utilidad en
estudios evolutivos comparativos. Los resultadosladeNGS pueden proveer aceleradamente
colecciones de genes y genomas mitocondriales ele g& que es una herramienta adecuada para
la generacion de datos debido a que estos genorohAgienan rapidamente (Avise et al., 1987,
Cooke et al., 2012).
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Lounsberry y colaboradores (2015) reportaron edfisdel flujo de trabajo para la secuenciacion
del mitogenoma completo de Albatrd@hpebastriaspp.) con el sistema secuenciacién de nueva
generaciéon “miSeq” de Illlumina. En este trabajesmlea un procedimiento iterativo que permite
el ensamblaje de novo. Ademas es posible detegtdicdciones y determinar el acomodo de los
genes. Este procedimiento podria ser aplicado @amuier otro taxdén de Aves. Sin embargo, el
ensamblaje de mitogenomas de especies no modet@pqutesentar desafios considerables. Los
resultados de las secuencias obtenidas a pattr S podrian presentar complicaciones debido
a la presencia de regiones repetitivas tal comedaien las RC’'s. Ademas la presencia de genes
codificantes duplicados, estas secuencias al sicdpdente idénticas, generarian traslapes en los
alineamientos entre las copias. Estos genes ddplic podrian pasar desapercibidos si no se
encontraran adyacentes a algin otro gen no dupli&sias secuencias se podrian ensamblar en un
sitio Unico de manera inapropiada enmascarandordaepcia de uno 0 mas genes con esta

caracteristica.

Nuevamente, la recomendacion de utilizar el ampliCBCl-Proz” a manera de diagnéstico,
permitiria tomar algunas medidas para evitar este.éAdicionalmente, la informacién obtenida de
los genomas secuenciados nos podria sugerir @royida relacion de los acomodos encontrados
hasta ahora, establecer con mayor confianza lasioaks filogenéticas en Aves e incluso descubrir

nuevos acomodos presentes.
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Conclusiones

En esta investigacion se secuencio la seccion @agel genoma mitocondrial @alidris mauri
gue comprende desde el gen que codifica gatd hasta ell2S ribosomal, encontramos que
present6 dos copias de la seccion Thr-R@t(Thr/Pro/ND6/GIU/CR, separadas por una copia

degenerad&ytb que difieren en el extremo 3' de laROr varias repeticiones CAAA.

Calidris mauripresenta el ordenamiento genético que muestfégiara 12. Este mismo acomodo
de genes fue reportado Bhilomachus pugnagor Verkuil et al. (2010y enPhoebastria albatrus

por Lounsberry et al. (2015).

Se obtuvieron secuencias parcialesQhdidris alpina, Calidris himantopus, Calidris mitilla,
Calidris canutus, Tringa flavipes, Tringa semipatmalimnodromus griseus, Limnodromus

scolopaceuy Limosa fedoajue sugieren la presencia de genes duplicados.

Las secuencias parciales @Galidris alpina Calidris himantopus Calidris minutilla y Calidris
canutussugieren que estas especies comparten un ordernandie genes similar al dealidris

mauri.

No se obtuvieron secuencias @@haradrius nivosus, Charadrius semipalmatus, Chered
wilsonia, Charadrius vociferus, Himantopus mexicarhmematopus palliatus, Thalasseus maximus
y Leucophaeus atricillaCon lo cual no se pudo determinar si presentdbplicacion de alguno de
sus genes. La distancia filogenética aumenta labiidad nucleotidica entre las especies, por lo

tanto la efectividad de los cebadores utilizademiiuyé.

Se observo que el mecanismo por el cual se geaehdplicacion de los genes €alidris mauries
en tdndem generada por el deslizamiento y mal camgitacion de las cadenas de acuerdo al

modelo propuesto pdoore (2000), (TDRL model).

Las RC duplicadas se han mantenido practicameétgiéas por dos posibles razones. Primero es
que la antigiedad de las duplicaciones es relagagmreciente, por lo tanto no se han podido
observar un nimero relevante de sustituciones. ddarlado las regiones duplicadas estan bajo el

proceso de la conversion de genes.
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Debido al andlisis entre individuos de la Famil@lSpacidae, y al porcentaje de las distancias

genéticas, observamos que las RC’s dentro de ndiédiuo evolucionan de manera concertada.

De acuerdo al modelo propuesto por Boore (2000RCasituada hacia el extremo 5, entre el

tRNA™ y yCytbes la regién control original.

RECOMENDACIONES

Se evidencié que hay duplicacion de regién contosl,cebadores empleados podrian amplificar
ambas copias, por lo tanto se propone una revagolos analisis filogenético del género Calidris
gue se han efectuado hasta la fecha.

Para ello se deberia emplear el amplicon-R@ (L141-PropR), ya que este nos permite

discriminar al menos en Calidris la RC’s que dgeado a los resultados obtenidos en este trabajo,

corresponde a la R@ncestral.
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Lista de Anexos

Anexo 1

Listado de cebadores empleados en este estudigadtis para la amplificacion de ADN

mitocondrial de especies del género Calidris y sotescolopécidos. Se indica el nombre del

cebador, la secuencia especifica y el gen corregge

Regidn Cebador Secuencia (5' 3 3") Fuente
JCwvtbE TGGCCCCAAACCTACGAAAA Este estudio
JCvibR CTGGCTGCCCACTCATGTTA Este estudio
CmCytb F ACAACCCTAGCCTTCTCAT Este estudio
CmCytbR CCTAGTTTGTTTGGGATTG Este estudio
b3 GGACGAGGCTTTTACTACGGCTC Tomado de Verkuil et al. (2010)
Citocromo b b86 TGAATNGGNAGCCARCCNGTAGAACACCC Tomado de Verkuil et al. (2010)
b71 TGGGAGGAGTACTAGCTCTGGCAGCCTC Tomado de Verkuil et al. (2010)
b5 TTCCACCCCTACTTCTCACTAAAGA Tomado de Verkuil et al. (2010)
cytbend CACGACGTTGTAAAACGACAGCCAACCYAGAACACCC |Tomado de Verkuil et al. (2010)
PropR AATACCAGCTTTGGGAGTTGG Tomado de Verkuil et al. (2010)
ND6p2R TGGTTACTGTTGACAGTGGGGGA Tomado de Verkuil et al. (2010)
ND6pbR CTGTTGCAGGATGTGGTTGGCT Tomado de Verkuil et al. (2010)
tRNAPro ND6L3 ACTGCTCGAATCGCCCCACGAG Tomado de Verkuil et al. (2010)
RNAGH cmGuF TAGCAGTTCCTGCTTGGCTTT L*fsxe estudio
cmGhR GCGGGCAGGTGTATGITCC Este estudio
ND6HR TYCGNATRGATTTTAGYGGGGT Tomado de Verkuil et al. (2010)
ND6 H451 CCTGAAGCTAGTAACGCAGGAC Tomado de Verkuil et al. (2010)
L141 TCCATTAATCTACAACCGGGCT Tomado de Verkuil et al. (2010)
L/H402 TGAAATCAGCAACCCGGCGTAAG Tomado de Verkuil et al. (2010)
L1438 TCACGTGAAATCAGCAACCC Wenink et al., 1993
L716 ACTTTGGCCCTCAGGCGTITACTG Tomado de Verkuil et al. (2010)
JRCRR AGGGCCAAAATAAGGACGCA Este Estudio
preNF CGCCCCATAAAATACTTGCG Este estudio
Region Control preNE AATTTGATGATGGGTTTACTAATGT Este estudio
cmaRCF CCCCCATACTACATACCATC Este estudio
cmCRbF CAACCGGGCTATACACCTCTCCAC Este estudio
cmRCR GTCCCACAAGCATTCATT Este estudio
mtScoW1F TGCCAATAAAAGAAACTCTC Este estudio
RNAPhe mtScoW3F TGGCACTGAAGATGCCAAGA Este estudio
mtScoW4F AGATGCCAAGATGGCTGTCA Este estudio
mtScoW 1R CTAAGCATAGTGGGGTATCT Este estudio
mtScoW2R TAATTTGGGTCTCTTGTGTG Este estudio
mtScoW4R AGGGCTAAGCATAGTGGGGT Este estudio
mtScoWSF TACCCCACTATGCTTAGCCCT Este estudio
mtScoW5R CTTATGAGGAGGGTGACGGG Este estudio
125RNA mtScoW6R TACTAAATCCGCCTTCGGGG Este estudio
H1390 TCAAGGGCATTTACACTGGGGCGCAGATAC Tomado de Verkuil et al. (2010)
JRCRF AAAGGATCTGCCGCCAAAGA Este Estudio
H13537 TGACCGCGGTGGCTGGCACAAG Tomado de Verkuil et al. (2010)
H1827 GCACCGCCAAGTCCTTAGAG Tomado de Verkuil et al. (2010)
165cR TTCTCCAAGGTCGCCCCAACC Tomado de Verkuil et al. (2010)
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Anexo 2

Orden de los genes mitocondriales que flanqueaadi@n control descrito pam. pugnax(Cytb - 12S ribosomal Los rectangulos en blanco
tienen en el interior los codigos de los cebad@r€stbF, Cytbend, b7%tc). Las lineas gruesas indican la longitudodeflagmentos y el par de
cebadores que las generan. Las flechas indicanfaagbnes utilizando la técnica de “primer wallfinutilizando los amplicones largos como

templete. Obsérvese la inespecificidad de alguadesicebadores que flanquean las regiones control.

5" 3

=

{1827
JCytbF JRCRR JRCRF’ JRCRR
walk ND6L3
Cytbend ) { NDGHR L141§ { PropR L438
b71 PropR CmCRDF | _H1827
bS PropR CmCRDF 165cR |
b3 { PropR CmCRDF | H1390
ND6L3 | [H4s1) ND6L H451
CmCythR LH402 ND6p6R
L716 H1390
L716 { H1827
LH402 {827
LH402 H1537
watk ey Sfmere] > [
L141 H1390
L716 H1390
LH402 H1390
PreNH [PropR [wir ]
WIF | [ WeR
LH40 {mast ]
L141 {  WérR |
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Anexo 3

Programas de PCR empleados para la amplificacidosdfsagmentos del ADNmt para establecer

el orden de los genes en la regién que comprerstieadCytb hasta ell2S.

Region Cebadores Programa Temp. Longitud Control
Forward Reverse °C (pb) de
calidad
Cytb Cytb-end ND6HR 2 55.1 1200 OK
CR1-ND62 LH402 ND6P2R 2 52.0 1000 OK
CR1-ND62 L716 ND6P2R 2 54.0 700 OK
CR2-12S L438 H1537 2 54.0 500 OK
Cytb CmCytb F ND6HR 2 55.0 1200 OK
RC's CmaRCF CmRCR 2 52.0 800 OK
Cytb CmCytbF CmCytbR 1 52.0 800 OK
ND6-CR ND6L3 H451 2 56.0 1000 OK
CR1-ND62 LH402 ND6P6R 2 55.0 1000 OK
Cytb-Pro2 b71 PropR 2 60.0 450 OK
Cytb-Pro2 b3 PropR 2 60.0 947 OK
Cytb-Pro2 b5 PropR 2 60.0 700 OK
Cytb-Pro2 b86 PropR 2 60.0 267 Secuencia
corta
CR-12S L716 H1390 2 55.0 571 OK
CR-12S L716 H1827 2 55.0 800 OK
CR-12S LH402 H1827 2 55.0 1100 OK
CR-12S LH402 H1390 2 55.0 1100 Secuencia
no util
RC1-Pro2 L141 PropR 1 52.0 1200 OK
CR-12S LH402 H1537 3 66.0 1000 Picos
multiples
region
CAAA
cyt-CR1 JCytbF JRCRR 4 57.0 1014 Reverse no

74




CR-16S
CR-12S

CAAA-12S

CAAA-12S
CAAA-12S
CR2-12s
CR2-12s
CR1-propR

CR-12S
CR-12S
CR-12S
CR1-CR2
cytb-12s

CmCRbF 16ScR

mtScoW4F mtScoW4R 4 62.0 460 OK
mtScoW1F mtScoW1R 4 50.0 130 Regular
PreNF PropR 4 64.0 457 Forward
no
secuenciab

le

L141 H1537 3 60.0 450 OK

LH402 H451 5 58.0 Contig Regular
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Anexo 4

Programas empleados para la amplificacion, asi ctasomodificaciones a los perfiles

amplificacidén especificas para cada par de cebadonpleado en el presente estudio.

Configuracion del Programa #1 “CALISDUP”

de

Numero de Ciclos Tiempo Temperatura
1 4 minutos 94 °C Desnaturalizacién inicial
35 30 Segundos 94 °C Desnaturalizacion
30 Segundos 52°C Reincorporacion
45 segundos 70 °C Extensidn (Sintesis)
1 10 minutos 70°C Extension final
1 o 15°C Finalizacion

Configuracion del Programa #2 “CALIDDUP”

Numero de Ciclos Tiempo Temperatura
1 4 minutos 94 °C Desnaturalizacion inicial
35 1 minuto 94 °C Desnaturalizacidon
1 minuto 52°C Reincorporacion
90 segundos 70°C Extensién (Sintesis)
1 10 minutos 70 °C Extension final
1 o0 15°C Finalizacién
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Numero de Ciclos Tiempo Temperatura

35 30 Segundos o Desnaturalizacion

3 minutos 68C Extension (Sintesis)

1 © 15°C Finalizacion

Configuracién del Programa #4 “CALISTAQ”

1 30 segundos oc Desnaturalizacion inicial

45 segundos Reincorporacion

10 minutos Extension final

Numero de Ciclos Tiempo Temperatura

30 segundos o Desnaturalizacion

4.20 minutos 65C Extension (Sintesis)

1 © 15°C Finalizacion
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Configuracion del Programa #6 “ CALISTAQ18”

Numero de Ciclos Tiempo Temperatura
1 30 segundos 94°C Desnaturalizacion inicial
30 30 segundos oo Desnaturalizacion
45 segundos 57°C Reincorporacion
10min 65°C Extension (Sintesis)
1 5minutos 65°C Extension final
1 e 15°C Finalizacién

El volumen final de las reacciones de amplificadide de 50uL, los cuales contenian 2.5U de
polimerasa (LongAmp® Taq DNA Polymerase - New EndlaBiolabs), amortiguador de

amplificacidén especifico para la enzima (LongAmp Reaction — New England Biolabs), dNTP’s
300mM y cebadores a una concentracion final derd/bTodas las amplificaciones se llevaron a

cabo a partir de 25 -30 ng/uL de ADN y en un tericlador Eppendorf Mastercycler™.
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