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Ensayo Técnico / Technical Essay

Y La genémica en la investigacién cientffica y en la gestién de la
vida silvestre en México

The use of Genomics in scientific research and management of
I3 wildlife in Mexico

‘ Julio César Canales-Delgadillo’, Leonardo Chapa Vargas?, Mauricio Cotera Correc®

y Laura Magdalena Scott-Morales®

Resumen

México alberga una diversidad bioldgica excepcional que lo coloca entre los principales paises megadiversos, pues posee tres de
las 34 ecorregiones del mundo y zonas consideradas dreas silvestres a nivel mundial, como los desiertos de Chihuahua, Sonora
y California; su importancia radica en que reune alrededor de 70 % de su hdbitat original en buenas condiciones y una densidad
poblacional humana menor a 5 habitantes km™. El uso de la genémica como herramienta en la investigacién cientifica en este pais
tuvo sus inicios a finales de 1930 con trabajos encaminados al mejoramiento genético de cultivos comerciales y a entender
los fundamentos ecolégicos de la variacién genética en Drosophila pseudooscura, pero hasta los afios 80 y 90 comenzé el estudio
de la flora y la fauna bajo esa perspectiva. Sin embargo, a pesar del potencial que las técnicas gendémicas ofrecen para mejorar
el desarrollo de estrategias y politicas de gestién que aseguren la produccién de alimentos y la preservacién de especies, no han
sido extensamente utilizadas. Se presenta una revisién de las dreas del conocimiento en la vida silvestre en las que la gendmica
ha sido incorporada para abordar poblaciones naturales v se discuten los aspectos en los que puede incidir dentro del manejo y
conservacién de taxa de importancia biolégica y comercial.

Palabras clave: ADN, conservacién, genémica, manejo, marcadores moleculares, vida silvestre.

Abstract

Mexico has a unique biodiversity that places it within the list of megadiverse countries; it has three of the 34 ecoregions of the world
and sites that are considered wilderness areas worldwide. The use of Genomics as a tool for research in Mexico began in the late
1930s with work aimed at the genetic improvement of commercial crops and to understand the ecological foundations of the genetic
variation in Drosohpila pseudooscura, however, it wasn't until the decades of 1980-1990s that these tools were used for the study
of natural populations of flora and fauna with purposes of conservation and management. Nonetheless, the potential that
genomic tools have to improve the strategies and policies of management to ensure food production and conservation of
wildlife in Mexico, these have not been widely applied. In this paper the areas of knowledge in wildlife where genomics have
been applied in the study of natural populations of flora and fauna in Mexico were reviewed, and the practical applications of
genomics for management and conservation of species of biological and commercial concern were discussed.

Key words: DNA, conservation, Genomics, management, molecular markers, wildlife.
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Introduccién

La excepcional riqueza de vertebrados y plantas vasculares
con la que cuenta México ha valido para que sea reconocido
como uno de los paises megadiversos en el mundo; posee
tres de las 34 ecorregiones del planefa: los bosques de pino-encino
de las Sierras Madre, la ecorregién de Mesoamérica y la
provincia florisitica de California (Myers et al, 2000; Conabio,
2000). Ademds, los desiertos de Chhuahua, Sonora y California
son considerados dreas silvestres, cuya importancia radica en
reunir alrededor de 70 % de su hdbitat original en buenas
condiciones y una densidad poblacional humana menor a

5 habitantes km? (Conabio, 2006).

Si bien en los dltimos afios se han realizado grandes esfuerzos para
caracterizar la biota mexicana, ain existen varios grupos
taxondémicos como peces, anfibios y plantas vasculares que
requieren investigaciones precisas sobre los procesos ecolégicos
que los afectan, de sus tamafios poblacionales y del estado
de la diversidad genética en cada taxon (Llorente y Ocegueda,
2008). La diversidad genética de las poblaciones esfd influda por
factores naturales como incendios, inundaciones, efcétera,
pero fambién por el desarrolo de actividades humanas tales como
cambios de uso de suelo, contaminacién ambiental y alteracién
del habitat, lo que la reduce y modifica las frecuencias alélicas,
que es el principio de la pérdida de variabiidad genética

(Bolger et al, 1991; Soulé y Mills, 1992; Pimm y Raven, 2000).

La destruccion de hébitat afecta el comportamiento de las
especies, propicia cambios en el apareamiento y activa la
seleccion sexual no azarosa, lo que rompe uno de los principios
primordiales de la seleccién natural y acelera la erosién
genética (Freeland, 2005). La pobre variacién genética, a su
vez, induce la disminucién de las tasas de supervivencia de las
crias asi como de la eficacia de la respuesta inmune y, en dltima
instancia, favorece la extincién de los taxa por una reduccién
de la adaptabiidad evolutiva ante cambios ambientales

(Johannesson y André, 2006).

La evaluacién de los factores genéticos y ambientales que
inciden en la demografia de las poblaciones se leva a cabo
a través del uso de marcadores moleculares en las dreas
de investigaciéon, gestién y conservacion. A pesar del gran
potencial para disefiar estrategias de preservacién de
especies con importancia bioldgica y econémica, en México la
aplicacién de dichas metodologias ha sido limitada, en parte,
porque la informacién estd dispersa, lo que sugiere que existe la
necesidad de contar con un referente acerca de las técnicas
disponibles para el estudio genético de las poblaciones naturales en
el pais.

En esta revisién se hace una sintesis de los estudios realizados
con especies mexicanas y sobre temas relevantes para
la conservacién de recursos naturales que han  utiizado
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Introduction

Mexico's exceptional richness of species of vertebrates and
vascular plants has made it to be recognized as one of the
mega-diverse countries in the world; it owns three of the 34
ecoregions of the planet: the pine-ock forests of the Sierras
Madre, the ecoregion of Mesoamerica and the florisitic
province of California (Myers et al, 2000; Conabio, 2000)
In addition, the global deserts of Chihuahua, Sonora and
California are considered wilderness areas, whose importance
lies in bringing together around 70 % of its original habitat in
good condition and a human population density of less than

5 inhabitants km™ (Conabio, 2006).

While in recent years great efforts have been made to
characterize the Mexican biota, there are stil several taxa such
as fish, amphibians and vascular plants, which require studies
that approach to an accurate knowledge of the ecological
processes that affect them, their population sizes and the state
of the genetic diversity in each taxon (Llorente and Ocegueda,
2008). The genetic diversity of wild populations is influenced
by natural factors such as fires, floods, efc, but also by the
development of human activities such as land use changes,
environmental pollution and habitat modification, which
reduce the population numbers and produces changes in
allele frequencies, which is the beginning of the loss of genetic

variability (Bolger ef al, 1991; Soule and Mills, 1992; Pimm and
Raven, 2000).

Habitat destruction affects the behavior of the species and
promotes changes in mating, and activates not random sexual
selection, which breaks one of the fundamental principles of
natural selection and genetic erosion accelerates (Freeland,
2005). Poor genetic variation, in turn, induces a reduction in
the rates of pup survival, reduces the effectiveness of the immune
response and ultimately favors the extinction of species
by reducing the evolutionary adaptability to environmental

changes (Johannesson and André, 2006)

The assessment of genetic and environmental factors affecting
the demography of the population is carried out through the
use of molecular markers in the areas of research, management
and conservation of wildlife. Despite the large potential for
designing strategies for the preservation of species of biological
and economic imporfance, in Mexico the application of these
methodologies has been limited, partly because information is
dispersed, suggesting that there is a need fo have a reference
about the available techniques for the genetic study of natural
populations in the country.
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técnicas gendmicas y mefagendmicas, desde los inicios de la
disciplina de la genética de conservacién en el pafs hasta
la fecha. Se desaiben brevemente las técnicas moleculares mas
avanzadas para la generacién de datos dtiles en la planeacion
del manejo, conservacién y aproximacién a la vida sivestre. Y, por
dltimo, se presenta una infegracién de las dreas del conocimiento
relacionadas a lo anterior en las que la gendmica puede tener
aplicaciones prdcticas.

Se espera que a partir de la lectura de este documento,
quienes pretendan abordar tépicos referentes a los
aspectos genéticos de la vida silvestre en México obtengan
los elementos necesarios para iniciar sus investigaciones,
independientemente del nivel de experiencia sobre el particular.

La gendémica en el estudio de poblaciones naturales

El uso de la gendmica en México se inicié entre 1930 y 1970
con los trabajos realizados por Edmundo Taboada y Theodosius
Dobzhansky, cuyo objetivo primordial era el mejoramiento
genético del mafz y del trigo, ademds de entender
los fundamentos ecolégicos de la variacién genética en
poblaciones naturales de Drosophila pseudoscura Frolova
& Astaurov, 1929, respectivamente (Pifieiro et al, 2008a).
A partir de enfonces, los grupos dedicados a la genémica
comenzaron a diversificar sus lineas de investigacién y en
la década de 1980 incluyeron aplicaciones biotecnolégicas,
de regulacién y expresién genética en bacterias y plantas, asf
como de genética de poblaciones naturales de flora vy fauna.

Coello et al.(1993) abordaron la genética de la conservacion
en México; utilizaron aloenzimas para evaluar la variabilidad
genética de una sapréfita rara, lacandonia schismatica E.
Martinez & Ramos, misma que, al ser casi nula, se le relaciond con
el tan reducido tamafio poblacional de la especie. Los autores
argumentaron que para preservar la poblacién existente era
necesario mantener el hdbitat en condiciones idedles y con
esto establecieron uno de los primeros anfecedentes del uso de
informacién genética como parte de un plan de conservacion.

En los afios siguientes el interés por conocer el estado de
la diversidad genética de otros taxa y crecié, y con ello, el
nimero de trabajos realizados. Sin embargo, este esfuerzo
esfaba lejos de ser representativo de la biota mexicana. Una
recopilacién del nimero de publicaciones sobre variacién
genética en especies mexicanas demostré que hasta 2008,
tales documentos por grupo taxonémico representaban mds
de 1 %, respecto al nimero de especies registradas en el
pafis. Se resalté que solo 11 de microorganismos habfan sido
investigadas hasta enfonces (Pifieiro et al, 2008b), lo que pone
en evidencia el rezago en relacién a ofras naciones.

En la Gltima década, la creciente disponibiidad de marcadores
moleculares, el acceso a bases de datfos internacionales

This review summarizes the studies of Mexican species and
issues relevant to the conservation of natural resources that have
used genomic and metagenomic techniques, from the beginnings
of the discipline of conservation genetics in the country to
nowadays. The most advanced molecular techniques are briefly
described for the generation of usefu data management
p\onning, conservation and  wildlife sfudy, And fino”y/ an
infegration of the areas of knowledge in widlfe where
genomics can have practical applications is presented.

It is expected that from reading the actual document, those
who pretend to get involved info topics that refer to the genetic
aspects of wildlife in Mexico get the necessary elements to start
their research, regardless of the experience they have.

Genomics in the study of natural populations in Mexico

The use of Genomics as a research tool in Mexico began
between the 1930s and 19/0s with the contribution of
Edmundo Taboada and Theodosius Dobzhansky, whose
primary objective was the breeding of corn and wheat and
the understanding of the ecological foundations of this genetic
variation in natural populations of Drosophila pseudoscura
Frolova & Astaurov, 1929, respectively (Pifieiro et al, 2008al).
After that, groups dedicated to genomics in Mexico began to
diversify its research and in 1980 these lines started to include
biotechnological applications, regulation and gene expression
in bacteria and plants, and genetics of natural flora and
fauna populations.

Coello et al. (1993) began with the conservation genetics in
Mexico; they used allozymes to assess the genetic variability of
a rare saprophytic plant, Lacandonia schismatica E. Martinez
& Ramos, same as, being almost zero, was linked with the
much-reduced population size of the species. The authors
argued that to preserve the existing population was necessary
to keep the habitat in ideal conditions and with that settled
one of the records of the use of genetic information as part of
a conservation plan in Mexico.

In the following years the interest in knowing the state of the
genetic diversity of other species grew, and with it, the number
of work performed. However, this effort was far from being
representative of Mexican biota. A compilation of the number of
papers published in Mexican species genetic variation showed that
untl 2008, publications by taxonomic group representing more
than 1 % over the number of species recorded in the country.
It was stressed that only eleven species of microorganisms had
been investigated previously (Pifieiro ef al, 2008b), which
highlights the lag in this field of research with respect to
other nations.



(GenrBank, EMBL), ademds de la creciente oferta de equipos
y materiales para estudios genéticos a cosfos mds accesibles han
propiciado un aumento en el nimero de taxa estudiados
en México; dichos trabajos se refieren a mejoramiento genético
de aultivos y ganado (Lozoya et al, 2010; Barrios et al, 2011;
Parra et al, 2011), diversidad vy flujo genético entre poblaciones
sivestres (Lozano et al, 2009; Pefialoza et al, 2010; Wegier
et al, 2011; Canales et al, 2012), dispersién de pardsitos de
importancia para la salud humana, animal y vegetal (Rosenthal,
2009; Jourdie et al, 2010; Lefévre et al, 2011), nuevos registros
de marcadores moleculares (Solérzano ef al, 2009; Canales et
al, 2010), biogeografia (McCormack et al, 2008; Taylor et dl,
2011; Bryson et al, 2011) y comportamiento (Reyes et al, 2009;
Canales et al, 2012), entre otros.

Aplicaciones de los marcadores moleculares en el
estudio de la vida silvestre

Tradicionalmente las investigaciones relativas alas interacciones
entre organismos silvestres y su medio fisico se basaban en
datos morfolégicos, fisiolégicos y de comportamiento con los
que podia construirse un perfil fenotipico que era usado para
estimar la variabiidad genética de una poblacién (Avise,
2004; Freeland, 2005). Sin embargo, estos métodos tendian
a sobreestimar la variacién por la plasticidad  fenotipica,
que se refiere a la condicién en la que un mismo genotipo
origina diferentes fenotipos, debido a la influencia de factores

ambientales (Freeland, 2005).

En la actualidad, el estudio de algunos aspectos sobre la
vida silvestre tales como el comportamiento, parentesco o
estructura poblacional involucran el uso de la informacién
contenida en los dcidos nucleicos y proteinas de los individuos, que
es factible analizar a través de marcadores moleculares, lo
que hace posible obtener resultados mas objetivos y confiables

(Lowe et al, 2004).

Existen dos tipos de marcadores moleculares con diversas
aplicaciones (Cuadro 1), los codominantes que faciitan la
identificacién de loci homocigotos y heterocigotos; y los dominantes,
que favorecen la generacién simultdnea de datos provenientes de
multiples loci. Cracias a los avances tecnolégicos recientes, la mayor
parte de los marcadores moleculares solo necesitan pequefias
cantidades de ADN para generar resultados, situacién que en
muchas ocasiones permite realizar muestreos no invasivos de
los organismos (Taberlet et al, 1999). H costo de los marcadores
es variable; de acuerdo a las caracteristicas de cada uno,
a los reactivos que requieren y a las condiciones o tecnologia
necesaria para utilizarlos suelen ser muy baratos (+) o muy
caros [++++) (Cuadro 1).
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In the last decade, the increasing availability of molecular
markers, the access fo international databases (GenBank,
EMBL), in addition to the growing supply of equipment and
materials for genetic studies at more affordable costs, have
led to an increase in the number of species studied in Mexico;
they refer to genetic improvement of crop and livestock species
(Lozoya et al, 2010; Barrios et al, 2011; Parra et af, 2011), to
diversity and gene flow among wild populations (Lozano et al, 2009;
Pefialoza et al., 2010; Wegier et al., 2011; Canales et al,
2012), dispersal of important parasites to human, animal and
plant health (Rosenthal, 2009; Jourdie et al, 2010; Lefévre ef al,
2011), new registrations of molecular markers (Solérzano
et al, 2009.. Candles et al, 2010), biogeography (McCormack ef al,
2008; Taylor et al, 2011; Bryson et al, 2011) and behavior (Reyes
et al, 2009;Canales et al., 2012), among others.

Application of molecular markers in the study of wildlife

Traditionally, research on the interactions between wild
organisms and their physical environment were based on
morphological, physiological and behavioral data with which
a phenotypic profile could be constructed that was used to
estimate the genetic variablity of a population (Avise, 2004;
Freeland, 2005). However, these methods tend o overestimate
the variation from phenotypic plasticity, which refers to the condition
in which the same genotype produces different phenotypes
due to the influence of environmental factors (Freeland, 2005).

Currently, the study of some aspects of wildlife such as
behavior, kinship or population structure involves the use of the
information contained in proteins and nucleic acids individuals,
which can be andlyzed by molecular markers which allows more
objective and reliable results (Lowe et al, 2004).

There are two types of molecular markers with various
applications (Table 1), the co-ruling alowing the identification of
homozygous and heterozygous loci and the dominant, allowing
simultaneous generation of data from multiple loci. Thanks to
technological advances in recent decades, most of molecular
markers need only small amounts of DNA to generate results,
which often allows non-invasive somphng of organisms (Taberlet
et al, 1999). The cost of these markers is variable; according to
the characteristics of each, and require reagents or conditions
necessary to utiize technology can be very cheap (+) or
expensive (++++) (Table 1).
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Cuadro 1. Comparacién de marcadores moleculares utilizados en investigacién y manejo de la vida silvestre.

Tipo Marcador

Costo

Aplicaciones

Aloenzimas

Polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion

(RFLP)
Codominante

Secuenciacién capilar
(Sanger)

Microsatélites

(STRs)

Am p|ificocién aleatoria de

ADN polimériico
(RAPD)

Dominante
Polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados

(AFLP)

A+

+H++

++

Estimacién de diversidad genética y estructura  poblacional,
hibridacién, flujo genético y poliploidia. Desventaja: no defecta
sustituciones sinénimas de nucledtidos, de lo que resulta una subestimacion
de niveles de variacion.

Variabiidad genética y estructura poblacional, flujo genético,
estudios de hibridacion y poliploidia, flogenia y flogeografia. Desventaija:
resultados poco reproducibles entre laboratorios.

Estimacién de diversidad genética, tasas de migracion y flujo de
genes, estructura poblacionadl, sistemas de apareamiento, hibridacion,
de especial utiidad en flogenia y flogeografia. Desventaja: los
costos, en primer lugar.

Ideal para estudios intrapoblacionales, parentesco, pasado reciente
de las poblaciones (efecto fundador, cuello de botella), diversidad
genética, estructura poblacional, migracién. Desventaja: costos, no
funcionan para ﬁ|ogenio.

Simiitudes genéticas entre individuos, generacién de mapas
genéticos. Desventaja: fragmentos amplificados redundantes.

Perfiles de crianza para reproduccién en cautiverio, reproduccion
selectiva de especies comerciales, diversidad genética, estructura
poblacional, flujo genético, flogenia. Desventaja: costos, requiere
sondas radioactivas.

Fuente: Avise, 2004; Llowe et al, 2004; Freeland, 2005; Selkoe y Toonen, 2006.

Table 1. Comparison of molecular markers used in research and wildlife management.

Kind Marker

Cost

Applications

Alloenzymes

Restriction fragment length
polymorphisms (RFLP)

Co - dominant
Capilar sequencing

(Sanger)

Microsatelites

(STRs)

Random amplification of

polymorphic DNA (RAPD)

Polymorphisms in the length
of the amplified fragments

(AFLP)

Dominant

+H++

+H++

++

Estimation of the genetic diversity and population structure,
hybridation, genetic flow and polyploidy. Disadvantage: it does
not detect nucleotide synonym substitutions which result in an
underestimation of variability levels.

Genetic variability and population structure, genetic flow, hybridation
studies, genetic polyploidy, phylogeny and phytogeography.
Disadvantage: hardly replicable results at the laboratory.

Estimation of genetic diversity, migration rates and gene flow,
population structure, mating systems, hybridation, especially useful
in phylogenetics and phytogeography. Disadvantage: mainly, costs.

Ideal for intra-population studies, kinship, recent past of the
populations  (foundation effect, bottle neck), genetic diversity,
population structure, migration. Disadvantage: costs, it does not work
for phylogenetics.

Genetic simiitudes among individuals, generation of genetic maps.
Disadvantage: amplified redundant fragments.

Breeding profies for captivity reproduction, selective reproduction of
commercial species, genetic diversity, population structure, genetic
flow, phylogenetics. Disadvantage: costs, it demands radioactive probes.

Source: Avise, 2004; lowe et al, 2004; Freeland, 2005; Selkoe and Toonen, 2006.
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Eguiarte et al. (2013) describen las ventajas y desventajas que
ofrece el uso de estos marcadores. A diferencia de los basados
en proteinas o en PCR, las plataformas de secuenciacion masiva o
Next Generation Sequencing (next-gen) con los que se cuenta
en la actualidad {lon Torrent, 454, SOLD, llumina, PacBio)
hacen posible secuenciar secciones mucho mas amplias de un
genoma, e incluso genomas completos en periodos mds cortos
y a precios mucho mds accesibles. La ventaja principal de esta
tecnologia es que no se requiere conocer el genoma de los
organismos que se analicen, ademads de que la cantidad de
informacién generada favorece aproximaciones mucho mds
detalladas que con el uso de marcadores convencionales (Eguiarte
et al, 2013; Escalante et al, 2014), pues, en particular, estiman
la estructura y el flujo genético, los tamafios efectivos de las
poblaciones, los patrones de seleccién natural y la endogamia;
ademds, ofrecen la posibilidad de hacer comparaciones de
expresién genética relacionadas con factores ambientales
o historias de vida. Escalante et al. (2014) explican de forma
pormenorizada el funcionamiento técnico de esas plataformas
y brindan informacién sobre las tasas de error, asi como de la
cantidad de datos que se puede generar con cada una; Glenn
(2011) consigna los costos de estos Ultimos, en funcién de las
diferentes técnicas de secuenciacién usadas (capilar Sanger y
next-gen).

Finalmente, hay métodos que utilizan células individuales y
no marcadores moleculares para evaluar la integridad del
ADN como un indicador de salud ambiental. Un ejemplo es
el ensayo de electroforesis de microgeles o ensayo cometa,
el cual es de utilidad en el estudio de estrés ecoldgico
sobre los organismos que habitan sitios expuestos a quimicos
genotéxicos (Gonzdlez et al, 2012).

La genémica en el estudio de la vida silvestre

Entre humanos y naturaleza no existe un beneficio mutuo
debido a la influencia que las actividades antrépicas tienen
sobre la transferencia de energia de un nivel tréfico a otro
y que impactan la biodiversidad, el flujo de carbono en los
ecosistemas y la provisién de servicios ambientales (Haberlt
et al, 2007). Los estudios genémicos ayudan a comprender las
relaciones entre organismos o genes con su medio; ademds, contribuyen
al disefio de estrategias que aseguran la produccién de alimentos
y la conservacién de la flora y la fauna (Atlas et al, 2010; Bonilla,
2012; O'Neill et al., 2012; Ambriz, 2012). A continuacién
se abordan algunas dreas en las que la gendmica tiene
op\icociones encaminadas a la conservacion, proteccion 'y
manejo de poblaciones naturales y a la caracterizacién de
organismos bicindicadores para la deteccién de patégenos y
confaminantes de importancia tanto biolégica, como comercial

Candales-Delgadilo et al,, La genémica en la investigacién cienfifica y..

The advantages and disadvantages offered by the use of
these markers can be found in Eguiarte et al. (2013). Unlike
protein-based markers or PCR, mass sequencing platforms or
Next Generation Sequencing (next-gen) at present (lon Torrent,
454, SOID, llumina, PacBio) alow sequencing long sections of a
larger genome, and even whole genomes in shorter periods
and at much more affordable prices. The main advantage of
this technology is that it is not a prerequisite fo know the
genome of organisms under study, in addition to the amount of
information generated allows much more detailed population
approaches than by using conventional markers (Eguiarte et al,
2013; Escalante et al, 2014), specifically, structure and gene
flow estimate, effective population sizes, patterns of natural
selection and inbreeding, and offer the possibility of comparing
gene expression related fo environmental factors or life stories.
Escalante et al. (2014) describe in detail the technical operation
of these platforms, and provide information on error rates and
the amount of data that can be generated with each one. Glenn
(2011) makes a contribution about costs that refer to the amount
of data that are generated with different sequencing techniques
(Sanger capillary sequencing and next-gen).

Finally, there are methods that use single cels and not
molecular markers for assessing the integrity of DNA as an
indicator of environmental health. An example of this is the
microgel electrophoresis assay and comet assay, which is useful
in the study of ecological stress on organisms living in areas
exposed to genotoxic chemicals (Gonzdlez et al, 2012).

Genomics in the study of wildlife

Although mankind is part of ecosystems by itself, between
humans and nature there is no relationship of mutual benefit
due 1o the effect of human activities on the transfer of energy from
one trophic level to another and that impact biodiversity,
flow carbon in ecosystems and the provision of environmental
services (Haberlt et al, 2007) Genomic studies help to
understand the relationships between organisms and/or genes
with their environment, also they generate strategies to ensure
food production and conservation of flora and fauna (Atlas ef
al, 2010; Bonila, 2012, O Neil et al, 2012; Ambriz, 2012). In the
folowing paragraphs are referred some areas where genomics
has applications aimed at contributing to the conservation,
protection and management of natural populations and
characterization of biomarkers agencies for the detection
of pathogens and polutants relevant to flora and fauna of
biological and commercial importance are described.
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Biopirateria y seguridad alimentaria

la recoleccién vy transformacién de material  bioldgico
contribuyen al bienestar social, asi como al desarrollo y
avance de la ciencia, en particular, la medicina. Sin embargo,
cuando estas actividades se redlizan de forma ilegal, los
efectos son contraproducentes. La biopiraterfa es la obtencion
clandestina de materiales bioldgicos que atenta contra la
soberanfa de las naciones, impacta negativamente la economia
de las comunidades rurales y propicia la desaparicién de
especies (Robinson, 2010). Este problema se agrava por la
falta de entrenamiento del personal en las aduanas u otras
instituciones encargadas de la regulacién de comercio o
proteccién de la vida sivestre en la identificacion de especies. El
arresto de una persona bajo sospecha de traficar con ellas se
hace mas dificll si se interceptan cargamentos en los que solo
se almacenan partes de plantas o animales; por lo fanto, es
necesario confar con métodos que faciliten la identificacion de
organismos o sus componentes.

Se ha propuesto la caracterizaciéon gendmica de los
organismos para ayudar en el control de su tréfico legal Hasta
ahora, el gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad 1
(CO1) es la mejor opcién para identificar animales; la tasa
de mutacién del ADN mitocondrial (mtDNA) es menor a la de
otros marcadores y se hereda exclusivamente por via materna.
Asi, se espera que la secuencia de COI funcione como un
detector de especies, en forma andloga al cédigo de barras
(Avise, 2004; CBOL, 2012). A pesar de que ya existen clgunos, aun
faltan tecnologias que permitan la secuenciacién in situ de
muestras que deban reconocerse.

El gen COI no funciona como un marcador adecuado para
plantas; sin embargo ya se han efectuado pruebas de dosgenes
de ADN doropléstico (matK y rbcl) en dos regiones que prometen
ser buenos marcadores para cddigo de barras en vegefales
(CBOL, 2012) No obsfante, que parece ser un método conveniente
a nivel de especie, se ha sugerido que debe ser regionalizado,
ya que a escalas geogrdficas muy extensas la variabilidad
intraespecifica de las secuencias puede aumentar en mds
de 1% (Bergsten et al, 2012), lo que afecta la precision. En México
ha sido utilizado para estudiar la diversidad de organismos
como sanguijuelas (Oceguera et al, 2010), mariposas (Prado
et al, 2011), plantas medicinales (Schwarzbach y Aguilar,
2012), murciélagos (Herndndez et al, 2012) y avispas
(Zaldivar et al., 2010

La gendmica también ha contribuido al reforzamiento de las
esfrategias para la implementacién de la seguridad alimentaria
mundial. Los recursos disponibles para la investigacion
genética han acelerado el desaubrimiento de nuevos métodos para
mejorar e incrementar la produccién de cltivos comerciales en
todo el mundo (Varshney et al, 2010).

Biopiracy and food security

Collection and transformation of biological material contributes
to social wellbeing and to the development and advance of
science and particarly, medicine. However, when these activities
are ilegally made, results are not good. Biopiracy is to
obtain biological material in a clandestine way; it is against
the sovereignity of nations, it has a negative impact on the
economy of rural communities and favors the disappearance of
species (Robinson, 2010). This problem becomes worse as the
responsible personnel of customs of different institutions in
charge of the regulation of commerce and protection of wild
life, have no training in the identification of species. To put under
arrest one suspect of trading such species is more difficult if
loads or shipments are intercepted in which only pieces of plants
or animals are found; it is necessary fo count with methods that
make it easier fo identify living organisms or parts of them.

The genomic characterization of species to help control the
ilegal trade of flora and fauna has been proposed. Up o now,
the best option to determine animals is the mitochondrial DNA
cytochrome ¢ oxidase subunit | (CO1) gene; the mitochondrial
DNA mutation rate is lower than that of other markers and is
exclusively inherited by the mother. Thus, it is expected that the
QI sequence works as a species defector, in an analogous
way fo the barcode that is used for products (Avise, 2004;
CBOL, 2012); even though there are some that are used in
many organisms, there are still missing some sequential in situ
technologies of samples that must be acknowledged.

The COl gene does not work as a right marker for
plants; however, tests have been made in two regions of a
chloroplastic DNA gene (matK and rbcl) that seem to be good
markers for barcoding in plants (CBOL, 2012). I spite of seeming
to be a promising for the species, it has been suggested that
barcodes must be regionalized since very broad intraspecific
geographic scales of the sequences may increase in more than
1 % (Bergsten et al, 2012), which affects precision. In Mexico it
has been used fo study the diversity of organisms as leeches
(Oceguera et al, 2010), butterflies (Prado et al, 2011), medicinal
plants (Schwarzbach and Aguilar, 2012), bats (Herndndez et al,,
2012) and wasps (Zaldivar et al, 2010)

Genomics, too, has helped in reinforcing the strategies for
implementing food security worldwide. The available resources
for genetic research have allowed to accelerate the discovery
of new methods to improve and increase the production of
commercial crops around the world (Varshney et al, 2010).

It has recently been found in Mexico that the genetic diversity
of native races of maize is higher than what was thought.
Teocintle, for example, is a reservoir that has been used since a
very long time ago fo improve crops and create new varieties.
Therefore, it is assumed that the introduction of transgenic maize



Recientemente en México se ha determinado que la diversidad
genética de razas nativas de maiz es més alta de lo que se
creia. El teocintle, por ejemplo, es un reservorio que se ha
usado desde tiempo atrds para mejorar los cultivos y crear
nuevas variedades. Por lo tanto, se asume que la infroduccién de
maiz transgénico no es necesaria, y existe preocupacion por
la posible pérdida de la variabilidad genética de estas
razas; la probabildad de transferencia de genes desde
plantas transgénicas a las variedades nativas, ademas de los
posibles dafios ecoldgicos y el riesgo que ello implica para la
produccién de alimentos (Acevedo et al, 2011; Wang ef al, 2013).

Una dlternativa para asegurar la preservacion de la
diversidad genética de los adltivos nativos es la fundacién de
bancos de germoplasma. Con la creacién del Centro Nacional
de Recursos Genéticos (CNRG) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), cuyos
objetivos consisten en ser la fuente de germoplasma para el
mejoramienfo genético de cultivares, fortalecer la seguridad
y la autosuficiencia almentaria de México, vy preservar la
identidad genética de las especies nativas (Sagarpa, 2010,
2012) se han cimentado las bases para la conservacion de los
recursos agroalimentarios y de importancia biolégica. Este es un
hecho de suma importancia, si se toma en cuenta que
México es el centro de origen de varias especies comestibles
aultivadas como maiz, frijol, aguacate vy jitomate (Perales y

Aguirre, 2008)

Monitoreo de confaminacién y patégenos

Los efectos téxicos de los contaminantes sobre la estructura de las
poblaciones pueden ser estudiados bajo la perspectiva de la
gendmica. Por ejemplo, la mineria es considerada una de las
actividades que genera mds problemas de este tipo debido a la
disposicién incorrecta de los desechos, lo que parece ser
un factor defonante de estrés ecolégico en mamiferos. Se ha
demostrado que la accién del plomo y el arsénico inciden de
forma negativa sobre la distribucién, flujo y diversidad genética
en roedores (Mussali ef al, 2012)

La acumulacién de residuos téxicos en el suelo y el subsuelo
es un problema recurrente para organismos detritéfagos y de
habitos subterrdneos; lo anterior quedé de manifiesto
con los resultados de un ensayo cometa en lombrices de
tierra recolectadas en la zona industrial aledafia ol cauce del
rio Coatzacodlcos (Espinosa ef al, 2010), los cuales revelaron
dafio a los microndcleos de sus células, indicativo de deterioro
estructural del ADN. Estos trabajos evidencian cémo ciertas
caracterfsticas de las poblaciones, o de sus individuos, se utiizan
para auantificar los efectos de los factores ambientales sobre la
fauna terrestre, y los cambios en conductas, patrones demogrdficos
y famafios poblacionales que originan.
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is not necessary here and there is concern for the possible loss of
genetic variabiity of these races; the gene transference from
transgenic plants fo native varieties, as well as the possible
ecologic damages and the risk that this implies for food security

(Acevedo et al, 2011; Wang et al, 2013).

A strategy to make sure that the genetic diversity of native
crops is preserved is the creation of germ plasm Banks. In
this country, the foundations of the conservation of food and
agriculture resources and of those of economic importance
have been established by the creation of the Centro Nacional
[CNRG)  (Genetic
National Center) of INFAP, which has as its main goal, to

de Recursos Genéticos Resources
become the germ plasm source for the improvement of crops,
to reinforce Mexico's food security and self-sufficiency and to
keep the genetic identity of native species (Sagarpa, 2010,
2012). This is a very important fact if it taken info account that
this country is the origin of several edible species such as maize,

beans, avocado and tomato, for example (Perales and

Aguirre, 2008).

Monitoring of pollution and pathogens

The foxic effects that pollutants have upon the structure of
populations may be studied under the genomic perspective.
For example, mining is considered one of the most pollutant
activities in Mexico, from the incorrect elimination of wastes, which
seems a condition that explodes the ecologic stress in mammals. It
has been proved that lead and arsenic pollution may damage,
considerably, the genetic distribution, flow and diversity in

rodents (Mussali et al, 2012).

The accumulation of toxic wastes in the soil and subsoil is
a reaurrent problem for detritophagous and underground
organisms. This became evident through a comet assay with
ground worms taken from the industrial zone nearby the
Coatzacoalco river basin (Espinosa et al, 2010), which showed
damage in the micronuclei of their cells, which is an indication
of DNA structural deterioration. These works demonstrate how
some characteristics of the populations or of their individuals,
are used to quantify the effects of environmental stressers upon
terrestrial fauna and the changes in behaviors, demographic
patterns and population sizes they provoke.

The molecular description of bacterial communities of aquatic
systems linked to affected sites from mining or industrial activities
has brought very valuable information for the identification of
biomonitoring organisms (Harwood et al, 2009, Mondragén et al,
201; Paul et al, 2013). At present, the genetic characterization
and the metabolic routes of bacterial species with the ability
to reduce or oxidize some metals and other pollutants, is one
of the main goals in the biotechnological research in Mexico.
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la descripcién molecular de comunidades bacterianas
de sistemas acudticos asociados a sitios impactados por
actividades mineras o industriales ha proporcionado informacion
muy valiosa para la identificacién de organismos biomonitores
(Harwood et al, 2009; Mondragén et al, 2011; Paul et dl,
2013). La caracterizaciéon genética y de las rutas metabdlicas de
especies bacterianas capaces de reducir u oxidar ciertos metales
y otros confaminantes es uno de los objetivos primordiales de
la investigacion biotecnolégica en México.

Conservacién y manejo de especies

En la actudidad muchos paises fundamentan sus decisiones de
conservacion y manejo de especies en estudios genéticos; toman
en cuenta su hisforia evolutiva, asf como la estructura y las
tasas de flujo genético entre poblaciones. Cuando se trabajan
especies con historia divergente es recomendable que los
esfuerzos orientados en este sentido consideren la trayectoria
de cada poblacién a fin de mantener su identidad genética

Las estimaciones de ese tipo son Utiles para lograr un control
efectivo, ya que indican los patrones de dispersién tanto en
flora como en fauna, informacién vital para preservar la
diversidad de genes. Asi, las recomendaciones de manejo
para seis grupos de nutrias (lontra longicaudis Olfers, 1818)
en los sistemas fluviales de Chiapas se basaron en la baja
diferenciacién genética y dltos niveles de dispersion de los
grupos estudiados y se les consideré como una sola poblacién

(Ortega et al, 2012).

Una de las prdcticas de manejo que involucra a poblaciones
naturales es la traslocacién de individuos entre dreas, que
debe redlizarse correctamente para no inducir endogamia.
En la zona costera de Yucatdn y Belice existian sospechas de
hibridacién entre el cocodrilo de Morelet (Crocodylus moreletii
Duméril & Bibron, 1851) y el cocodrilo americano (C. acutus
Cuvier, 1807); mediante el uso de STRs, Gonzdlez et al. (2012)
no registraron evidencia de introgresién en los haplotipos de
las dos especies, pero si bajos niveles de diversidad genética,
y sefialaron que habria de cuidarse a C. moreletii para no
arriesgar la prevalencia de su identidad genética.

Los métodos moleculares son Utiles en el monitoreo de
presencia y dispersiéon de patégenos, lo que es de especial
relevancia en el sector productivo alimentario. Por ejemplo, la
deteccién del virus del sindrome de manchas blancas (WSSV)
en granjas camaroneras de Guasave, Sinaloa evité
pérdidas econdémicas importantes (Vazquez et al, 2010). La
investigacion se realizé con protocolos basados en PCR con
muestras provenientes de las branquias y tubo digestivo de
ostién (Crassostrea gigas Thunberg, 1793). Los mismos métodos
se aplican para evaluar la presencia y dispersién de pardsitos
hemosporidios de aves en zonas semidridas de México, lo que
puede ayudar a defectar amenazas para la industria avicola.

Species conservation and management

Many countries at present base their species conservation
and management in genetic studies. Such decisions must take
info account the evolutionary history of them, as well as
the structure and genetic flow rates among populations. When
species with divergent history are analyzed, it is advisable
that the efforts oriented in this way consider the trail of each
population in order fo keep the genetic identity of each one.

This kind of estimations is useful too, to accomplish an effective
control, since they reveal the dispersal patterns of flora and
fauna. This information is crucial to preserve genetic diversity. For
example, the recommendations to manage six groups of otters
(Lontra longicaudis Olfers, 1818) in the river systems of
Chiapas state were based upon the low genetic differentiation
and the high dispersion levels of the studied groups, and they
were considered as one single population (Ortega et al, 2012)

One of the handling practices of natural populations is
translocation of individuals between areas. However, if it is not
done correctly, it may induce endogamy. In the coast of Yucatdn
and Belize hybridization suspicions arose between Morelet
crocodile (Crocodylus moreletii Duméril & Bibron, 1851) and
the American crocodile (C. acutus Cuvier, 1807). Through the
use of STRs, Gonzdlez et al. (2012) did not find evidence of
infrogression in the haplotypes of both species, but they
did find low levels of genetic diversity and pointed out that a
bad management of C. moreletii could threaten the prevalence
of the genetic identity in the population.

Molecular methods are also useful in monitoring the presence
and dispersal of pathogens, which is especially relevant
in the food productive sector. For example, the detection
of the virus of the white spots syndrome (WSSV) in shrimp farms of
Guasave, Sinaloa state, avoided imporfant economic losses
(Vazquez et al, 2010) This was made with protocols based
upon PCR with samples coming from the gills and digestive tube
of oysters (Crassostrea gigas Thunberg, 1793) These same methods
are applied to assess hemosporidious parasites in semiarid
zones of Mexico, which might help to detect threatens for the
bird industry.



Las estrategias de manejo para espedies longevas de distribucion
restringida también es factible desarrollarlas a partir de estudios
genéticos. Se ha sugerido para algunas especies vegefales de
este fipo, que, mientras haya adultos reproductivos, la recoleccion
de semilas tiene un impacto minimo en la diversidad genética.
Un ejemplo es el exceso de heterocigocidad en poblaciones
de Dioon caputoi De Luca, Sabato & Vazq. Torres, una cicada
severamente amenazada del centro de México (Cabrera et dl,
2008). Se ha recomendado evifar la extraccién no controlada de
ejemplares adultos y llevar a cabo su propagacién por medio
de semills.

Llos estudios de genética poblacional son aplicables a
especies de interés comercial, como Agave cupreata Trel.
& Berger y A. potatorum Zucc, ambas importantes en la
industria mezcalera del sur de México. Aguirre y Eguiarte (2013)
demostraron que no existe erosién genética aparente en los
grupos andlizados de los dos faxa, por lo que se recomendé la
reproduccién por medio de semillas y no de micropropagacién.

Ciencias forenses y vida silvestre

Se ha estimado que el tréfico legal de especies vivas o de
dlguna de sus partes produce drededor de US$15 mil a 50 mil
millones anuales en los Estados Unidos de América (Wallace
y Ross, 2012). En México no existen cifras oficiales derivadas
de esfas actividades, pero unos especidlistas consideran que
las ganancias son comparables con las del trdfico ilegal
de drogas (Alvarado, 2012). los métodos generales de la
gendmica aplicados en investigacién forense pueden ser
extendidos y ajustados para recabar y examinar evidencia
de crimenes contra la vida silvestre. A través de la investigacién
cientffica y los recorridos de campo, el Departamento de Pesca
y Servicios de la Vida Silvestre de los Estados Unidos de
América (FWS) colabora para condenar sospechosos de caza

fortuita (Wallace y Ross, 2012).

A la fecha, los agentes encargados de otorgar proteccién
al ambiente en México realizan funciones de verificacién aleatoria
del cumplimiento de la normatividad y fungen solamente como
asesores técnicos ante las autoridades ministeriales en los
casos en proceso (Calvilo, 2010), lo que limita la aplicacién
de la justicia sobre crimenes cometidos contra la biodiversidad.
Sin embargo, ya se han hecho propuestas para implementar
medidas que emulen los procedimientos del FWS, no solo en la
capacitacién de los agentes de campo, sino en el empleo de
perifos especializados en la aplicacién de t#anicas moleculares y
forenses para el andlisis de evidencia en delitos ambientales. La
genética forense también es Util en el estudio de las relaciones
ecolégicas entre organismos.

Las técnicas basadas en PCR han sido utiizadas para la
identificacién de especies de depredadores y sus presas mediante
rastros indirectos (excretas, contenidos estomacales, pelo),
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The management strategies of long-lasting species of
restricted distribution also can develop from genetic studies.
It has been suggested that for some vegefation species of this sort,
whie there exist reproductive adults, the collection of seeds has a
minimal impact in the genetic diversity. An example is the excessive
heterocygocity in Dioon caputoi De luca, Sabato & Vazq
Torres populations, a severely threatened cycad of Central
Mexico (Cabrera et al, 2008). It has been advised to avoid
the non- controlled extraction of adult individuals and to
carry out propagation by seeds in order to stop the genetic
erosion of this species.

The genetic population studies have great application for
commercial species, as it happens with Agave cupreata Trel.
& Berger and A. potatorum Zucc., which are very important
in the mezcal industry of Southern Mexico. Aguirre and
Eguiarte (2013) proved that there is no apparent genetic erosion
in the analyzed groups of both species, and thus it was advised
that reproduction is made by seed and not by micro-propagation.

Forensic sciences and wildlife

It has been estimated that the ilegal trade of live species or
parts produces around US$15-50 mil million a year in the United
States of America (Wallace and Ross, 2012). There are no official
ciphers in Mexico about the annual amount from these activities,
but some specialists believe that profits are comparable with
those of the underground drug trade (Alvarado, 2012). The
general methods of genomics applied to forensic research
may be extended and fitted to collect and examine evidence
of crimes against wildlife. Through scientific research and field
reviews, the US Fish and Wildlife Service (FWS) helps to arrest
people suspected of fortuitous hunting (Wallace and Ross, 2012).

Nowadays, the agents in charge to protect the environment
in Mexico, they carry out verification activities at random of
regulations and work only as technical advisors on the face of the
ministry authorities (Calvilo, 2010), which limits the application
of justice over crimes against biodiversity. However, proposals
have already been made to put into practice measures that
emulate the FWS procedures, not only in the training of field
agents, but in the employment of experts in the application of
molecular and forensic techniques for the analysis of evidence
in case of environmental felonies. Forensic genetics is useful, as
well, in the study of the ecological relations among organisms.
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lo que facilita abordar especies elusivas o de gran tamafio
como los pumas (Puma concolor Linnaeus, 1771), jaguares
(Panthera onca linnaeus, 1758)) o coyotes (Canis latrans Say,
1823). En la Huasteca de San Luis Potosi se incorporaron
para
identificar dos taxones de felinos y sus principales presas.

estos métodos para examinar muestras fecales
Los investigadores determinaron con éxito alrededor de 50 %
de las muestras recolectadas para asignarlas a P. concolor

(12 presas y a P. onca (9 presas) (Rueda, 2010).

Se ha descubierto que es posible partir de fragmentos de
ADN contenidos en el intestino de moscas carnivoras para
calcdar la riqueza de especies en sitos de dificil acceso e
incluso se ha podido detectar la presencia de mamiferos
considerados raros mediante esta metodologia (Yong, 2013).

La metagendmica en la aproximacion a la vida silvestre estd
proporcionando luz sobre los procesos ambientales que influyen
en el establecimiento y diversificacién de diferentes tapetes
microbianos o biofims en lugares con caracteristicas biolégicas muy
particllares como son los embalses de Cuatro Ciénegas en
Cochuila, lo que da a conocer la historia evolutiva de ese grupo
de organismos, y contribuye a comprender los mecanismos del
desarrollo de la vida en el planeta Bonilla et al, 2012).

Conclusiones

Las ciencias gendmicas ofrecen una omp|io gama de opciones
para el estudio, manejo y conservaciéon de la flora y la fauna
sivestres. Los resultados de los trabajos expuestos hacen
evidente que la inclusién de informacion generada a través
del uso de marcadores moleculares podria mejorar los
programas de manejo de especies de importancia comercial y
en cautiverio, como es el caso de la repatriacién de animales
decomisados hacia sus lugares de origen.

Con base en los andlisis flogenéticos, de parentesco, de
variabiidad y similitud genética se podria lograr una mayor
certidumbre a fin de evitar la erosién genética, la endogamia y
la exogamia en poblaciones naturales.

El disefio de estrategias para la vida sivestre debe apoyarse
en informacién generada con técnicas moleculares que ayuden
a comprender a defale las relaciones flogenéticas entre grupos de
organismos o de especies para preservar la variablidad vy la
identidad genética de las poblaciones y de los taxa, en particular
de aquellas que estén bajo algun tipo de amenaza, las nativas
y las de alto valor comercial y alimenticio.

Como centro de origen de muchas especies cultivables,
en México se debe preservar integramente el reservorio
genético de estas y de las naturales, tanto de plantas como
de animales que habitan en el territorio nacional. Las ciencias
gendmicas ofrecen la oportunidad de generar tal conocimiento.

PCR-based techniques have been used to identify species
of predators and their prey through indirect traces (feces, stomach
contents, hair), which facilitates addressing elusive species or
large as pumas (Puma concolor Linnaeus, 1771), jaguars (Fanthera
onca linnaeus, 1758)) or coyotes (Canis latrans Say, 1823). I the
Huasteca of San Luis Potosi these methods were incorporated
to examine fecal samples in order to defermine two species
of felnes and their main prey. The researchers successfuly
determined about 50 % of the samples collected for assignment
to P.onca and P. concolor and 12 and @ preys, respectively, for

each species (Rueda, 2010)

It has been found possible from DNA fragments confained in
the gut of carnivorous flies to calculate the species richness
at sites difficult to access and it has even been feasible to
detect the presence of rare mammals by this methodology

(Yong, 2013).

The approach of metagenomics to wildlife is shedding light
on environmental processes that influence the development and
diversification of different microbial mats or biofims in places
with very specific biological characteristics such as reservoirs of
Cuatro Ciénegas in Coahuila, which reveals, not only the
evolutionary history of this group of organisms, but also helps o
understand the mechanisms of the development of life on the
planet (Bonilla et al, 2012).

Conclusions

Genonmic sciences offer a wide range of options for the study,
management and conservation of wildlife. The results of the
exhibited works make clear that the inclusion of information
generated through the use of molecular markers in the plans
for wildlife could improve programs for species in captivity
and commercially important species, such as the return of
confiscated animals fo their original populations.

Through phylogenetic analysis of kinship, genetic variability
and similarity, the management plans could achieve greater
certainty to avoid genetic erosion, inbreeding and outbreeding
in natural populations.

Design management strategies of wild populations must rely
on information generated through molecular techniques to help
understand in detail the phylogenetic relationships between
groups of organisms or between groups of species to preserve
variability and the genetic identity of populations and species,
particularly those under some kind of threat, native and those
which are of high commercial and nutritional value.

As a center of origin of many crop species, in Mexico the
gene pool of these species must fuly preserve and the natural plants
and animals that inhabit the territory. Genomic sciences provide the
opportunity fo generate such knowledge. I legal terms, the methods



En materia legal, los métodos relacionados a las mismas son
herramientas de enorme potencial para la aplicacién de
justicia, regulacién y profeccidn de la soberania de México sobre
sus reaursos naturcles )
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