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RESUMEN

CHAVEZ MAYA FERNANDO. Andlisis filogenético de la oveja churra espafiola,
mediante secuenciacion del ADN mitocondrial (bajo la direcciéon del Dr. Rogelio
Alejandro Alonso Morales y del Dr. Raul Ulloa Arvizu).

La raza Churra de ovejas espanolas junto con algunas variedades de ovejas
criollas mexicanas presentan aspectos morfolégicos y productivos semejantes
que hacen pensar en su posible relacién filogenética, es por ello que es
importante definir sus relaciones filogenéticas y evolutivas. Se identific6 una
secuencia altamente polimérfica de 350 pb (29.66% de la longitud total del D-
Loop) localizada en las posiciones 208 a la 557 dentro del D-Loop (15644 a la
15993 en la secuencia total del ADNmt) dentro del ADNmt de ovinos
domeésticos, éste fragmento contiene el 54.5% de todos los sitios polimorficos
localizados en el D-Loop. Se realizé la secuenciacion de este fragmento de 34
ovinos de raza Churra espanola, encontrandose 33 haplotipos distintos, de
éstos, 31 haplotipos no habian sido reportados. Con el objetivo de hacer un
analisis filogenético de ovejas Churras espafiolas se construyé un
dendrograma para identificar posibles relaciones filogenéticas, usando el
algoritmo neighbor-joining, la confianza estadistica de cada nodo fue estimada
sobre 1000 réplicas, se utilizaron 33 haplotipos de ovejas Churras espafnolas,
35 haplotipos de 7 razas de ovejas Churras portuguesas (Algarvia, Badana,
Saloia, Terra Quente, Merino Preto, Mondegueira y Campanica), 30 haplotipos
de ovejas neozelandesas (razas Merino, Romney, Perendale y Coopworth) y
18 haplotipos de ovejas criollas mexicanas provenientes de Chiapas, Hidalgo,
Morelos, Veracruz y Puebla, se encontrd que las ovejas criollas mexicanas se
agrupan en una rama claramente definida, también se identifico que las ovejas

churra espanolas no se agrupan, igual que las portuguesas y neozelandesas.



1. INTRODUCCION

1.1. MARCO TEORICO

1.1.1. ORIGEN DE LOS OVINOS

Actualmente no se sabe con certeza el origen geografico, filogenético ni

temporal de las ovejas domésticas (Ovis aries). Se piensa que hace 11000

afios los ovinos fueron domesticados en la regién del suroeste de Asia', que

actualmente forman parte de paises como Turquia, Siria, Irak e Iran, entre

otros.

El nombre latino Ovis aries se utiliza para hacer referencia a la oveja

doméstica, y distinguirla de las especies silvestres de ovinos, que algunos

autores’ dividen en siete especies (cuadro 1.1.1).

Cuadro 1.1.1. Ovejas silvestres. En este cuadro podemos observar el nombre
comun, nombre cientifico, ubicaciéon geogréafica y nimero de cromosomas de
las ovejas silvestres’.

Nombre comun Nombre cientifico Ubicacion Numero de
cromosomas
Oveja Argali Ovis ammon Montanas de Asia central 56
(Montanas de Atai, Pamirs,
Tien Shan, Himalayas y
Tibet).
Oveja Urial Ovis vignei Asia (montafnas que 58
abarcan parte de Iran,
India y Afganistan).
Muflén asiatico Ouvis orientalis Asia (al oeste de la 54
ubicacién del urial).
Muflén europeo Ovis musimon Europa. 54
Oveja grandes Ovis canadensis Ameérica del norte 54
cuernos
Oveja de las Ouvis nivicola Siberia. 52
nieves
Oveja pequenos  Ovis dalli Alaska 54

cuernos




Existen muchas diferencias entre los ovinos silvestres y los domésticos,
debido a la seleccion a la que fueron sometidos, tanto por la naturaleza como
por el hombre, una de las principales es el nimero de cromosomas, que en el
ovino salvaje varia de 52 a 58 (cuadro 1.1.1), el ovino doméstico (Ovis aries)
inicamente cuenta con 54.

Autores como Zeuner (1963) consideraron a la oveja urial (Ovis vignei)
como una especie que contribuy6 en la formacién de la oveja doméstica (Ovis
aries). Segun esta vision, ciertas contribuciones de la oveja argali (Ovis
ammon) también fueron de importancia. También pensaban que algunas lineas
de ovejas domésticas provenian de poblaciones del muflén.

Mas adelante, basados en andlisis citogenéticos, Nadler et al. (1973)
sugirieron a las poblaciones ancestrales del muflon (2n=54) como el origen mas
probable de las ovejas domésticas (2n=54), antes que las poblaciones de la
oveja argali (2n=56) o las poblaciones de la oveja urial (2n=58). Wu et al.
(2003) realizaron estudios filogenéticos de la mayoria de las subespecies
actualmente reconocidas de la oveja argali y obtuvieron una separacion clara
de secuencias con respecto al Ovis aries. Hiendleder et al. (1998a), no
encontraron ninguna evidencia de la contribucién de la oveja urial o la oveja
argali para los linajes maternales asiatico (A) y europeo (B) del ADNmt de la
oveja doméstica.

Hiendleder et al. (2002) proponen que todas las poblaciones de ovinos
domésticos actuales derivan de dos diversas subespecies, cada uno que
conduce a uno de los dos linajes maternales del ADNmt, el asiatico (A) o el

europeo (B).



El mufléon europeo (Ovis musimon) ha revelado una relacion filogenética
cercana con el linaje B del ADNmt, este muflén europeo es considerado un
descendiente del muflén asiatico’.

Actualmente el muflén asiatico (Ovis orientalis) se considera el antecesor
de todas las ovejas domésticas asi como también del muflén europeo (Ovis
musimon)'’.

Hiendleder et al. (2002) propusieron al muflon armenio (Ovis gmelini
gmelini) y al turco (Ovis gmelini anatolica) como antepasados silvestres
probables del linaje B. Para el linaje A, propusieron a dos subespecies
restringidas a Iran: el muflon de Estefahan (Ovis gmelini isphahanica) y el
muflén de Laristan (Ovis gmelini laristanica).

Fueron identificados dos linajes maternales: A y B en razas modernas de
ovejas domésticas muestreadas de diversas regiones geograficas del
mundo>®®°. Fue observado, un linaje maternal denominado C, ademas de los
linajes Ay B, en ovejas de Turquia y China”"°.

Asi como los haplogrupos B y A, el haplogrupo C no demostré6 una
relacion cercana con la oveja argali (Ovis ammon) o secuencias de la oveja
urial (Ovis vignei)’.

La divergencia entre estos tres linajes en ovejas turcas fue estimado en
el gen del citocromo b del ADNmt, y se piensa que ocurrié hace entre 160.000
y 750.000 afios’, mucho antes de la época de la domesticacién de las ovejas
(alrededor 9000 afios a.C.). El haplogrupo C reveld una divergencia anterior a
los otros haplogrupos, estimado aproximadamente en 550 000 a 750 000 afos

con respecto al tipo B y 450 000 a 600 000 afios para el tipo A, mientras que



los resultados entre los tipos B y A indican que divergieron mas recientemente,
entre 160 000 y 170 000 afios’.

Recientemente Tapio et al. (2006) reportaron un cuarto linaje maternal
denominado D. Meadows et al. (2007) reportan un quinto linaje maternal que se
identifico como haplogrupo E. Esto sugiere que por lo menos ocurrieron cinco
acontecimientos independientes de domesticacion.

De los lugares donde tuvieron origen los ovinos domésticos, estos fueron
diseminados paulatinamente, y hoy se encuentran en practicamente todo el
mundo. Gracias a la seleccidn, deriva genética, aislamiento geografico, etc., se
ha dado origen a todas las razas de ovinos reconocidas mundialmente.

Davis (2006) sugiere que la peninsula ibérica fue un centro importante
para el desarrollo y la mejora de la oveja doméstica.

La evidencia arqueoldgica e histérica indica que después del neolitico la
peninsula ibérica experimentd contacto con diversas culturas como los fenicios,
griegos, romanos y berberes conduciendo a la introduccion de nuevas
cosechas y animales. Algunos colonos pudieron haber mejorado el ganado
local asi como importar animales de otros lugares'®. Ademéas de contactos
prehistoricos, una afluencia posible de ovejas domésticas habria podido ocurrir
cuando estos pueblos tuvieron contacto con esta region. La evidencia mas
clara en la mejora de ovejas ibéricas debe ser considerada en el periodo
musulman. Un cambio osteométrico substancial en este periodo se identifica en
huesos de ovejas de Portugal meridional®.

Las observaciones genéticas y zooarqueoldgicas respecto a ovejas
portuguesas modernas y antiguas destacan el importante papel que Iberia

desempefd en progresos del ganado, gracias a su posicion respecto al borde



occidental de Europa continental. El mar mediterraneo actuaba como pasillo
natural que conectaba la peninsula con el Cercano Oriente, la Africa del norte,
y la Europa meridional, esto junto con semejanzas climaticas al Cercano
Oriente, pudo haber permitido la afluencia de la diversidad genética esencial

para la crianza selectiva de rasgos deseables'.
1.1.2. CHURRA

La raza Churra es autdctona de la cuenca del Duero, esta oveja se ha
adaptado a un clima con largos y duros inviernos, primaveras muy cortas y
veranos secos y calurosos predominantes en Castilla y Ledn. La palabra churra
en sus origenes no designaba a una raza ovina, mas bien a la condicién ligada
a la agricultura.

Las caracteristicas fisicas de la oveja de raza Churra son: cabeza de
tamano medio, desprovista de lana, perfil ligeramente convexo, mas
acarnerado en los machos. Cuello delgado y largo. Tronco, térax no muy
desarrollado, espalda plana, cruz ligeramente notoria de perfil. Color blanco,
con pigmentacion negra en las partes distales, alrededor de los ojos, hocico y
puntas de las orejas. Tiene velldbn blanco y largo que deja libre la cabeza,
vientre, base traqueal del cuello y parte delantera de las patas. Extremidades
medianas y finas'®'’.

Aunque a la oveja de raza Churra se le destine para diferentes funciones
zootécnicas, bajo diferentes condiciones de explotacién vy localizandose en
distinta ubicacién geografica, no existen claras diferencias etnoldgicas entre
éstos animales'®.

Los productores se ven en la necesidad de buscar nuevas formas de

obtener mayores rendimientos de productos de origen ovino, es asi como a la



raza Churra se le cruza con otras razas de mayores producciones, debido a las
exigencias de un mercado mas demandante'®. La poblacién de la raza Churra
ha pasado de 1,500,000 en el afio 1980 a 800,000 actuales y parece que se ha

estancado la disminucion descenso®.
1.1.3. LA OVEJA EN MEXICO

Es importante tener mas informacion acerca da la raza Churra, puesto
que se cree que algunas ovejas criollas de México, tienen relacion ascendente
con esta raza®'.

Entre la oveja Churra espanola y la variedad blanca del borrego Chiapas
existen diferentes aspectos morfolégicos y productivos similares, lo cual hace
pensar en su posible relacion filogenética, por ejemplo capa blanca con
pigmentacion centrifuga en negro, lana basta con mechas cénicas y largas,
fibras gruesas, meduladas, de diferente longitud y sin ondulaciones. Ambos
grupos poseen una concentracion de partos entre diciembre y marzo, un perfil
fronto-nasal semejante y un peso corporal similar?'.

De Ascencao et al. (2004), encontraron que las ovejas criollas
mexicanas aparentemente se agrupan en una rama dentro del linaje B del
ADNmt ovino.

Cuando los espafoles llegaron a América vieron la necesidad de traer
animales como vacas, cabras, ovejas y cerdos, entre otros, en calidad de
alimento y como pie de cria. Se piensa que las razas de ovinos de tipo Merino,
Churras y Lachas, fueron las primeras que llegaron a México®.

Segun la FAO (2006) cerca del 20 % de las razas de animales de granja
se encuentra en peligro de extincién, lo que equivale en promedio a la

desaparicion de una raza al mes. De entre mas de las 7600 razas registradas



en la base de datos de la FAO sobre recursos genéticos de animales
domésticos, 190 se han extinguido en los ultimos 15 afos y otras 1,500 se
consideran al borde de la extincién.

Es esencial una descripcién o caracterizacién de los ovinos criollos en
México y los relacionados con éstos. Segun la FAO para planificar una
estrategia de conservacidn es necesario definir, registrar y evaluar los recursos
genéticos en peligro. Para lo que hace las siguientes recomendaciones.
1.-Elaboracién de un inventario nacional de los recursos genéticos animales.
2.-Control del estado del conjunto de los recursos genéticos animales.
3.-Mayor conocimiento genético y econémico de las cualidades Unicas de las
razas, con objeto de desarrollar estrategias que hagan un mejor uso de éstas
caracteristicas a corto y largo plazo.
4.-Descripcién comparativa mediante marcadores moleculares para establecer
qué poblaciones poseen una diversidad genética significativa para dirigir mejor
las acciones de conservacion.

1.1.4. DIVERSIDAD GENETICA

La FAO (2002) define la diversidad genética animal como la variabilidad
genética de los diferentes tipos de recursos animales a nivel de especies, razas
y genes, de los que se deben conservar tantos alelos o variantes como sea
posible.

La diversidad genética es el grado de variacion de los genes presentes
en cada poblacion. Fundamentalmente se refiere a la variacion genética a nivel
de ADN®,

Una posible funcion de la diversidad genética, es mantener un reservorio

de aptitudes de variacion como respuesta al medio, que permita la adaptacién y



la supervivencia de los organismos. Por eso cualquier disminucién en la misma
lleva a riesgos de extincion.

Genes que controlan procesos bioquimicos fundamentales,
generalmente muestran poca variacion, debido a que estan sujetos a una fuerte
presion de seleccidn natural, aunque la variacion que si exista puede ejercer un
fuerte efecto sobre la viabilidad del organismo®#’.

La frecuencia de alelos dentro de la poblacidn total es la resultante de la
seleccion natural, asi como de las mutaciones genéticas, la deriva genética al
azar y el efecto fundador?®.

Su importancia se aprecia en la domesticacion. Los criadores de plantas
y animales seleccionan de esa diversidad las caracteristicas genéticas que les
permiten obtener las mejores cosechas y crias?®®.

La FAO ha contribuido a la recopilacion de informacién de unos 180
paises de las aproximadamente 6 500 variedades de mamiferos y aves
domésticos: ganado bovino, cabras, ovejas, bufalos, yaks, cerdos, caballos,
conejos, pollos, pavos, patos, gansos, pichones, avestruces, etc?.

Segun la FAO de esa informacion, por lo menos una tercera parte de las
especies domésticas de las que se cuenta con datos precisos sobre su
poblacion, corre peligro de extincion; de 199 se ha confirmado oficialmente su
extincion y hay otras 620 registradas que también se encuentran en peligro de
desaparecer. En los ultimos cinco afios el numero de especies de mamiferos
que corren peligro de extincion ha aumentado de 23 a 35 %. La situacion de las
aves es todavia mas grave, el porcentaje total de las que estan en peligro de

extincion ha aumentado de 51 % en 1995 a 63 % en 1999. La biodiversidad



esta perdiéndose conforme las presiones demogréficas y econémicas aceleran
el ritmo de los cambios en los sistemas agropecuarios tradicionales®.

Mantener la diversidad genética de los animales, permite a los
productores elegir variedades o crear otras nuevas para responder a cambios
ambientales, peligros de enfermedades, demanda del consumidor, cambio de
condiciones del mercado y necesidades de la sociedad, factores en gran
medida imprevisibles. La diversidad genética ademas constituye un almacén de
posibilidades en buena parte sin probar todavia. Los parientes silvestres de las
especies comunes, en particular, podrian contener recursos valiosos, aunque
todavia desconocidos, de futura utilidad®.

El objetivo de la FAO (2002) es mantener los recursos genéticos,
significando que la variacion genética en caracteres, tanto conocidos como
desconocidos, pueda ser Util para mantener los caracteres productivos a pesar
de los cambios que puedan producirse en el entorno. Esto implica que los
esfuerzos de conservacién se enfocaradn hacia la diversidad genética de una
especie en conjunto, sin preferencias de ciertos caracteres sobre otros.

El area iberoamericana constituye una region del planeta en la que los
vinculos histéricos, culturales y sociales con sus raices ibéricas son
extremadamente fuertes. Esta estrecha relacion existente entre los pueblos de
la Peninsula Ibérica y los de América Latina llegan hasta la existencia de unas
claras relaciones filogenéticas entre las razas de animales domésticos de uno y

otro lado del Atlantico.



1.1.5. GENETICA DE POBLACIONES

Una poblacién es un conjunto de individuos de la misma especie y que
potencialmente son capaces de aparearse entre si, compartiendo un acervo
comUn de genes®?’.

Al cambiar la composicién genética de las poblaciones se genera el
proceso evolutivo de la especie. Distintas poblaciones de una misma especie
pueden presentar diferencias genéticas?®.

Existen diversos mecanismos que afectan las frecuencias génicas de
una poblacién, dentro de los cuales se pueden mencionar mutaciones,
migracion, deriva genética, seleccién natural y seleccién artificial?®22.

La mutacién es el proceso fundamental que impulsa todo cambio
evolutivo. No obstante, debido a que las tasas de mutacién son muy bajas, la
presidn de mutacién por si sola produce cambios en las frecuencias génicas de
las poblaciones muy lentos?.

La migracién o flujo génico de una poblacién a otra de la misma especie
puede cambiar la composicidon genética de una poblacién local, si es que las
frecuencias génicas de las dos poblaciones es distinta®®.

La deriva genética al azar se basa en que las frecuencias génicas de
una poblacion pueden cambiar por razones puramente aleatorias. Cuanto més
pequena es la poblacion, mayor es el efecto de la deriva genética al azar sobre
las frecuencias génicas®.

La seleccién natural controla los caracteres que se desvian radicalmente
de la capacidad de sobrevivir y reproducirse, seleccionando aquellos

organismos con una mayor eficacia bioldgica. La seleccién tiende a mantener



un nivel optimo de adaptacién al medio ambiente, asegurando los logros
conseguidos durante generaciones y eliminando los individuos no aptos.

La seleccién artificial la ejerce el hombre eligiendo caracteres que le
interesan.

Las relaciones entre mutacién, migracidén, deriva genética, seleccidon
artificial y seleccion natural son complejas y pueden diferir entre distintas
especies y entre diversas regiones de un genoma. A partir de la variabilidad
genética detectada en las poblaciones como resultado de estas fuerzas, los
estudios de genética de poblaciones establecen modelos para explicar la
estructura poblacional y la evolucidn de estas poblaciones?®.

El desarrollo de técnicas de biologia molecular para la deteccion de
polimorfismos de ADN permite describir la variacion genética de una forma mas
precisa. Asi las diferencias genéticas entre poblaciones se pueden evaluar
usando medidas de distancia entre pares de poblaciones. Este tipo de estudios
permite establecer que poblaciones tiene una diversidad genética significativa,
lo que facilitaria las actividades encaminadas hacia la conservacion®.

1.1.6. MARCADORES MOLECULARES

Para poder conservar y usar la variacion genética, primero hay que
evaluarla, es decir, es preciso determinar su extension y distribucion. La
variacion puede evaluarse a nivel fenotipico y genotipico. La evaluacién de la
variacion fenotipica se concentra en los rasgos biolégicos medibles, no sélo en
aquellas caracteristicas que definen la forma y la apariencia de un conjunto de
individuos, sino sus aptitudes fisioldgicas, bioquimicas y productivas. La
evaluacion de la variacidon genotipica se hace al nivel de la molécula de ADN,

que es la responsable de la transmisién de la informacién genética®.



Tradicionalmente, la diversidad que existe dentro y entre las poblaciones
se ha determinado mediante la evaluacion de sus diferencias fenotipicas. Una
complicacion es que los fenotipos estan sujetos a cambios debidos a factores
ambientales y pueden variar en las diferentes etapas del desarrollo®.

Para superar las limitaciones de los datos fenotipicos, se han
desarrollado otro tipo de marcadores, tanto a nivel proteico (del fenotipo) como
a nivel del ADN (del genotipo)?°.

Los marcadores proteicos se obtienen mediante electroforesis,
aprovechando las propiedades migratorias de las proteinas®.

La deteccion de polimorfismos en los marcadores proteicos es una
técnica que comparte algunas de las desventajas de los fenotipos. Sin
embargo, los marcadores proteicos estan también limitados por la influencia del
ambiente y de los cambios que ocurren en las diferentes etapas del
desarrollo®.

Los polimorfismos del ADN pueden detectarse en el ADN nuclear y en el
ADN mitocondrial (ADNmt). Los marcadores moleculares no estan sujetos a las
influencias ambientales, las pruebas con ellos pueden realizarse en cualquier
momento del desarrollo, y tienen el potencial de hallarse en niamero muy
grande porque abarcan todo el genoma, lo que representa su mejor atributo.

Hay muchos tipos diferentes de marcadores moleculares. Los
marcadores moleculares suponen un apoyo importante para la identificacion de
parentescos, poblaciones y relaciones genéticas. Se han utilizado diferentes
tipos de marcadores como son los grupos sanguineos y polimorfismos
bioquimicos enzimaticos, ahora se utilizan los polimorfismos del ADN

amplificado al azar (RAPD), polimorfismos de longitud de fragmentos de



restriccion (RFLP), polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados
(AFLP), polimorfismos de longitud de secuencias repetitivas (mini vy
microsatélites), haplotipos del D-Loop del ADNmt, entre otros.

1.1.7. ADNmt

La evolucion es un proceso mediante el cual el ADN, portador de toda la
informacién genética de los seres vivos, acumula cambios por mutaciones de
forma aleatoria o por seleccion natural. La identificacion de este proceso
genera informacién de interés, para muchos campos de la biologia. Esta
informacion puede ser utilizada en estudios filogenéticos y de dinamica de
poblaciones. Para este tipo de estudios, el ADN mitocondrial es una de las
moléculas mas utilizadas, debido entre otras cosas, a su heredabilidad
exclusivamente materna y la ausencia de recombinacién genética®.

La informacién genética contenida en la mitocondria es transmitida de la
hembra a toda su descendencia, sin importar el sexo. Casi no hay aportacién
genética mitocondrial de los machos a la descendencia, por esta caracteristica
animales relacionados ascendentemente por via materna tendran el mismo
ADN mitocondrial. Es asi como el ADN mitocondrial resulta muy uatil en los
estudios de filogenia por via materna®'.

El ADN mitocondrial ha sido usado para construir arboles evolutivos. Las
mitocondrias tienen su propio genoma de alrededor de 16,500 bases en la
oveja domestica, el cual existe fuera del nucleo de las células. El genoma de la
mitocondria se divide principalmente en dos regiones, una regién larga y una
corta. Dentro de la regidn larga se encuentran 13 genes que codifican
proteinas, 22 ARNt y 2 ARNr. Una regién conocida como regién control o "D-

Loop", no codificante, contiene secuencias que controlan los mecanismos tanto



de replicacidbn como de trascripcién y es tipicamente la regibn mas variable
(casi 10 veces mayor que el resto de la molécula) del ADNmt®2,

Las mitocondrias son organelos celulares que se encuentran en el
citoplasma de las células eucariotas, cuya funcién principal es la produccién de
energia celular en forma de trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas en
inglés).

El ADNmt presenta una tasa de mutaciéon espontanea 10 veces superior
a la del ADN nuclear.

Los ADNmt que comparten una serie de mutaciones que surgieron en
una estirpe ancestral, tienen en comuan la formacion de una familia de ADNmt
conocida como haplogrupo. A medida que pasa el tiempo los ADNmt que
pertenecen a un haplogrupo van ganando mutaciones particulares, se dice que
dos ADNmt que pertenecen a un mismo haplogrupo, pero que pueden
distinguirse el uno del otro por mutaciones adicionales en algun otro punto de la
molécula, pertenecen a haplotipos distintos®'.

Se han identificado mediante secuenciacion de nucleétidos del D-Loop
93334y por PCR-RFLP’s®, dos haplogrupos de ADNmt en ovejas domésticas:
tipo A o haplogrupo asiatico y tipo B o haplogrupo europeo

Los datos de RFLP utilizando Hinfl en el ADNmt ovino sugieren
mutaciones, lo que nos permite diferenciar a los dos linajes maternales A y B*.
Estas mutaciones se asignaron al gen Citocromo Oxidasa | (COl),
desarrollando una PCR basada en andlisis discriminante entre las dos ramas
flogenéticas. ElI patrdn de fragmentos ubica el sitio polimorfico de
reconocimiento Hinfl en las posiciones nucleotidicas 5562-5566 del gen COl,

revelando fragmentos de ~ 1.8 kb para el haplogrupo Ay de ~1.3 kb y ~ 0.5 kb



para el haplogrupo B. La digestién con Hinfl de productos de PCR del gen COI
genera fragmentos de restriccion de 836 pb (haplogrupo A) o 477 pb y 359 pb
(haplogrupo B)*¢:%7:38,

El tiempo de la divergencia fue obtenido en base del gene de Citocromo

b y estimado alrededor 160 000-170 000 arios para los linajes B y A, mientras

que la divergencia del linaje C se estimo antes, entre 450 000 y 750 000 afios’.
1.1.8. ANALISIS FILOGENETICO

Se requiere estudiar, determinar y medir la variacion existente, entre y
dentro de las poblaciones, para desarrollar programas de conservacion.

Un andlisis filogenético trata de comprender el origen y diversidad de las
poblaciones a partir de la informacion contenida en el ADN, se realiza
reconstruyendo la filogenia de una poblacion, mediante la comparacién de
caracteres homélogos, actuales, fésiles 0 ambos™®.

Para estudiar las diferencias entre poblaciones se debe calcular las
distancias genéticas entre ellas. La distancia genética mide el grado de
diferenciacion existente entre poblaciones de una misma especie, o entre
especies. Las distancias genéticas ayudan a entender las relaciones evolutivas
entre poblaciones®®.

Las distancias genéticas estiman el tiempo de separacidn entre
poblaciones y se basan en ciertas diferencias genéticas existentes dentro y
entre poblaciones. Dicho de otra forma, los organismos contienen un cédigo
evolutivo ademas de un codigo genético. El codigo evolutivo varia dependiendo
de las contingencias histéricas y biolégicas que han sufrido las poblaciones

después de su origen comun®.



Puesto que las propiedades matematicas y las bases biolégicas de las
distintas medidas de distancia genética difieren, es comprensible que el uso de
las mismas pueda conducir a diferentes interpretaciones de las relaciones
flogenéticas entre varias razas, sin poder determinar cual es la mejor
"filogenia", es decir, cual de ellas se acerca mas a la realidad™.

El propdsito de los estudios filogenéticos, entre otros, es la
reconstruccién correcta de la genealogia y la estimacién del tiempo de
divergencia entre un grupo de organismos®°.

Estas relaciones evolutivas son ilustradas a través de un arbol
filogenético, que es una representacidon grafica compuesta por nodos y ramas
que los interconectan®. En este, cada nodo representa al antepasado comun a
dos 0 mas taxones y cada rama lleva asociados unos determinados cambios
en los caracteres. Las unidades taxondmicas representadas por los nodos
pueden ser especies, poblaciones, individuos o genes®?*'.

Los nodos en un arbol filogenético son de dos tipos: internos y externos.
Los nodos externos representan a las unidades taxondmicas bajo comparacion,
denominadas “unidades taxonomicas operacionales” (OTUs). El resto de los
nodos son internos y representan las unidades ancestrales de los OTUs*'. Las
ramas también se clasifican en: ramas internas y externas.

Los arboles filogenéticos pueden presentar raiz o carecer de ella. En un
arbol enraizado existe un nodo particular llamado raiz, que representa el
ancestro comun de todos los OTUs bajo estudio. En cambio, un arbol sin raiz
solo especifica las interrelaciones entre los diferentes OTUs sin definir un

ancestro comin®,



Este arbol filogenético describe o resume una filogenia, indicando en
que orden se han diversificado los miembros de un grupo y como se han ido
transformando los caracteres®.

Salvo en los mas sencillos, incluso el mejor de los arboles contendra
casos de homoplasia (evolucidén separada de un mismo caracter en una misma
direccion) y de reversion (retroceso de un caracter a otro anterior).

Un érbol filogenético enraizado es un arbol directo, con un unico nddulo
que corresponde al ancestro comun mas reciente de todas las entidades de las
hojas del arbol. EI método mas comun para enraizar los arboles es el uso de un
grupo externo no controvertido y lo suficientemente cercano para permitir la
inferencia de los datos de secuencia o rasgos, pero lo suficientemente lejano
para ser un grupo externo evidente®.

Los arboles genéticos sin raiz ilustran la relacién de los nédulos de las
hojas sin hacer suposiciones sobre ascendencia. Mientras que los arboles sin
raiz siempre pueden ser generados a partir de arboles enraizados omitiendo la
raiz, una raiz no puede ser inferida a partir de un arbol que no la tenga, sin
algunos medios para identificar la ascendencia, esto suele hacerse incluyendo
un grupo externo en los datos®.

1.1.9. DENDROGRAMA

Para construir arboles filogenéticos o dendrogramas, existen métodos
estadisticos de caracter discreto y métodos de distancia.

Las distancias genéticas entre los haplotipos pueden ser estimadas
mediante métodos como el de Tamura y Nei, Kimura dos parametros, etc. Con
los que se obtienen una matriz de distancias a partir de las cuales es posible

reconstruir las relaciones filogenéticas de los haplotipos, utilizando algoritmos



como el método de medias aritméticas no ponderado (UPGMA), neighbor-
joining (NJ), el método de maxima verosimilitud (ML) y el método de maxima
parsimonia (MP)*,

La distancia genética se define como la magnitud de las diferencias
génicas o gendmicas entre y dentro de poblaciones y es medida con alguna
cantidad numérica. EI numero de sustituciones de nucleétidos por sitio o
niimero de sustitucién génica por locus, es una medida de distancia genética®.

En los métodos de distancia, las distancias genéticas son calculadas y el
arbol filogenético es construido usando algoritmos basados en alguna
interrelacion funcional entre los valores de distancia®'. Los mas comunes son el
método de neighbor-joining (NJ) y el método de medias aritméticas no
ponderado (UPGMA).

El método UPGMA se usa para construir arboles filogenéticos si la tasa
de evolucion es aproximadamente constante entre los diferentes linajes
evolutivos, de modo que existe una relacidon aproximadamente lineal entre la
distancia evolutiva y el tiempo de divergencia®.

El método UPGMA emplea un algoritmo secuencial de agrupamiento en
donde la interrelacion topoldgica local esta basada en orden de similitud
decreciente, es decir, en identificar a los dos OTUs que sean mas similares,
con la menor distancia. Esta agrupacién es considerada como un simple OTU
compuesto a partir del cual se empieza un nuevo calculo y el siguiente OTU
con la distancia mas pequena es agrupado con el OTU compuesto. Este
procedimiento se repite hasta contemplar todos los OTUs bajo estudio.

El principio del método de NJ supone que la tasa de evolucidon no es

constante entre los diferentes linajes de estudio y se basa en encontrar



continuamente "vecinos" que pueden minimizar la longitud total de arbol®. El
método empieza con un arbol en forma de estrella en donde no existe
agrupacion de OTUs. El primer paso consiste en separar un par de OTUs de
todos los demas, escogidos por el valor mas pequefo en la longitud de la rama.
En este arbol s6lo hay una rama interna que conecta los nodos X y Y, donde X
es el nodo comun para los OTUs 1y 2, Y es el nodo comun para los demas
OTUs. Este par de OTUs es considerado entonces como un simple OTU y las
distancias medias aritméticas entre los OTUs son calculadas para formar una
nueva matriz de distancia. El préximo par de OTUs con la suma mas pequena
en la longitud de la rama es seleccionado para formar la siguiente ramificacién
del arbol. El procedimiento se repite hasta que todas las ramas internas son
encontradas*.

En los métodos de caracter discreto, el &rbol es construido considerando
las relaciones evolutivas de las secuencias de ADN en cada sitio nucleotidico®.
Uno de los métodos mas representativos en esta categoria es el método de
maxima parsimonia (MP), que se basa en la busqueda del arbol con el menor
namero de cambios evolutivos para explicar las diferencias observadas entre
los OTUs bajo estudio®.

Para determinar el arbol de MP, primero se identifican todos los sitios
informativos. Un sitio nucleotidico es filogenéticamente informativo sélo si
favorece algunos arboles sobre los otros. Debe tener al menos dos diferentes
tipos de nucleétidos y se deben de repetir al menos dos veces en las
secuencias bajo estudio. Si se utilizan pocos nucleétidos o aminoacidos (sitios),
la probabilidad de obtener un &rbol erréneo es alta*'. Posteriormente se

determina el numero minimo de substituciones en cada sitio informativo y se



suma el numero total de cambios presentes en los sitios informativos con la
finalidad de escoger el arbol de MP que posea el menor numero de
substituciones nucleotidicas.

El método de méaxima verosimilitud (ML) requiere un modelo
probabilistico para el proceso de substituciones nucleotidicas. Esto es, se debe
especificar la probabilidad de transicién de un estado nucleotidico a otro en un
tiempo de intervalo en cada rama. El método consiste en calcular la maxima
verosimilitud de la secuencia de nucleétidos en los grupos. Se calculan varias
topologias y finalmente se escoge aquella que obtenga el mayor valor de
verosimilitud*"*3,

En general, es dificil construir el verdadero arbol filogenético con la
informacién de las poblaciones actuales. Se pueden cometer errores, bien sea
en la topologia o en el patron de ramificacion del arbol. Sin embargo, podemos
obtener un arbol cercano al verdadero y la exactitud del método escogido

dependera del tipo de datos utilizados y de los objetivos de la investigacion®.



1.1.10. JUSTIFICACION

La raza Churra de ovejas espanolas junto con algunas variedades de
ovejas criollas mexicanas presentan aspectos morfoldégicos y productivos
semejantes que hacen pensar en su posible relacion filogenética, es por ello
que es importante definir sus relaciones genéticas y evolutivas. Estas
poblaciones de ovinos se encuentran en peligro de extinciéon por absorcion o
sustitucion por otras poblaciones de ovinos, es por ello que es indispensable
realizar investigaciones que fundamenten la elaboracién de programas de
conservacion de estos recursos genéticos con potencial bioldgico y productivo

enorme.

De Ascencao et al. (2004), encontraron que la regidbn mas
polimérfica dentro de la secuencia de 1180 nt de longitud del D-Loop en oveja
criolla mexicana se ubicé entre las posiciones 208 a 557 (15644 a 15993 en la
secuencia del ADNmt), lo que corresponde a una region de 350 pb (29.7 % de
la longitud total del D-Loop) representando 72.4 % (21/29) del total de sitios
polimérficos identificados. Es por ello que en este trabajo se selecciono la
secuencia de este fragmento de 350 pb del D-Loop del ADNmt de ovejas
Churras espafnolas, para hacer andlisis filogenético de estas ovejas

comparandolas con otras poblaciones ya descritas.

1.2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.2.1. HIPOTESIS

Debido a que en la formacion de las razas ibéricas de ovejas domésticas
hubo influencia de muchas culturas; a que la raza Churra es una variedad ovina

ancestral y que esta raza fue introducida a América por los espafnoles;



esperamos encontrar diversos linajes evolutivos en la raza Churra dentro de los

cuales se identifiquen los origenes de las ovejas criollas mexicanas.

1.2.2. OBJETIVOS

Evaluar el grado de informacion filogenética de una regiéon altamente
polimorfica de 350 pb (29.66 % de la longitud total del D-Loop) ubicada dentro
del D-Loop mitocondrial en la posicion 208 a 557 (posicion 15644 a 15993 en la

secuencia del ADNmt) en ovejas domesticas.

Obtener la secuencia de nucle6tidos de un segmento polimérfico de 350
pb del D-Loop del ADNmt de 34 muestras de ovinos de raza Churra espanola.

Establecer la relacion filogenética de la oveja de raza Churra con
respecto a otras poblaciones de ovejas domésticas.

1.2.3. METAS

Obtenciéon de muestras de ADN de ovejas de raza Churra, procedentes
de Espana.

Purificacion del ADN total de las muestras y amplificacion del D-Loop por
medio de la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Obtener la secuencia de nucle6tidos del segmento polimoérfico de 350 pb
dentro del D-Loop del ADNmt y evaluar el polimorfismo.

Determinar el nivel de diversidad genética presente en las ovejas de
raza Churra muestreadas.

Ubicar las relaciones filogenéticas de la ovejas de raza Churra
muestreadas con respecto a otras ovejas de poblaciones previamente

descritas.



2. MATERIAL Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se obtuvieron 34 muestras de sangre colectadas en tubos con EDTA de
ovinos de raza Churra de las comunidades autbnomas de Castilla y Ledn,
Espania.

2.2. OBTENCION DEL ADN TOTAL

A partir de las muestras de sangre, se obtuvo el ADN total mediante la
técnica de Miller et al. (1989) modificada (anexo 1). La integridad del ADN se
verific6 por electroforesis en geles de agarosa al 1%, TBE 1X (anexo 2)
utilizando como marcador de peso molecular ADN del bacteriéfago A digerido
con BstEll (A/BstEll 100 ng/ul), tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
con luz ultravioleta (UV) en un fotodocumentador UVP modelo White/UV TMW-
20 Transiluminator. La concentracion de ADN se determiné en un fluorémetro
Hoefer DyNA Quant 200 (Low Range, 10 — 500 ng de concentracién final de
ADN) siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 3).

2.3. AMPLIFICACION DEL D-LOOP

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en ingles), se multiplico el segmento de ADN mitocondrial de interés. Para la
reaccion de PCR se utiliz6 como molde el ADN total purificado para amplificar
el D-Loop. Para ello se empled un par de iniciadores: Mit3 y Mit4 (cuadro

2.3.1).



Cuadro 2.3.1. Iniciadores usados en la amplificacion del D-Loop. En el cuadro
se muestran la direccion, la secuencia y la posicion (correspondiente para la
secuencia completa del ADN mitocondrial ovino) de cada iniciador, utilizado

para amplificar el D-Loop.
Nombre Direccion Secuencia Posicién
Mit3 5ad ATATACTGGTCTTGTAAACC 15,321

Mit4 3ab AGGCATTTTCAGTGCCTTG 26

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C/3’, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/30”,
alineacién a 58°C/30” y extensiéon a 72°C/1’; y 1 ciclo de extensioén final a
72°C/3’. La reaccion se realiz6é en 20 ul conteniendo 100 ng de ADN molde, 0.5
pM de ambos iniciadores (MIT3 y MIT4), 0.2 mM de dNTPs, 0.15 mg/ml de
BSA, triton 0.1%, buffer C 1X (10 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 10 ug/ml de
gelatina, 1.5 mM MgCl,) y 2.5 U de Taqg DNA Polimerasa (Biogenica, México
D.F.) (anexo 4). Las reacciones se realizaron en un termociclador Omn-E de
HYBAID limited, mod. HBTREO2HL110. La evaluacién de los productos de
PCR se realizé por electroforesis en geles de agarosa al 1 %, TBE 1X (anexo
2) tenidos con bromuro de etidio, utilizando como marcador de peso molecular
el ADN A/BstEIl (100 ng/ul) y visualizados con luz UV.

El D-Loop producto de PCR se purifico mediante filtracion a través de
columnas de Sephadex G50 (anexo 5).

2.4. SECUENCIACION DEL FRAGMENTO DE 350 PARES DE

BASES

Una vez obtenido el ADN purificado se realizé la secuenciacién del mismo.
El fragmento purificado de ADN se empleé como molde para obtener la

secuencia de nucleotidos correspondientes a un segmento polimoérfico del D-



Loop mitocondrial ovino, localizado entre la posicion 208 a la 557 del mismo.
Para la reaccion de secuencia se uso el método de terminaciéon de la cadena
por dideoxinucledtidos, utilizando para ello el KIT comercial "BigDye™
terminator Cycle Sequencing" (PE, Applied Biosystems Foster, CA USA),
siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 6).

Para obtener la secuencia del fragmento polimérfico del D-Loop en cada
individuo, se utilizaron los iniciadores Mit01F y MitO3Rv (cuadro 2.4.1).

Cuadro 2.4.1. Iniciadores utilizados en la secuencia del D-Loop. Se indica el
nombre, direccidn y posicion de cada iniciador.

Nombre Direccion Secuencia Posicion* Posiciont
MitO1F 5ag3 GGACAYGAGCGTTCATAAAC 15,592 156
MitoO3BRv 3’ a ¥’ GAGGGATCCTTGCTGAGCG 16091 655

* Posicién correspondiente a la secuencia completa del ADNmtl ovino.
1% Posicion correspondiente a la secuencia del D-Loop del ADNmt ovino.

La reacciéon de secuencia se trabajé por PCR en un termociclador
Techne modelo FTGENE2D, bajo las siguientes condiciones de amplificacion:
25 ciclos a 96°C/10 seg, 50°C/5 seg y 60°C/4 min, con un ciclo final a 4°C. Al
término, los reactivos no incorporados en la reaccion de secuencia se
eliminaron por filtracion a través de columnas de Shepadex G50 segun
protocolo anexo (anexo 5). El volumen recuperado se colocé en un
concentrador de ADN (Automatic SpeedVac mod. VR1) hasta secarse
completamente.

Posteriormente cada muestra fue resuspendida en 20 pl de formamida
desionizada y cargada en un secuenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (PE Applied Biosystems, Foster City USA) para la lectura de las

secuencias.



Las secuencias de cada muestra se registraron de forma electrénica. El
primer paso del analisis fue identificar la calidad de los electroferogramas,
posteriormente se requirié editar los errores presentados en la lectura original a
partir de la identificacién de nucleétidos no definidos en los electroferogramas,
conservando las regiones de secuencia de calidad. Se utilizé6 el programa
ChromasPro v.1.34. Las lecturas obtenidas de las cadenas en ambas
direcciones luego de su edicién y andlisis, se empalmaron para construir la
secuencia consenso del fragmento de 350 pb localizado en las posiciones 208
a la 557 dentro del D-Loop.

La identificacién de los diferentes haplotipos presentes en el D-Loop de
las ovejas Churras espafolas analizadas se realiz6 mediante la alineacién
multiple de las secuencias en el programa ChromasPro v.1.34, luego de la
identificacion de los diferentes haplotipos dentro de las ovejas Churras
espafnolas, se realiz6é la comparacién con los haplotipos previamente descritos
en ovejas y depositados en la base de datos del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El polimorfismo en la regibn se analizd
comparando las diversas sustituciones nucleotidicas a lo largo de la secuencia
de los diferentes haplotipos.

Con la finalidad de estudiar el origen y las relaciones genéticas de la
oveja Churra espafola se compararon los haplotipos encontrados en las 33
muestras analizadas con los haplotipos correspondientes al fragmento de 350
pb (dentro del D-Loop previamente reportados) en ovejas domésticas de

diferentes origenes, disponibles en la base de datos del GenBank.



2.5. SECUENCIAS

Los numeros de acceso en el GeneBank (indicados entre paréntesis) de las

secuencias que se emplearon para el analisis son:

Haplogrupo B: Merinolandschaf: ALO1 (AF010406), AL02 (AF039577);
Kivircik: TUO1 (AY091495); Daglic: TU02 (AY091496); Akkaraman: TUO3
(AY091497); Edilbey: KA01 (AY091499); Rasa Aragonesa: ES (L29055);
Awassi: Sl (AF089809); ovejas Neocelandesas, razas Merino, Romney,
Perendale y Coopworth: NZ01 (Z35239), NZ02 (Z35259), NZ03 (Z35235),
NZ04 (Z35232), NZ05 (Z35236), NZ06 (Z35267), NZ07 (Z35241), NZ08
(£35234), NZ09 (Z35257), NZ10 (Z35233), NZ12 (£35238), NZ13 (Z35249),
NZ14 (235237), NZ15 (Z35248), NZ16 (Z35263), NZ17 (Z35266), NZ19
(Z35262), NZ20 (235231), NZ21 (Z35228), NZ22 (Z35229), NZ23 (Z35268),

NZ24 (Z35265).

Churras Algravia: ALG 01 (DQ491580); ALG 02 (DQ491589); ALG 03
(DQ491591) ALG 04 (DQ491592) ALG 05 (DQ491605) ALG 06 (DQ491606)
ALG 07 (DQ491639) ALG 08 (DQ491643) ALG 09 (DQ491646) ALG 10
(DQ491649) ALG 11 (DQ491652) ALG 12 (DQ491654) ALG 13 (DQ491656)
ALG 14 (DQ491658) ALG 15 (DQ491664) ALG 16 (DQ491678) ALG 17
(DQ491687) ALG 18 (DQ491699) ALG 19 (DQ491706) ALG 20 (DQ491708)
ALG 21 (DQ491712) ALG 31 (DQ491730).

Churras Badana: BAD 01 (DQ491578) BAD 02 (DQ491587) BAD 03
(DQ491590) BAD 04 (DQ491593) BAD 05 (DQ491600) BAD 06 (DQ491613)
BAD 07 (DQ491625) BAD 08 (DQ491626) BAD 09 (DQ491629) BAD 10
(DQ491647) BAD 11 (DQ491653) BAD 12 (DQ491660) BAD 14 (DQ491663)

BAD 15 (DQ491671) 21 BAD 16 (DQ491683) BAD 17 (DQ491684) BAD 18



(DQ491685) BAD 19 (DQ491688) BAD 20 (DQ491690) BAD 21 (DQ491692)
BAD 22 (DQ491704).

Churras Campanica: CAM 01 (DQ491595) CAM 02 (DQ491602) CAM 03
(DQ491611) CAM 04 (DQ491612) CAM 05 (DQ491618) CAM 06 (DQ491619)
CAM 07 (DQ491621) CAM 08 (DQ491655) CAM 09 (DQ491657) CAM 10
(DQ491659) CAM 11 (DQ491662) CAM 12 (DQ491667) CAM 13 (DQ491668)
CAM 14 (DQ491680) CAM 15 (DQ491681) CAM 16 (DQ491695) CAM 17
(DQ491698) CAM 18 (DQ491709).

Churras Merono Preto: MER 01 (DQ491585) MER 02 (DQ491586) MER 04
(DQ491607) MER 05 (DQ491641) MER 06 (DQ491665) MER 07 (DQ491675)
MER 08 (DQ491686) MER 09 (DQ491689).

Churras Mondegueira: MON 01 (DQ491582) MON 02 (DQ491594) MON 03
(DQ491601) MON 04 (DQ491603) MON 05 (DQ491616) MON 06 (DQ491633)
MON 07 (DQ491635) MON 08 (DQ491642) MON 09 (DQ491651) MON 10
(DQ491682) MON 11 (DQ491700) MON 12 (DQ491702).

Churras Terra Quente: QUE 01 (DQ491581) QUE 02 (DQ491583) QUE 03
(DQ491584) QUE 04 (DQ491588) QUE 06 (DQ491609) QUE 07 (DQ491614)
QUE 08 (DQ491620) QUE 09 (DQ491624) QUE 10 (DQ491631) QUE 11
(DQ491636) QUE 12 (DQ491638) QUE 13 (DQ491640) QUE 14 (DQ491645)
QUE 15 (DQ491650) QUE 16 (DQ491666) QUE 17 (DQ491672) QUE 18
(DQ491673) QUE 19 (DQ491674) QUE 21 (DQ491701) QUE 22 (DQ491705)
QUE 23 (DQ491707).

Churras Saloia: SAL 01 (DQ491576) SAL 02 (DQ491577) SAL 03
(DQ491579) SAL 04 (DQ491597) SAL 06 (DQ491604) SAL 07 (DQ491608)

SAL 08 (DQ491610) SAL 09 (DQ491615) SAL 10 (DQ491617) SAL 11



(DQ491622) SAL 12 (DQ491623) SAL 13 (DQ491627) SAL 14 (DQ491628)
SAL 15 (DQ491630) SAL 16 (DQ491632) SAL 17 (DQ491634) SAL 18
(DQ491637) SAL 19 (DQ491644) SAL 20 (DQ491648) SAL 21 (DQ491669)
SAL 22 (DQ491670) SAL 24 (DQ491677) SAL 25 (DQ491679) SAL 26
(DQ491691) SAL 27 (DQ491693) SAL 28 (DQ491694) SAL 29 (DQ491697)
SAL 30 (DQ4917083).

Ovejas criollas mexicanas provenientes de Hidalgo, Veracruz, Chiapas,
Morelos y Puebla: HPO1 (AY582800); HP03 (AY582802); HP04 (AY582803);
HP06 (AY582805); HP07 (AY582806); HP08 (AY582807); HP10 (AY582809);
HP11 (AY582810); HP12 (AY582811); HP13 (AY582812); HP14 (AY582813);
HP15 (AY582814); HP16 (AY582815); HP17 (AY582816); HP18 (AY582817);

HP19 (AY582818); HP20 (AY582819); HP21 (AY582820).

2.6. ANALISIS

Para analizar las relaciones filogenéticas se realiz6 la alineacion multiple en
el programa Clone Manager de los haplotipos identificados en ovejas Churras
espafnolas y las secuencias antes mencionadas. El analisis de las secuencias
para determinar la estructura y variabilidad genética se realiz6 con el programa
MEGA v3.1.%°. Las distancias genéticas entre las diferentes secuencias se
calcularon por el modelo de 2 parametros de Kimura®’. Con los valores de
distancias genéticas se construyeron dendrogramas por el método de
Neighbour-Joining (NJ). Se construy6 una grafica a partir del conteo manual de

los sitios polimorfitos observados en la alineacion del D-Loop.

Existen varios métodos para estimar la variabilidad genética de las
secuencias de DNA, en este trabajo utilizamos las medidas mas comunes son:

diversidad haplotipica la cual define como la probabilidad de que dos haplotipos



tomados al azar de una poblacién sean diferentes y la diversidad nucleotidica
esta medida es equivalente a la diversidad haplotipica, pero a nivel

nucleétido®.



3. RESULTADOS

3.1. PURIFICACION DE ADN TOTAL.

Se obtuvo el ADN total a partir de las 40 muestras de sangre de ovinos de
raza Churra. A partir de 500ul de sangre, se obtuvieron 100 pl con una

concentracion de ADN de 20ng/ul (Figura 3.1).
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FIGURA 3.1. Evaluacién de la integridad del ADN total purificado de sangre.
Se muestra un gel de agarosa al 1%, conteniendo en los carriles 1 y 12 el
marcador de peso molecular ADN ABstEIl. En los carriles intermedios (2 al 11)
se observa una banda unica, la cual representa la integridades del ADN total de
oveja Churra espafnola.

3.2. SECUENCIACION DEL D-LOOP.

3.2.1. Amplificacién y purificacion del D-Loop.

En la evaluacion de la amplificacion del D-Loop, a partir de PCR punto final,
mediante electroforesis, en un gel de agarosa al 1%, se observd un fragmento
de 1180 pb (Figura 3.2.1). El fragmento amplificado (D-Loop) se purifico a partir

del producto de PCR mediante columnas de sephadex G-50.
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Figura 3.2.1. Amplificacién del D-Loop ovino. Los carriles 1 y 12 muestran el
marcador de peso molecular ADN ABstEIll. Los carriles intermedios (2 al 11)
muestran los fragmentos amplificados de 1180 pb del D-Loop de ovejas
Churras espanolas.

3.2.2. Secuenciacion del fragmento de 350 pb.

Con los fragmentos purificados (D-Loop) se obtuvieron las secuencias en
ambas direcciones de cada muestra del fragmento polimérfico de 350 pb. Con
los electroferogramas generados se obtuvo la secuencia consenso de dicho
fragmento, ubicado en la posicién 208 a la 557 dentro del D-Loop. (Figura
3.2.2.). Las secuencias obtenidas se muestran en el anexo 7, encontrdndose
33 haplotipos diferentes. Se identificaron 31 haplotipos no reportados en el

GeneBank.
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Figura 3.2.2. Secuenciacién del fragmento de 350 pb. Mapa donde se muestran
las posiciones en el D-Loop y el ADNmt, en las cuales se localiza el fragmento
secuenciado de 350 pb de ovejas churras espafolas.

3.3. Numero y distribucién de sitios polimorficos en el D-Loop de la

oveja domeéstica.

En la alineacion de 30 haplotipos del D-Loop completo de ovejas
comerciales de origen europeo con haplogrupo B, 18 haplotipos de oveja criolla
mexicana, 130 haplotipos de 7 razas Churras portuguesas, se observaron 244
sitios polimérficos. El grado de polimorfismo observado fue de 20.67%
(244/1180). (Anexo 8). En la figura 3.3.1. se observa la cantidad de sitios

polimérficos localizados en cada cincuenta pares de bases dentro del D-Loop.
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Figura 3.3.1. Histograma de sitios polimoérficos. Se muestra el nimero de sitios
polimérficos en intervalos de 50 pb dentro del D-Loop del ADNmt. Se aprecia
que el niumero de sitios polimérficos es mas abundante en las posiciones 208 a
la 557, se observa que la regién de 350 bp, es un sitio altamente polimérfico.

3.4. Evaluacién del segmento mas polimérfico del D-Loop.

Se construy6é un dendrograma por el método de neighbor-joining con el D-
Loop completo (1180 pb), a partir de 30 haplotipos de ovejas de origen
europeo, 35 haplotipos de 7 razas Churras portuguesas y 18 haplotipos de

ovejas criollas mexicanas (figura 3.4.1.a)

En la alineacion del fragmento polimérfico de 350 pb de los mismos 178
haplotipos utilizados en la alineacién del D-Loop completo, se observaron 133
sitios polimérficos a lo largo de la secuencia del fragmento localizado en la
posicion 208 a la 557 del D-Loop. El porcentaje de polimorfismo observado fue

de 38.00% (133/350), (Anexo 9).
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Figura 3.4.1. Dendrograma a. En esta figura se observa el arbol a, que
representa las agrupaciones de las secuencias del D-Loop completas de ovejas
domeésticas utilizadas en este trabajo. En el anexo 11, se observan los valores
en porcentaje de cada nodo, éstos corresponden a las veces que se repite la

topologia de cada rama en 1000 replicas.
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Figura 3.4.2. Dendrograma b. En esta figura se observa el arbol b, que
representa las agrupaciones de las secuencias de los fragmentos de 350 pb de
las mismas secuencias utilizadas para construir el arbol a. En el anexo 12, se
observan los valores en porcentaje de cada nodo, éstos corresponden a las
veces que se repite la topologia de cada rama en 1000 replicas.

Se construyé un dendrograma por el método de neighbor-joining, a partir de
la secuencia de 350 pb del segmento ubicado en las posiciones 208 a la 557

dentro del D-Loop de ovejas domeéstica, se utilizaron los mismos haplotipos que



en el arbol a (figura 3.4.1.b). Se puede observar que la topologia de los dos

dendrogramas es muy similar.

Al recortar el D-Loop de 1180 a 350 pb en una muestra de 208 secuencias

se redujo a 178 haplotipos distintos.
3.5. Andlisis filogenético de ovejas Churras espafolas.

Se obtuvo la secuencia de 34 animales. El analisis de alineamiento
evidencié 33 haplotipos diferentes entre ellas. En el cuadro 3.5.1. se puede
observar los sitios polimérficos de los 33 haplotipos de las secuencias de
ovejas Churras espanolas alineadas en relacién a la secuencia de una oveja

kivircik (TUO1) (numero de acceso GeneBank AY091495).

Se observaron 61 sitios variables en la alineacién del fragmento de 350 pb.

El nivel de polimorfismo observado fue de 17.42% (61/350)

Cuando se alinearon los 33 haplotipos de ovejas Churras esparnolas, 30
haplotipos de ovejas comerciales de origen europeo con haplogrupo B, 18
haplotipos de oveja criolla mexicana y 130 haplotipos de 7 razas Churras
portuguesas, se observaron 140 sitios polimérficos a lo largo de la secuencia
del fragmento polimérfico localizado en la posicion 208 a la 557 del D-Loop, El

porcentaje de polimorfismo observado fue de 40% (140/350), (Anexo 10).

Los tipos, y posiciones de las mutaciones localizadas en los sitios
polimorficos se muestran el cuadro 3.5.1. La sustitucidon mas frecuente fue la
transicion de T por C con el 42% de las mutaciones, seguida por la A por G con

26%. Solo se observd una transversion de T por G.



Cuadro 3.5.1. Sitios polimérficos de ovejas de raza Churra espafnola. Se
muestra el alineamiento de las posiciones nucleotidicas variables del fragmento
de 350 pb del D-Loop mitocondrial, de ovejas de raza Churra espanolas, con
relacion a la secuencia de oveja Kivircik (TUO1).

HP Muestra Sitios Polimérficos

1 1111111111 1222222222 2222222333 3333333333 3

1112335 5677778990 0134556667 7001123344 5567888001 1111233344 5

5684568570 6605799011 3111464566 8466791509 1320159680 4567925613 1

TUO1 TUO1 GATGTATTTC ATGTATGTAT CAACCCGTAT TAATCCCCTA TTTAATCTTC TGTTTAATAC T
01 [ L...GCLL.. L T Cooiiiiiir oo C.... ...... GC.. .
02 02 GooaL ...C.C.... T..... A... ..C.o.... i e G..T .
03 03 ... P A ..C..GG... C
04 04 ...l oo C.... T......... D c. ....C.6G... ¢C
05 05,32 ..... G.... ..... C.... T..T...... ...Collll O G... C
06 06 ...l L. c.cC.. T...... C.. ...C....C. ... .. ..., G... C
07 07 ... .C...C.... T......... W Clli i T ...... G..T C
08 09 A0 ... C.... ...T..... C s i e e G... C
09 10 ... .C...C.... T......... ...Collll ..C.G..C.. ..... G.... C
10 13 L. c.. ..... C.... T.G....... ..GC...... Coliia il G... C
11 14 P L GC.. C
12 5 ... C. ..... C.C.. Tttt ittt e e G.G. C
13 16 FE c... T....... G G....... J O B G... C
14 17 . T ..... C... | Coliia il G... C
15 8 c.C. T..T Cc G...... C. ...G...... ...... G... C
16 19 LLaLaaa oo c... | Y (o]
17 2 C. .C...C.... T..T.. ... ittt tiiiiiiene i T C
18 22 ... C... L..A..C.... T.GT...C.. ...ttt ittt tennnn G... C
19 23 ..., G.... .C...Cc.... T..T...C .G..... Cc G..... C..... G... C
20 24 ... c... ..A..C...C T.GT...C T € .A.C..G c
21 25 L. .C...C.... T...T..... ..., J O B G... C
22 26 P CAC.. ..... T.... ...C..T... ....... C.. ...... G... C
23 27 F P CA... TG.T...... .G..T Coiviiinn ool G... C
24 29 L. G....C..G. T..T...... .......... G.T... ...... G... C
25 30 LLLoaaa e C.C.. T..T...C.. ..ttt ittt eevnnn G... C
26 1 c.c.. T..T...C.. ....... T.. . .A .G... C
27 33 ... G.... ..... caA... T..T...C.. .......... G..... ...... G... C
28 34 ....Clll GC...C.C.. T.G....... ...Colll G i e c
29 35 ..., G.... ..... C.... T......... L.CT Ll e e G... C
30 36 ..... G.... ..... C.... T......... ...CT..... O G... C
31 37 oo o C.... T..T...... W Clllal Ll c. ...... G... C
32 38 ..., G.... ..... C..G. T..iiiiiit ittt i C..... G... C
33 39 Lol e C.... T..T...... F R c. ....C.G... ¢C

HP= haplotipos de oveja Churra espanola.



Cuadro 3.5.2. Mutaciones puntuales. Se observan las mutaciones en el
fragmento de 350 pb de ovejas Churras espanolas estudiadas con Kivircick. En
este cuadro se puede apreciar los tipos, posiciones y porcentaje de cambios
nucleotidicos.

Tipo de Sustitucién Posicién # de haplotipos #de Cambios Porcentaje
cambio nucleotidica (pb) que cambiaron sitios totales
15
28
35

N
G
N O N S

—_—
~J
o]

[ Nl

T por C 216

26 131 42.62

314
316
317
329
336
351
50
103
141
154
TRANSICION 156
Cpor T 217
229
231
235
289
310
343

W
[«
oo
NN = = N W) = = = N = W

(98]

12 65 19.67

16
56
71

111
131

Apor G 166 16 66 26.22

Gpor A 5

el
et
e LS T I I e L I I U e L L W—‘#_‘_‘N—‘_"_‘Eg’_‘

TRANSVERSION T por G 8 1 1 1.63
TOTAL 61 273 100




En el cuadro 3.5.2. se observa que el mayor nimero de cambios en el D-
Loop son transiciones. Igualmente se puede apreciar que los cambios entre
pirimidinas (T por C, C por T) son mas comunes 62.29% que los cambios entre

purinas (A por G, G por A) el cual fue de 36.05%.

En el cuadro 3.5.3., se pude apreciar el porcentaje de divergencia
nucleotidica y numero absoluto de diferencias de nucledtidos entre los
haplotipos. EI nUmero menor de cambios fue de 1 entre los haplotipos 31 y el
33 y entre el 4 y el 33. El mayor nimero de cambios fue de 17 entre el
haplotipo 20 y el 22. Esto da una distancia minima de 0.002 y una maxima de

0.051, con un promedio de 0.024 y un error estandar de +0.004.



Cuadro 3.5.3.
nucleétidos (diagonal

Distancias genéticas. Numero absoluto de diferencias de
inferior) y Porcentaje de divergencia nucleotidica

(diagonal superior) y por alineamiento comparativo entre los haplotipos
identificados del segmento de 350 pb en oveja Churras espanolas (Kimura 2

parametros).
HP 1 20 3| 4 5] 6] 7| 8 9 10| 11| 12| 13[ 14| 15 16| 17| 18] 19] A A 22| 23| M| 25| 26 7| 28] 29 30| M| 32| 33
1 0].032] .029] 029] .026] .032| .032| 020].041) .035| 017] 029) 035|023 | 032|.023] 026]| .029].038| .041| 032| 038] 035 .029] 023|029 029| 044] 029 032] 023| 029| 026
2| 1| 0].032].020] 023)023| (17| 029| 032] 026 026] 026 032| 026| 035).026| .026) 032| 041) 044 029) 035] .038) 032] 026| 032| 032) 035] 020) 023| 020| 026 023
3 10 1 0] .023| 020) 026 | 020) 020| 023| 029] 017) 023| 029 017 | 026| 017].017| 023| 026| 029| 020) 038] 029( 023| 017] 023| 023| 032| 023] 026/ 017| 023| 020
4] 10 7| 8] 0[.014|014[.014)020|.023| 017] .017) 017( 023 017 | .026| 017].023| 023] 032| .035| 020| 026] 029| 023]| 017| 023| 023) 026] 011] 014] 005| 17| 002
5 9| 8] 7l 5] 0|07 .017|.017].020| .020] 014] 020] 020| 014|023 | 014 020| 020| 017 | 032| 017| 029] 026] 014] 014| 020) 008) 029) 008) 005 008 .014| 011
6 1| 4] 9 5 6] 0]017]023|026]020] 020 014) 026| 20| 011).020{ 026) 020] 023) 032| 023 023| 032 026| 008) 014| 020) 023| 014) 017| 014| 020| 017]
7| M| 6 7| 5 6] 6| 0]023] 020|020 020|020 026 620|029 020(014) 026]029| 038| 017) 029( 032 026| 020| 026| 026| 023| 014) 017| 014| 020| 017|
8 7l 10 7] 7 6] 8] 8 0]|032]026] 014) 020] 026| 014|023 )| 014] 020| 020| 029| 032| (23| 029] 026| 020 014| 020| 020) 035] 020| 023]| (14| 020] 017 |
9 141 8l 8 71 9 711 1n 0 029] 029] 029] (29| 029| 038 |.023]| .023]| 035 032 | 047 [ 020| 032| 041] .029] 029] 035| 029] 026] 023] .020) .023| 029] (26
100 121 9] 10) e 7| 7] 7] 9 10 0].023].023] 023] 017].032] 023] 029].023]| 032 029] 026| 032 029] 029] 023 029| (29| 026| 017] .020] 017 023| 020
" 6] 9 6l 6] 5] 7| 7 5 10] 8| 0].047).023[ 011 .020].011].017| .017].026] 029] 020] 032] 017] 017] 041 07| 017] 026] 017 020] 011] 07| 014
121 100 9 6 7] 5 7| 7] 10 8] 6] 0023 017[020]017).017].023]|032] 035| 020| 026] 029( 023] (11| 017 | 023| 026] 017| 020]| (17| 017 | 020
13) 120 M) 10) 8 7| 9 9 9 10 8] 8| 8 0]023].032)017].029].029) 026 035] (14| 038| 029] (7] 023| 029| 023| 038 023] 020) 023| 023| 026
14 8 9 6] 6 5| 7| 7| 5 10) 6] 4] 6] 8] 0[020].011].047].017].026|.029]| 020] 032|023 017 011 017) 017| 032) 017] 020| 011) 017 | 14
15 11| 12 9] S| 8| 4| 110 8 131 11 N 71 7| 0].020(026] 020) 023| 032| 029| 035] 032| 026) 008| 014 | 020) 035] 026| 029] 020| 026| 023
16 8] 9 6] 6] 5] 7| 7 5 8] 8| 4] 6] 6 4 7| 0].011|.07].026].029 014| 032] 023| 011] 041 07| 017] 026] .017] 020] 041] 17| 014
7] 100 9 6 8 7] 9] 5 7| 8 10| 6/ 6 10/ 6| 9 4| 0[023]026] 035 020]038) 029] (23] 017| 023] 023| (26| 023 026) 017| 023| 020
18] 100 1] &) @8 7| 7| 9 7| 12 8] 6| 8 100 6] 7| 6| 8] 0]026 011] 026|038 .029] 023] 011| (17| 017) 032 023] 026| 017 023| 020
19] 13] 14 9] 11| 6 8| 10{ 10 11| 11] 9 11| 9| 9| 8] 9] 9| 9| 0]032) 023|047 032( 026 020( 026 (14| 041) 026{ 023 026| 020) (29|
2] 14| 15 10 12) 11] 1] 13] 11| 16| 10] 10) 12| 12] 10 11| 10 12] 4] 11 0] 038] 051) 035] 035| 023) 023| 029| 044) 035] 038/ 029| 035| 032
Al 1l 10 7 [ 6 8 7l 9 7 5 7] 10) 5] 7] 9| 8| 13| 0[035].032] 014] 020] 026| 020| 029] 020) 017) 020) 020) 023 |
2| 13| 12| 13] 9] 10] 8) 10| 10 1| 1| M| 9] 13| 1| 12| 1] 13| 13| 16 17| 12| 0].038].038) 026|032 032 035 026|029 026 .032| 029
23 12 13 10f 10 9] 11| M| 9] 4] 10| e 100 10 8] 11 8] 10) 10 11| 12] 11| 13] 0] .029] 023] 029] 023| 038] 023] 032| 023| (29| 026
2 100 1) 8 & 5] 9 9 7] 100 10 e 8 6 6] 9 4] 8 8| 9 12| 5 13| 10| 0] .047] 023 017| 032{ 023] 020| 0147 | (17] 0620
5 8 9 6] 6 5 3| 7| 5 10 8] 4] 4] 8 4| 3| 4] 6] 4] 7| 8 {7 9 8] 6| 0]005 011026 017| 020| 011) 017| 014
| 26| 10) 11 8 7| 5| 9 7] 12 10 6] 6] 10 6] 5 6] 8] 6] 9 8 9 11 10| 8| 2| 0).017).032| 023]| 026|017 023| 020
20 100 11 8| @8 3 7 9 /[ 100 10 ef 8 8 6 7 6] 8] 6| 5 10 7 1 8] e 4] 6] 0[038] 0704|017 7] 020
| 28] 15] 12] 1] 9| 10| 8] 8 12| 9] 9] 9| 9] 13 1] 12| 9] 9] 1] 14| 15 10| 12) 13] 1] 9] 11| 13| 0] 026] 029] 0%6| 032| 029|
290 100 7| 8| 4 3| 5 5 7] 8] 6 6 6 8 6] 9 6 8 8 9 12 7 9 8 8 6 8 6/ 9 000801101014
30 1M 8 9 5 2| 6 6 8 7 # 7 ¥ 7 710 7 9 9 8 13 6/ 100 11 7| 7[ 9] 5[ 10{ 3| 0014 M4 017
31 8] 7] 6] 2| 3| 5 b5 5 8] 6] 4 6 8 A 7 4 6 6] 9 w0 7| 9 8] 6] 4 6 6 9 4 5| 0,017 002
320 10 9] 8| e 5] 7 7 7| 10 8] e 6 8 6| 9 o 8] 8| 7{ 12 7 1] 10 6| 6 8] 6/ 11{ 4] 5 6 0020
3 of 8 71 1 4] 6] 6 6 9 7 5 7 9 5 8] 5 7 7wl 11 8 10f 9 7l 5 7 710 5 e 1 7 0

HP = Numero de haplotipo de las ovejas de raza Churra espafola.




SO | AR ©
afa | [T N
il L
w2 &
0.005 Qy’%g&?g;\ Ot
RPN
< NELSe oot
SRR WO e
\(\\)?‘ ¥\ Aa\
7
BP‘0005
06
MER oHURRACHURRMS
BADOB
CAMOS5
| CHURRA30
HB3y CHURRA31
QUEOS
N224SAL06
O &
% O00
/’\‘*7002/0924 Nz
3
6‘4( o /Ve?x?
2 oo)
=) ’LQS« \A’.g &2
A\ GG 6
2L AN %o
SERARE A 1%
29\‘%9\ Q % D@ % ’9/9
S5
S % 2z, %,
Z o B9 (49
S © © 3 &)
g3
7

Figura 3.5.1. Analisis filogenético de ovejas churras espanolas. Se muestra un
dendrograma en el cual se alinearon secuencias de ovejas Churras espafolas,
ovejas criollas mexicanas, ovejas churras portuguesas y ovejas neozelandesas.
Se observa la notable agrupacion de las ovejas criollas mexicanas, las otras
ovejas se localizan de manera dispersa. En el anexo 13, se observan los
valores en porcentaje de cada nodo, éstos corresponden a las veces que se
repite la topologia de cada rama en 1000 replicas.

Se construyé un dendrograma por el método de Neighbor-Joining, a partir de
33 haplotipos de oveja Churras espanolas, 18 haplotipos de oveja criolla
mexicana, 30 haplotipos de ovejas de origen europeo y 35 haplotipos de 7
razas churras portuguesas ver la figura 3.5.1. Se observa la notable agrupacién
de las ovejas criollas mexicanas, las otras ovejas Churras espafnolas y
portuguesas se localizan de manera entremezclada con las neozelandesas. Se
aprecia que los haplotipos de las ovejas Churras espafnolas se encuentran

dispersas en todo el dendrograma. Los haplotipos de las ovejas criollas

mexicanas se agrupan preferentemente en un extremo del dendrograma.



4. DISCUSION

El numero de sitios polimoérficos a lo largo de la secuencia de 1180 pb
correspondiente al D-Loop completo de Ovis aries®?°, permitieron identificar un
segmento de 350 pb localizado en las posiciones 208 a la 557, que representa
el 29.66% de todo el D-Loop y que contiene el 54.5% de todos los sitios

polimérficos.

Se encontr6 que los 155 haplotipos de 1180 pb bajados del GeneBank al
ser recortados para evaluar el fragmento de 350 pb el nimero de haplotipos se

redujo a 130.

Con la intencién de evaluar el segmento polimérfico de 350 pb para
reconstruir filogenias se generaron dos dendrogramas, con los mismos
haplotipos, uno con todo el D-Loop (1180 pb) y otro empleando el fragmento
polimérfico de 350 pb. Se encontré que los dos dendrogramas presentaron una

topologia muy semejante.

Estos hallazgos dan la oportunidad de utilizar un segmento més corto que el
D-Loop completo en andlisis filogenéticos, lo que simplificaria en tiempo y

costos estos estudios en ovejas.

En el andlisis de las 34 secuencias del D-Loop obtenidas de las ovejas de
raza Churra, se identificaron 33 haplotipos, teniendo al haplotipo 5 en dos

individuos por lo tanto se obtuvo un 97.05% de haplotipos unicos.

El analisis filogenético del fragmento polimérfico de 350 pb entre los 33
haplotipos encontrados en ovejas Churras y los haplotipos previamente
descritos en ovejas de razas comerciales del haplogrupo europeo y

depositados en la base de datos del GeneBank, haplotipos de razas Churras



portuguesas y haplotipos de ovejas criollas mexicanas permitié identificar 140

haplotipos totales.

Se observé que las ovejas de raza Churra espafnolas no tienden a
agruparse como lo hacen las ovejas criollas mexicanas, mas bien se
distribuyen de manera dispersa, a lo largo del dendrograma. Esto nos sugiere

que las ovejas Churras espafolas tienen diversos origenes.

Se ha propuesto que las ovejas criollas mexicanas se originaron de las
ovejas Churras espafiolas®’. Con los datos obtenidos en este trabajo, esta
hipotesis es poco probable debido a que los haplotipos encontrados en las
ovejas Churras espafnolas no se agrupan junto con los de las ovejas criollas
mexicanas, la confianza estadistica de cada nodo fue estimada sobre 1000

réplicas.

En un estudio, analizando la variabilidad genética en ovejas de razas
espafiolas Churra, Lacha, Castellana, Rasa-Aragonesa y Merino®. Las ovejas
Lachas fueron las Unicas agrupadas juntas en un cluster y las ovejas Churra,
Castellana, Rasa Aragonesa y Merino se encontraron fuera de ese grupo, lo
cual es indicativo de una mayor uniformidad dentro de la raza Lacha que puede
ser resultado del fondo historico particular de los fundadores, indicando un
mayor aislamiento que otras ovejas espafolas durante el proceso evolutivo.
Por lo contrario, la oveja Churra mostré un nivel mas bajo de agrupamiento con
varios animales esparcidos entre las otras razas espanolas, sugiriendo un flujo
de genes mas grande entre Churras y otras ovejas espafolas. En este trabajo
se encontraron resultados similares, puesto que las ovejas de raza Churra

espafola, no muestran un patron de agupamiento.



5. CONCLUSIONES

» Se identificé un fragmento polimérfico de 350 pb dentro del D-Loop, el cual
puede servir como una herramienta muy importante en el estudio de ovejas

domésticas.

» Se identificaron 33 haplotipos en la secuencia del fragmento de 350 pb
localizado en la posicion 208 a la 557 dentro del D-Loop del ADNmt de ovejas

de raza Churra espafiola.

» Se evidenci6 un grado de diversidad genética considerablemente alto
(97.05%) lo cual sugiere una contribucion de diferentes poblaciones en la

formacion de la oveja de raza Churra.

» 31 haplotipos encontrados en ovejas Churras espanolas no habian sido

descritos previamente.

» Los datos obtenidos muestran que la oveja churra espanola puede ser
considerada como un importante reservorio de biodiversidad, en el cual deberia
evaluarse el potencial productivo para que eventualmente pueda ser empleado
como fuente de nuevos alelos que podrian enriquecer a las poblaciones

comerciales.

» Aparentemente las poblaciones de las ovejas criollas mexicanas no derivan
de las ovejas Churras espafolas. Sin embargo se necesita recabar mas
informacién, ampliando el numero de individuos analizados y utilizando otras

herramientas de analisis filogenético, por ejemplo microsatélites.
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7.- ANEXOS

Anexo 1: Purificacion de ADN total a partir de sangre periférica

Emplear 1 ml de sangre y hacer 2 a 3 lavados con un volumen de agua
desionizada estéril fria. Para cada lavado, centrifugar a 14,000 rpm
(revoluciones por minuto) por 10 min.

Resuspender perfectamente el botdn celular con 500 ul de la solucién de lisis,
anadir RNAsa a una concentracion final de 10ug/ml e incubar por 1 hora a
37°C. Al término de esta incubacién adicionar proteinasa K a una concentracion
de 50ug/ml e incubar a 55°C por un minimo de 2 horas.

Agregar cloruro de sodio a una concentracién final de 2M y centrifugar 10 min.
a 12,000 rpm. Recuperar cuidadosamente el sobrenadante en un tubo
eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente, precipitar el ADN con un volumen de
isopropanol frio al 100%. La pastilla se recupera por centrifugacién durante 10
min. a 12,000 rpm.

Realizar 2 lavados a la pastila de ADN con 500ul de etanol frio al 70%
utilizando las mismas condiciones de centrifugacion. La pastilla recuperada se
seca en TermoBlock a 55°C durante 25 minutos aproximadamente.

Finalmente la pastilla de ADN se resuspende en 200u1 en H20dd estéril, se
cuantifica y diluye a una concentracién de 20 6 50ng/ul en tubos eppendorf de
0.5 ml. Almacenar en congelacién hasta su utilizacion.

Soluciones necesarias:
Solucion de lisis: Tris-HCL pH 8.0, 400mM NaCl, 20mnM EDTA, 0.5% SDS.
Rnasa: (20mg/ml)

Proteinasa K: (50mg/ml).



Anexo 2: Preparacién de geles de agarosa

Agarosa al 1 %: colocar 1g de agarosa en 100 ml de TBE 1X, calentar en baro
Maria hasta que la agarosa se disuelva totalmente. Adicionar la agarosa ya
disuelta y aun caliente en un carrito para camara de electroforesis con el peine
ya incorporado, dejando polimerizar el gel.

Agarosa al 0.8 %: colocar 0.8 g de agarosa en 100 ml de TBE 1X (6 TAE 1X) y
seguir el mismo procedimiento indicado.

Agarosa al 3.0 %: colocar 3.0 g de agarosa en 100 ml de TBE 1X y seguir el
mismo procedimiento indicado.

Agarosa con bromuro de etidio: realizar el procedimiento descrito para la
preparacion de la agarosa a la concentracién deseada y afnadir 5 ul de bromuro
de etidio (10 mg/ml) por cada 100 ml de agarosa y mezclar agitando
suavemente. Almacenar en recipiente protegido de la luz.

Luego de finalizada la electroforesis y corridas las muestras empleando buffer
de muestra 1X, tenir el gel en una solucion de bromuro de etidio a una
concentracion final de 0.5 pug/ml y visualizar por UV.

Soluciones necesarias:

TBE 5 X: 54 g de Tris base, 27.5 g de acido bérico, 20 ml de EDTA 0.5 molar
pH 8.0. Aforar a un volumen de 1000 ml con agua destilada estéril.

TAE 50X: 242 g de Tris base, 57.1 ml de acido acético glacial, 100 ml de EDTA
0.5 molar pH 8.0. Aforar a un volumen de 1000 ml con agua destilada estéril.

Bromuro de Etidio 0.5 pg/ml: disolver 25 ul de bromuro de etidio a 10 mg/mi
(50 mg de bromuro de etidio en 5 ml de agua estéril) en 500 ml de agua estéril

Buffer de muestra 5X: EDTA 0.2 M, Ficoll 400 25%, azul de bromofenol 0.1 %.



Anexo 3: Cuantificacion de ADN

1.- Preparar la solucién estandar de calibracion, colocar 2 ml de esta solucion
en una cubeta de vidrio como blanco, ponerla dentro del fluorometro (Hoefer,
DyNA Quant 200) y presionar <ZERO>. Cuando la pantalla indique cero
remover la cubeta.

2.- Calibrar el fluorémetro diluyendo 2ul del ADN estandar (ADN A 100ng/ml) en
2 ml de la solucion estandar, presionar el boton de <CALIB>, indicar el valor de
calibracién (100 ng/ul) y presionar el boton <ENTER> para aceptar la
instruccién.

3.- Para la lectura de cada muestra problema, se utiliza el blanco para llevar a
cero el aparato. Emplear 2ul de la muestra por cada 2 ml de la solucidén
estandar, haciendo las repeticiones que sean necesarias para cada muestra.

Soluciones necesarias:

Buffer TNE 10X: 12.11 g de Tris (100 mM), 3.72 g de EDTA (10 mM), 116.89 g
de NaCl (2M). Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.4 con
HCL concentrado. Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Solucidén estandar: 10 pl de la solucién stock H 33258 (1mg/ml), 10 ml de TNE
10Xy 90 ml de agua destilada estéril. Alimacenar a 4°C en envase ambar.

Solucion Stock de Hoechst 33258: Adicionar 10 ml de agua destilada a 10
mg del colorante H 33258. Almacenar a 4°C protegido de la luz.



Anexo 4: Protocolo de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
amplificacion del D-Loop ovino

[stock] [final] 1RX
DNA 20 ng/ul 80 ng 4 ul
dNTPs 2 mM 0.2 mM 2l
Iniciadores 10 pM 0.5 pM 1 ul
BSA 3 mg/ml 0.15 mg/ml 1l
Triton 2% 0.1 % 1l
Buffer C 10 X 1 X 2 ul
Taq Polimerasa 5 U/l 25U 0.5 ul
H.0 dd 8.5 ul
Cbp * 20 pl

* cuanto basta para

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacién
inicial a 94°C/3’; 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C/30”, alineacion a
58°C/30” y extensién a 72°C/1’; y 1 ciclo de extension final a 72°C/3’. La
reaccion se realiz6 en 20 ul conteniendo: 100 ng de ADN molde, 0.5 pM de
ambos iniciadores (MIT3 y MIT4, 0.2 mM de dNTPs, 0.15 mg/ml de BSA, triton
0.1%, buffer C 1X (10 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 10 pg/ml de gelatina,
1.5 mM MgCl,) y 2.5 U de Tag DNA Polimerasa (Biogénica, México D.F.). La
evaluacion de los productos de PCR se realiz6 por electroforesis en geles de
agarosa al 1 % + TBE 1X (anexo 2) tefiidos con bromuro de etidio, utilizando
como marcador de peso molecular el ADN A/BstEll (100 ng/ul) y visualizados
con luz UV.



Anexo 5. Filtrado de secuencias en columnas de sephadex G50

1.- Armar una columna (Multi-Spin™ 50, Separation Columns. Axygen™
Scientific) por cada secuencia y adicionar 800 ul de sephadex G50 en cada
una, cuidando de no dejar burbujas de aire. Dejar sedimentar por espacio de 5
minutos.

2.- Retirar el tapdn inferior y centrifugar a 2,700 rpm durante 3 minutos.
Eliminar el agua del tubo colector y adicionar 50 ul de H,O dd sobre la
pendiente de la columna (“equilibrar columnas”) sin tocar el sephadex.
Centrifugar a 2,700 rpm durante 3 minutos y eliminar el agua del tubo colector.
Equilibrar dos o tres veces.

3.- Colocar la columna dentro de un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml
identificado y adicionar gota a gota el volumen total del la reaccion de
secuencia sobre la parte central de la pendiente, sin tocar el sephadex ni
escurrir por los lados.

4.- Centrifugar en la misma posicion a 2,700 rpm durante 3 minutos. El volumen
recuperado se coloca en un concentrador de DNA (Automatic SpeedVac
AS160) hasta secarse completamente (aproximadamente 45 minutos).

5.- Mantener la muestra congelada y protegida de la luz hasta su lectura en
secuenciador automatico (ABI PRISM, 310 Genetic Analyzer. PE Applied
Biosystems, Foster City USA)

Soluciones y Reactivos necesarios:

Shepadex G50: 2 g de shepadex G50. Pesar el sephadex y adicionar H-Odd
cbp 40 ml, mezclar y dejar hidratar durante 12 horas. Decantar el sobrenadante
y adicionar nuevamente H>.Odd cbp 40 ml (2 lavados). Almacenar el shepadex
hidratado y refrigerado.



Anexo 6: Reaccién de secuencia

1.- Preparar una reaccion para cada iniciador adicionando los siguientes
reactivos:

[stock] [final] 1Rx
Buffer de Rx 25X 05X 4.0 pl
DNA templado 20 ng/ul 50 ng 2.5 ul
Iniciador 2 pM/pl 6.4 pM 3.2 ul
H.0O dd - - 10.3 pl
cbp 20.0 ul

La reaccién de secuencia se trabajé por PCR bajo las siguientes condiciones
de amplificacion: 25 ciclos a 96°C/10 seg, 50°C/5 seg y 60°C/4 min, con un
ciclo final a 4°C.
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01
02
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04
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06
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14
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19
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123
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-
AAG
AA-
AA-
AA-
AA-
AA-

666
123
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

456
CGA
CGG
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CAA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA
CGA

666
456
CCT
CCT
CcccC
CCT
CCT
CCT
Cccc
CCT
Cccc
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
Cccc
CCT
CccC
CCT
Cccc
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
Cccc
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT

ANnexo 7: Secuencias de ovejas de raza Churra espanola.

789
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GGA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

666
789
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

111
012
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

777
012
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
ACA
GCA
ACA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA

111
345
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AAT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

777
345
TAT
TAC
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

111
678
ATT
ATT
ATT
ATT
GTT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
GTT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
GTT
ATT
GTT
GTT
ATT
GTT
ATT

777
678
AGG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

122
901
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

788
901
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC

222
234
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

888
234
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

222
567
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA

888
567
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

223
890
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
CAG
TAG
CAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

889
890
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AAC
AAT
AGT
AGC
AGC
AAT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

333
123
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

999
123
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
GTT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
GTT
ATT

333
456
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TCA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

999
456
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

333
789
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
CAT
TAT
TAT
TAT
TAT
CAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

999
789
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

444
012
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

111
000
012
ATA
ATA
ACA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ACA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA

444
345
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA

111
000
345
CAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
CAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
CAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

444
678
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

111
000
678
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

455
901
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ATA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

111
011
901
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTG
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

555
234
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

111
111
234
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

555
567
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AGT
AAT
AAT
AAT
AGT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

111
111
567
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

556
890
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT

111
112
890
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA



01
02

04
05
06
07
09
10
13
14
15
16
17
18
19
21
22
23
24
25
26
27
29
30
31
33
34
35
36
37
38
39

01
02
03
04
05
06
07
09
10
13
14
15
16
17
18
19
21
22
23
24
25
26
27
29
30
31
33
34
35
36
37
38
39

111
222
123
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

111
888
123
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

111
222
456
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

111
888
456
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

111
222
789
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

111
888
789
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

111
333
012
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AGT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AGT
AAT
AGT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AGT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

111
999
012
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

111
333
345
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT

111
999
345
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA

111
333
678
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

111
999
678
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

111
344
901
CCT
CccC
CCT
Cccc
CCT
CcccC
Cccc
CCT
Cccc
CcccC
CCT
Cccc
Cccc
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
Cccc
Cccc
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
Cccc
CcccC
CcccC
CCT
Cccc
CCT

122
900
901
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

111
444
234
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

222
000
234
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTG
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

111
444
567
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA

222
000
567
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AGT
AAT
AAT
AGT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AGT
AGT
AAT
AAT
AGT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

111
445
890
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

222
001
890
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT

111
555
123
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

222
111
123
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

111
555
456
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
TAC
CAT
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC

222
111
456
CCT
ccc
CCT
Cccc
Cccc
Cccc
Cccc
CCT
Cccc
Cccc
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
Cccc
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
Cccc
Cccc
Cccc
ccc
CCT
Cccc

111
555
789
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

222
111
789
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
TAT
CAT
CAT
CAT

111
666
012
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

222
222
012
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA
GCA

111
666
345
AGT
AAT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGC
AGC
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGC
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

222
222
345
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

111
666
678
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
GTT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

222
222
678
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

111
677
901
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

222
233
901
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAT
TAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
TAC
CAC
CAC
CAC
CAC

111
777
234
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

222
333
234
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

111
777
567
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ACA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA

222
333
567
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
TAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT
CAT

111
778
890
CAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

222
334
890
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGC
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT



01
02

04
05
06
07
09
10
13
14
15
16
17
18
19
21
22
23
24
25
26
27
29
30
31
33
34
35
36
37
38
39

01
02
03
04
05
06
07
09
10
13
14
15
16
17
18
19
21
22
23
24
25
26
27
29
30
31
33
34
35
36
37
38
39

222
444
123
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
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Anexo 8: Alineacion del D-Loop

Haplotipos presentes en el D-Loop de ADNmt de 30 ovejas neozelandesas con haplogupo B, 130 de ovejas de
7 razas Churras portuguesas , 18 de ovejas criollas mexicanas.
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#MEROS ......... T et ettt e (€3 oG cCeil
#MERO9 ......... Y e A e e [
#MONO1 .. ..vu... Gevuwo Bt e e [0 G .G..CAC..
#MONO2 . ..vvvn.. I [ et e e e
#MONO3 ...... [ Guevevnnnnn G e e e e e

#MONO4 ......... T ....C..... ottt e e e e e B



#MONOS5 .. .vvvnn... B
#MONO6 v vvvvvnn. T ettt et et et e
#MONO7 v vvvvn... T et ettt e e C.

#MONOS v v ee e ees eeeen Bt et e C.

FMONOOD vt ettt ie et e e e G tiieen
#MON1O ... T oo Tttt et it e C.

#MON11 ......... T e et et et et e
#MON12 ......... T ooeeeeeennn G e e
#QUEOL .......... [T A. [ CG.
#QUEO2 . ... T ettt et et e C.

#QUEO3 ......... T oot iieee e ¢ G
000
#QUEO6 v vvvvvn.. T oounn. At e e
#QUEO7 vovvvnn.. T ettt et et e e
#QUEOS ..... [ G evvienn
#QUEO9 ..... [N Gt ettt et e
#QUE1OQ ...... G..T vuvunn. C cCaiee [c
#QUELIL1l ......... T e ettt et ettt e e
FOQUEL2 v iviiiins vieeann Cuv eeieeann G.vu.. C.

0010 T C.

H#QUELSL v v iieiiin e [N C.

#QUELI5 ......... T et ettt ettt e e
#QUE16 C.vvvvnnn Tt et ee et e C.

#QUEL7 ..vvunn.. T e [ c..C.

#QUE1S8 ......... T e Gt et e C.

#QUE19 ......... T veennnn [
#QUE21 ......... T ovieeeeennn Covnnnn Coviennnnn
FQUEZ2 vttt ettt ettt et e e C.

001225 T
#SALO1l .......... Gevuwo B e e CG.
#SALO02 ... T v (O (€
#SATLO3 v it iiiee e Bt et e C.

#SAL04 ......... N [c
#SAL0O6 ... T oveeeeeennn (O
#SALOT7 ...... e vt et e G.evuuo ¢

#SALOS8 ......... Y
FSALOD vttt et e ettt e et e
FSALLIOD vttt ettt et ettt e et e
2SN
#SAL12 ..., T ettt ettt et e
#SALI3 ... T e e ettt e e T.

#SAL14 ... T oouen. A. Gttt et e
#SAL1S ......... T v Bt et e
#SAL16 ..., T veeennn [
#SALLT7 vevii... T eeeenn. Cov iiiiienn [c
#SALI8 ......... T et e ettt et ettt e e
#SAL19 ......... T ..... T ettt ettt e
#SAT20 ... T ovieeeeennn e e
#SAL21 ......... T ..... T e ettt e e
#SAL22 ...l T oounn. At e e
FSAL24 ittt e e e G.evuuo ¢

E2S7N 1572 T
#SAL26 ... Y
#SAL27 ... T e et ettt ettt e e
#SAL28 ......... T ettt ettt ettt e e
#SAL29 ..., Y
FSALZ0 v et ettt e e e [N ¢

#HPOL  ......... T e ettt et ettt e e
#HPO3  ......... T et ettt et ettt e
#HPO4  ......... Y
#HPO6 . ovvvnn.. Y
#HPO7 ... T oieeeeeennn B
#HPO8 ......... T oieeeeeennn Gavi e C.

#HP10 Guevewnnn T ettt et et e
#HP11  ......... T ettt et et e
#HP12 .......... s
#HP13 ..., s
#HP14  .......... Teennn [
#HP15 .......... D
0=
0=
#HP18  ......... Y
#HP19 ....... [
#HP20  ......... T et e ettt ettt e e
#HP21 ..., T e ettt et ettt e e C.
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#ALGO1
#ALGO2
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#ALGO5
#ALGO6
#ALGO7
#ALGOS
#ALGO9
#ALG10
#ALG11
#ALG12
#ALG13
#ALG14
#ALG15
#ALG16
#ALG17
#ALG18
#ALG19
#ALG20
#ALG21
#ALG31
#BADO1
#BADO02
#BADO03
#BADO04
#BADOS
#BADO6
#BADO7

#BADO09
#BAD10
#BAD11
#BAD12
#BAD14
#BAD15
#BAD16
#BAD17
#BAD18
#BAD19
#BAD20
#BAD21

5555555555 5555555555
3344444555 5566777899
5712478123 4523389901
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..... G T.CooL W T
..... G Coo... T
..... G .C.....T
..... G .C.....T
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..... G .C.....T
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7777777777
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TACTGCCGAT GGTCTCGGTT TTTCCACTTA

G.T..T.. L
G.T..T [
GGT....... G oo e
G.T....... .G. A.. ..., T.
GGTA...... Govvnn Covnnn
GGTA...... Gevvnnns Covinnn
G.TA...... Gevvnnns Covinnn
G.TA...... G.vvvnnn Covvnnn
G.TA...... G.vvvnnn Covvnnn
G.TA...... Govvnnn Covinnn
G.TA...... Gevnnns Covinnn
G.TA..... C G.vvvnnn Covvnnn
G.TA...... G.vvvnnn Covvnnn
G.TA...AG. Govnnns Covinnn
G.TA...... Govnnns Covinnn
G.TA...AG. Govvvnnn Covnnn
G.TA...... Govvvnnn Covnnn
G.TA...... Gevnnns Covinnn
G..A...... Gevnnnn Covinnn
G..A..... C G.vvvnnn Covnnn
G..A..... C G.vvvnnn Covvnnn
G..A...... Gevnnn Covinnn
G.TA...... Gevnnn Covinnn
G.TA..... CA.G....... Covoan
G.TA...... G AL Covoan
G.TA...... G....A.. Covoan
G.TA...... G WAL Coooaa
G.TA...... Gevnnn Covinnn
G.TA...... G Ao tiiiiiian
G.T.v..... O G
G.T....... G e e
G.T. A G.C.AA.. ..........
G.Tov.oo... GTC..A.. ...... T.
G.Tov.oo... GTCT.A.. ...... T.
G.T....... G AL oL G..
G.T...T..C [
G.T...T..C ..G.viii .
G.T...... O
G.T....... [
GGT....... [
GGT....... [
G.T.ov.oo... T
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G.T....... [
G.T.ov.oo... [
G.T.ov.oo... [
G.T....... [
G.T....... [
G.T....... [
G.T.ov.o... [
G.T AL T
GGT....... GTo oo oo o
G.T....... Gevnnn T.....
G.T.ov.o... G.C..A.. ...,
G.T.ov.oo... [
G.T....... GTCT.A.. ...... T.
GGT....... [
GGT....... [
G.T....... T
G.T....... G.Cooii ool C.
G.T....... [
G.T.v..... [
G.T...... O
G.T....... G.Coniin i
G.T....... [
G.T.o...... [
G.T.ev.oo... L
G.T....... L.G.CLLCL e
G.T....... AAG. o v v it i i
G.T.ov.oo... Gevvnn T..o.o...
G.T....... [
G.T....... G e
G.T...... c ..G.C Co viviii.



#BAD22 ..... G .C.ooonn T
#CAMO1 ..... G .C.ooonn T
#CAMO2 ..... G .C.oo.n.. T
#CAMO3 ..... G .C.oo... T
#CAMO4 C..G .C.oo... T
#CAMOS5 ..... G .C.o..n. T
#CAMO6 ..... G .Counnn T
#CAMO7 ..... G .C.oo.n. T
#CAMOS ..... G.vvevo «..Co.... T
#CAMO9 ....GG.... ...C..... T
#CAM10 ..... G .Counn. T
#CAM11 ..... G .C.oo.n. T
#CAM12 ..... G.v'v'v ...C..n.. T
#CAM13 ..C..G.... ...C..... T
#CAM14 ..... G .Counn T
#CAM15 ..... G C..... T
#CAM16 ..... G.vev «..Cuunn. T
#CAM17 ....GG.... ...C..... T
#CAM18 ..... G.... ...C.A...T
#MERO1 ....GG.... ...C..... T
#MERO2 ..... G .C.o.... T
#MERO4 ..... G .o.Conl T
#MERO5 ..... G .T.C..... T
#MERO6 ..... G .C..... T
#MERO7 ..... G .C.o.... T
#MEROS ..... G .Counn. T
#MERO9 ..... G .Counn. T
#MONO1 ...... C.G .C....GT
#MONO2 . ovvvnn.. .C..... T
#MONO3 ..... GC .C...T.T
#MONQO4 ..... G .Counnn T
#MONO5 . .....u... .Couunn T
#MONO6 . ..... C .C.A...T
#MONO7 ..... G .C.o.... T
#MONOS ..... G .Covunn T
#MONQO9 ..... G.... .Covunn T
#MON1O ..... G...G C.ovn.. T
#MON11 C..G.. C.ovn.. T
#MON12 C..G.. .Counnn T
#QUEOL ...... C.G .C. GT
#QUEO2 ..... G ...Coll. T
#QUEO3 ..... G .T.C..... T
#QUEO4 ..... G .Couunn T
#QUEO6 ..... G .Counn. T
#QUEO7 ..... G .C..... T
#QUEO8 ..... G ...Colll. T
#QUEO9 ..... G .T.Co.... T
#QUE10 ..... G .Covunn T
#QUEIL1l ..... G .C.o.... T
#QUEL2 ..... G .C.o.... T
#QUE13 ..... G ...Conl T
#QUE14 ..... G .T.Co... T
#QUE15 ..... G .Couunn T
#QUE16 ..... G .C..... T
#QUEL17 ..... G .C..... T
#QUE18 ..... G .Covunn T
#QUE19 ..... G .Covunn T
#QUE21 ..... G .C.o.... T
#QUE22 C..G.. C.ovn.. T
#QUE23 ..... Guever e T
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#SAL18 ..... G .Covunn T
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#QUE14
#QUE15
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#QUE17
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#SALO1
#SALO02
#SALO3
#SAL04
#SAL06
#SALO7
#SALO8
#SAL09
#SAL10
#SAL11
#SAL12
#SAL13
#SAL14
#SAL15
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Anexo 9: ALINEACION 350 pb del D-Loop

Haplotipos presentes en el segmento de 350 pb, localizado en la posicién 208 a la 557 dentro del D-Loop de
ADNmt. 30 haplotipos de ovejas neozelandesas con haplogupo B, 130 haplotipos de 7 razas Churras portuguesas y
18 haplotipos de ovejas criollas mexicanas.

!'Domain=Data;

[ 1111111 1111111111 1111111111 1111111122 2222222222 ]
[ 111112 2333345556 6777788889 9990000011 1222333344 5555666677 8888999900 1111112233 ]
[ 2578567892 8067976895 8234913571 2343456734 5013124914 0579138909 0124017978 0135780613 ]
#TUO1 ACGAAGTATA TTTTTAAATA TGCAATCTCA GTAATACATA TATATAATAC AACCTCGTAA TATGATTATA ATATACTAAC
272N Toer eeeeeeen e Cal. G e
2 10 7 Tove e e Cunnl e e e
#ES S C.... A..... Tovr e T ottt e et e [
HFKAOL e e e i i it e e Coven veennn Tevr teieinenn T ettt ettt e e C..
HNZOL e et i i it e e CTeve v I B
FNZO2 ve et it it e coTeCuven veean Toie et B
#NZO3 ot iGA. et i e Covin eeennn Tove e T ettt ettt et e
#NZO4 et et e e Coven veennn Tevr teieenenn T ettt et ettt e
HNZOS5 e et it e e e Coven veennn Teve eeieenenn T et ettt et e
#NZ06 o eie i e Gevew vennn Coven veennn A € T et ee i e [
#NZOT  vee i i e [c Covin veennn T et ettt e [
FNZO8 vttt it e e Covin veennn Tove e T viieennn [
#NZ09 L.A....oee el Gevew veenn Coven veennn T oot e ettt e ettt e et e
#NZ10 ..... Bt e e Coven veennn T et ettt e e [
FNZL2 ettt et e Coven veennn T Goe ettt et et e C
2100770 15 C...G [ T oveieeennn G Cuviieee eenn C
#Nz14  ..... Bttt e e Coven veennn T ¢ T et e i e Co veieeiean
/0 T N Coven veennn T e e et ettt et et e ¢
ENZLG ottt iiee et e Covin eeennn Pt C
ENZLT et it e et e Covin vnnnnn Pt C
#NZ19  ....... Gev veenann Gev v Coven veennn Teve eeennn Geve tieennn e et e
HNZ20 et it i et e e C. [ ettt e e e
#NZ21 A wunnn G CoveeChuvin vvennn T [ Avve vunn. Covin veennn C
FNZ22 et e C .C. A..... T Cuovennnnn T oveieeeennn [ &
#NZ23 e e Gevew vvnnn C. A..... T [N T uvnn. Ao e [
#NZ24 Sttt meeeeeeees aeaen Coven veennn T [N T et eeiee e [
#ST ..., Bt i e Coven evnnnn T C T et eee e Co viiieeennn
#TUO2  veeeiinnnn Cuovinn vennn Coven evnnnn Tove e T ettt ettt et e
#TUO3 e e i e i it eieee Gev vvenn Coven veennn Teve tieinenn T e ettt e e et e C..
#ALGO1 ..... Ao Covvnnnnnn C..G.Covvw A iCuTevs i [T N & CG..
$ALGO2 vuiiiian.. L.Covien CovetCulTe vvenn Tt et e e e T ie e Gouuuo C..
$ALGO3 ... L.Covien CoveetCulTe vvenn. Tt et e e e T it e [c
#ALGO4 ....... [ Covin veennn Tove e T ettt et et e C..
HFALGOS v ottt e CoveuCuvin viinnn T e e et ettt et et e C...
HFALGO6 — v v i iie e e C Coven veennn T et e et ettt e e et e
#ALGO7 ....... [ Covin eeennn et ettt et et e e Cc..C
#ALGOS ... ... [ G. A Covin eeennn Tove veennn G..T vuouunn.. [
#ALGO9 .......... e e Covinn ol C.ovevo Ao Teve teieinenn T uvnn. B e e
H#ALGIO v vv i ii i e [N Coven veennn 1
FALGIL v iviiiie e Guv v Covin evnnnn Tove weennn [ [c
FALGL2 vee e iiiie eii e CoveeCuvve bCuttiTGew viiieann T oviieeeeann [ Guev veeeeann G.
FALGLI3 ot i i iieie e CoveuCuvin viienn Teve vunn. G...T ...... B e e C..
HFALGLE v ot it it e CoveuCuvin viienn T et ettt e AC . ittt e
FALGLS oot iiie e [ e et ettt et e e Cuvee e eiea
FALGLO oot iiies tei e e Covin evennn TGuev v T ettt ettt et e
FALGLT v et eieie e et e Coven veennn Tevr tieennnn T e ettt e e et e C..
N 2 N Coven veennn Teve teieinnnn T e ettt et et e
FALGLO ettt it it e Covin eeennn et e ettt et et e e e
FALG20 et ettt et e e e Tove e T e Avvr viiieennnn [cTP
HFALG2L v ot i e i it e e Covee CoviiTovn viienan. T ou... Tever wennn [
HFALG3L ot e it i it e e [
#BADO1 ..... A.... .C..C..... ...G.C.... AL.... Teve Cuovinnnnn T Geuvuwo Ay vunnn Cuovin eeeenn G..
FBADO2 vt eGuveet hei e e Cuovin evennn et e ettt et e e et e C...
#BADO3 .......... O C....C..T. ...... N Totee i [

#BAD04 ....—————= ——— e e Tooo .. T e e e e e e C...



#BADOS vttt et e e C.
HBADOG v et e e et e e e C.
#BADO7 ....... Gev veennn Geve eeenn C.
#BAD0S ....... [ Gew vunn.. C.
#BAD09 ....... [ C.
#BAD10 .......... cCiis e C..
#BADIL ot ie e C....C
#BAD12 it e C....C
#BAD14 ... e C....C.
HBADLS vttt e e C.
HBADLO vt et ie it e e C.
HBADLT oottt e e e C.
HBADLIS .ottt e e C.
HBADLO vttt it e e C.
FBAD20 v ittt e e C.
HBAD21 vttt e e C.
HBAD22 vttt e e C.
FCAMOL et e iiees e eieeiee e C.
#CAMO2 v vvvvvnn.. [ C.
HFCAMO3 v it et i i it e e C.
#CAMO4 . ... ...... Cuviinnn C....C.
#CAMO5 ..A....... (O C..
$CAMOG A eiees e (€ C..
#CAMO7 ..... Bt e e C..
HCAMOS v vttt i it e e C....C..
FCAMOO v ve ettt e C....C..
FCAMIO ettt i iiiee eiieee e C....C..
HFCAMIL v ot i i i i it e C....C..
HFCAMI2 ottt i i ie e e C..
HFCAMIZ ittt e i iie et e C..
FCAMIA ittt et e C..
FCAMIS ittt it i e C.
HCAMIOG v vt et i iie eeei e e C.
HFCAMIT v vttt it it et e C.
FCAMIS ittt tts e e
#MEROL ....... [ C.
#MERO2 ....... [ C.
#MERO4 . ......... [ C.
#MERO5 ........ [ G vu.un. C..
FMEROG v e e iiees teeeeeenne eennn c.c
FMEROT7 v ot eieie eeeeeeeee e C.
FMEROS v vttt ieie tiii i e C.
FMEROD vttt iiis tiiieine e C..
#MONO1 ..... AC... tevennnnn. C..G.C
FMONO2 v o e eieee eeeeeeeeen C....C.
#MONO3 ....... Gev veenann Gev v C.
FMONOA vttt i teieeeeine eeenn C.
#MONO5 —......... [ C.
#MONO6 . .vv. .. [ C.
#MONO7 . ...... [ C.
#MONOS ......... G ..Counl ¢ .C.
FMONO9 v vv v iiiees veeeann Gev v C.
FMONTIO et e iieee tieeeeeene eennn C.
FMONIL v ot et i i ie e e e eeee e C.
FMONI2 v ot et ieie e eeeeeeee eeeen C.
#QUEOL ..... A (o C..G.C..
E 20101 2] 02 C.
#QUEO3 . ....u.... Cu i C.
H#QUEOS v ot e i iie e e C....C.
HQUEDG v v et ieeie eeeieeeene e C.
FOQUEOT ettt iies teieeiiene eeenn C.
#QUEOS Bttt e e e e e C.
#QUEO9 ....... [ [c C.
#QUE10 ....... [ C.
#QUE1Ll ....... [ C.
#QUEL2 ....... [ C.
#QUEI3 ....... [ C.
#QUE14 .......... Cuovennnnn LAL..C.
#QUELS v iiiis v Gew vunn. C.
HFQUELG v v v e veieie eeeeeeeee e C.
HFQUELT v ettt ieie eeeeeeeeee e C.
FOQUELS ittt it tiieiiine e C.
FOUELD ittt it it i iiee e C.
HFQUE2L v vt e e i iie e e e C.
HFQUE22 v it et ieie eeei e e C.
FOUE23 v ittt iies teiiiine e C.
#SALO1 ..... Avver tiieeeennn C..G.C
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G
Al
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...... C.
....... G.
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Al
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Covvnn
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Anexo 10: Alineacion de 350 pb de 211 haplotipos.

Haplotipos presentes en el segmento de 350 pb, localizado en la posicién 208 a 1a557 dentro del D-Loop de ADNmt de
30 ovejas neozelandesas, 130 ovejas de 7 razas Churras portuguesas, 18 ovejas criollas mexicanas y 33 ovejas de raza
Churra espafiola.
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Anexo 11: 1000 replicas de la figura 3.4.1.
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Anexo 12: 1000 replicas de la figura 3.4.2.
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Anexo 13: 1000 replicas de la figura 3.5.1.
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