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RESUMEN

El origen y relaciones genéticas de la oveja criolla mexicana (OCM) fueron investigados
mediante el analisis de la secuencia completa del D-Loop mitocondrial (1180 pb). El
fragmento de ADN fue amplificado por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y
secuenciado en 33 OCM procedentes de los estados de Chiapas (10), Puebla (10), Morelos
(3), Hidalgo y Veracruz (10). Las 33 secuencias obtenidas fueron identificadas como ADN
mitocondrial (ADNmt) europeo o haplogrupo B, mediante analisis de PCR-RFLP’s del gen
Citocromo Oxidasa 1 (COI). El alineamiento de las secuencias reveld 21 haplotipos
diferentes. El analisis filogenético entre los haplotipos encontrados en OCM vy los
haplotipos previamente reportados en ovejas de razas comerciales de origen europeo
(GenBank) identifico 53 haplotipos diferentes incluidos los de OCM, los cuales no habian
sido reportados anteriormente. El analisis incorporando secuencias previamente reportadas
del D-Loop (GenBank) en ovejas de origenes europeo y asiatico, ademas de las ovejas
silvestres muflén (O. musimon), urial (O. vignei arkal, O. v. bocharensis), argali (O.
ammon ammon, O. a. darwini, O. a. collium, O a. nigrimontana) y cimarron (O. canadensis
canadensis), reveldo dos linajes de ascendencia materna: el linaje asiatico y el linaje
europeo. Todas las OCM estudiadas se incluyeron dentro del linaje europeo, formando un
grupo claramente separado y divergente del resto de ovejas europeas. Los valores de
(0.02001 + 0.00143) y 6 (0.02488 + 0.00664) para las subpoblaciones de Ovis aries
sugieren seleccion purificadora. Se observd mayor diversidad nucleotidica (m) en ovejas
europeas (0.00946 + 0.00052), seguida por las asiaticas (0.00686 + 0.00105) y OCM
(0.00378 £ 0.00060); contribuyendo en 47 %, 34 % y 19 % respectivamente, a la diversidad
genética estudiada de (. aries. Los datos obtenidos en este estudio muestran el origen
europeo de la OCM vy la existencia de una alta diversidad genética, con probabilidades
potenciales de contener alelos Unicus e importantes para su estudio zootécnico y cientifico.
Por tanto, representa un reservorio de biodiversidad que eventualmente podria evaluarse y
preservarse como fuente de nuevos alelos para el enriquecimiento de poblaciones
comerciales y para la seleccion, mejora y creacion de lineas mexicanas nativas.

Palabras clave: oveja criolla (Ovis aries), ADN mitocondrial, D-Loop, diversidad genética.



ABSTRACT

The origin and genetics relationships of the Mexican Creole Sheep were investigated by
DNA sequence analysis of mitochondrial control region (D-Loop). A segment of 1180 pb
was amplified by Polymerase Chain Reaction and sequenced from 33 Mexican Creole
Sheeps DNA collected from 5 states of the republic. The obtained sequences were
identified as European mitochondrial DNA or type B, by PCR-RFLP’s analysis of the
Cytochrome C Oxidase subunit I gene (COI). DNA sequence analysis revealed 21 different
haplotypes. Phylogenetic analysis including mitochondrial DNA sequence information of
european sheep breeds (GenBank), identified 53 different haplotypes included those of
Mexican Creole Sheeps, those which had been reported previously. The analysis
incorporating sequences previously reported (GenBank) of ewes of European and Asian
origin, besides the wild sheeps muflon (O. musimon), urial (O. vignei arkal, O. v.
bocharensis), argali (O. ammon ammon, O. a. darwini, O. a. collium, O. a. nigrimontana)
and bighorn (O. canadensis canadensis), revealed two lineages of maternal ancestry: the
Asian lineage and the European lineage. All the Mexican Creole Sheep populations were
included in the European lineage, forming a group clearly separate and divergent of the
remainder European ewes. The values of 7 (0.02001 + 0.00143) and 6 (0.02488 + 0.00664)
for Ovis aries subpopulations suggest purifying selection. The major nucleotide diversity
(m) was observed in European ewes (0.00946 + 0.00564), continued for Asian (0.00686 +
0.00105) and Mexican Creole Sheep {0.00378 + 0.00060); contributing in 47 %, 34 % and
19 % respectively, to O. aries studied genetic diversity. This data show the European origin
of the Mexican Creole Sheep and the significant level of the genetic diversity in this
populations, which did not participate in the foundation of the modern sheep breeds. We
concluded that the Mexican Creole Sheep populations represents a reservoir of genetic
diversity that is important to evaluate and preserved as a source of novel alleles for the
improvement of the commercial populations and selection, progress and creation of native
mexican lines.

Key words: Creole sheep (Ovis aries), Mitochondrial DNA, D-Loop, Genetic Diversity.
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I. INTRODUCCION

1.. MARCO TEORICO.

La generacion de razas ovinas es un proceso dinamico, ya que derivan de ancestros
provenientes de diversas regiones geograficas. Desde el punto de vista historico es evidente
la ascendencia espafiola de la oveja criolla mexicana (Ovis aries), y a su vez las razas
autoctonas de ovejas ibéricas descienden de otras razas ovinas provenientes de troncos
primitivos ancestrales e introducidas en el mediterraneo durante el desarrollo de esas
culturas (ver 1.1.1)

Segun datos de la FAO (2002), la oveja criolla mexicana se conoce también localmente
como “Chusco” y estd considerada como una raza local. Su estado actual es de
domesticacion, explotandose principalmente en tierras altas del pais. Su principal uso es
para alimentacion (carne) y obtencion de fibra (lana). El peso vivo de los machos adultos es
de 32.8 kg promedio, y en las hembras adultas es de 26.1 kg promedio. Son animales
multicolores (negro, blanco multicolor: overo negro y blanco) productores de lana de tipo
tosca/alfombra y altamente resistentes a endoparasitos. Desde el punto de vista
reproductivo, su prolificidad es baja pero son de elevada fertilidad, con un tamaio
promedio de camada de 1.02. La produccion de vellon es de 1.06 kg/afio promedio. La
misma fuente menciona una variedad conocida como oveja “Lucero”, encontrandose hacia
el sur del pais, en zonas montafiosas. Son animales productores de lana, de color negro.
pudiendo presentar una mancha blanca en la cabeza. La oveja “Tarhumara” se menciona
igualmente como una variedad de la oveja criolla.

La especie ovina tiene una gran importancia socioeconémica en muchos paises. Se ha
estimado que en México, alrededor de 5,000 productores a nivel nacional se dedican a la
cria de ovinos, aunque unicamente el 34 % de ellos vive totalmente de esta especie. Por otra
parte, aproximadamente 120,000 artesanos trabajan la lana (Medrano, 2000).

La variedad criolla de la oveja mexicana mas estudiada (fenotipicamente) hasta hoy es el
borrego de Chiapas. Esta variedad, descendiente de las razas autdctonas espaifiolas Churra,
Manchega, Lacha, Rasa Aragonesa, Castellana y Canaria entre otras (Perezgrovas, 1990).
posee caracteristicas fenotipicas que la hacen tUnica, ya que a través de varios siglos de
adaptacion ha logrado sobrevivir bajo condiciones extremas. El estudio de las
caracteristicas externas y morfologicas de este borrego identifico ocho grupos fenotipicos
(Sarmiento y Perezgrovas, 1990), de los cuales los mas importantes son las variedades
blanca (fenotipo 1), negra (fenotipo 2) y café (fenotipo 3) (Cuadro 1.1.1).



Cuadro 1.1.1. Descripcion de los tres principales fenotipos observados en el borrego de Chiapas

02 zada®
Fenotipo Color" P(;i:)) A:‘;‘:)" Vellon Caracteristicas generales
Blanco con manchas Largoy Tamafio mediano, bien proporcionados.
definidas de color negro grueso, con | Cara y extremidades desprovistas de
alrededor de ojos, hocico, mechones [lana. Perfil subconvexo, machos pueden
1 ollares y parte distal de las | 27.8 59.8 |definidos. |presentar cuernos. Orejas medianas con
orejas. En extremidades insercion horizontal. Tronco largo con
pueden presentarse manchas linea dorso-lumbar ascendente hacia la
o punteado negro. grupa. Extremidades delgadas.
Negro uniforme con un Largoy Tamafio mediano, bien proporcionados.
mechon de lana blanca en la grueso Cara y extremidades desprovistas de
) parte alta de la frente y en el 28.0 60.2 formando |lana. Perfil subconvexo, machos pueden
extremo distal de la cola. ' ’ mechones. |presentar cuernos. Tronco largo con
linea dorso-lumbar plana. Extremidades
largas y cafias fuertes.
Del amarillo claro al café Partido en |Ligeros, de tamaifio medio o pequefio,
oscuro. En el dorso es de laregién | pero bien proporcionados. Perfil recto o
color cremoso, con mezclas del dorso. | subconvexo, tanto machos como
3 de fibras cafés o negras, 25,3 58.4 hembras pueden presentar cuernos.
mencionandose también Linea dorso-lumbar ligeramente
tonalidades grises. ascendente hacia la grupa. Extremidades
finas pero fuertes.

! piel y vellén. * promedio en animales adultos .

Fuente: Sarmiento y Perezgrovas, 1990.

La caracterizacion fenotipica del borrego criollo de Chiapas relaciona a la variedad

blanca con la raza Churra espafiola, y a la variedad café con la raza Lacha. La variedad
negra tiene caracteristicas que sugieren su parentesco con la raza Castellana y otros que
indican la influencia de la Manchega y la Canaria (Sarmiento y Perezgrovas, 1990). Estos
tres fenotipos conforman el 57 % de los borregos criollos representantes en Chiapas
(Blanco 17 %, negro 27 % y café 13 %). Los restantes 5 fenotipos probablemente se hayan
formado a través del cruzamiento de los tres fenotipos anteriores o en combinacion con
algunas otras razas autoctonas espafiolas (Perezgrovas, 1990).

1.1.1. Origen

Las ovejas del continente americano tienen su origen en las razas europeas introducidas
poco después de los viajes de conquista y colonizacion, desde principios del siglo XVI. Es
posible que durante los primeros viajes al nuevo mundo las ovejas no fueran traidas con el
objeto de introducirlas, sino como abastecimiento para la tripulacion de las naves y para los
conquistadores. Estas eran embarcadas en los puertos de Sevilla y Cadiz o en los



reabastecimientos de las Islas Canarias (Espana). Las ovejas que lograron resistir las
grandes travesias de aproximadamente 124 dias pudieron reproducirse en las islas de Cuba,
Santo Domingo, San Juan de Borinquen y Jamaica, de donde pasaron a tierra firme durante
la conquista y los primeros afios de la colonia (Saucedo, 1984). Desafortunadamente, no
existen registros del numero ni del tipo de ovinos introducidos para la época, debido a que
se consideraban de muy poca importancia economica.

Martinez (1983) indica la entrada de ovejas espafiolas a México entre 1493 y 1539,
mientras Matesanz (1965) refiere que esto sucedid poco después de la conquista, por lo
menos desde 1525, pues el cabildo de la ciudad concedio las primeras estancias lanares a
varios conquistadores desde noviembre de 1526. Sin embargo, esta documentado que en
1521 el Virrey Gregorio Lopez introdujo un lote de borregos a playas mexicanas.
Posteriormente se llevaron a cabo otras importaciones, trayendo animales del mismo origen
espaiiol: Merino, Lacha y Churra, de raza fina el primero y de vellones y fibras gruesas los
segundos. Las resefias historicas ponen énfasis Unicamente en estas razas, pero existe la
posibilidad de que otras razas autoctonas fueran embarcadas, tales como la Manchega, la
Castellana y la Rasa de Aragon. La raza Canaria es también de participacion posible debido
al reabastecimiento de las naves en el archipiélago de Las Canarias, pudiendo facilitar su
salida (Saucedo, 1984; Perezgrovas, 1990; Medrano, 2000).

Se sugieren tres rutas principales de introduccion de ovejas a México: 1. A través del
puerto de Veracruz (Villa Rica de la Vera Cruz), en donde segin Gomez (1978)
desembarcaban ovejas Merino, Churra y Lacha, que luego eran transportadas al centro y
norte del pais; 2. A través de la peninsula de Yucatan, donde esta reportado que para el afio
1527 Francisco de Montejo introduce ovinos (Gomez, 1978); 3. La ruta Honduras-
Guatemala-México, en donde se realizaba el reabastecimiento de las naves espafiolas que se
dirigian hacia América del Sur, en el Puerto de Caballos (hoy Punta Caballos). Existen
reportes de introduccion de ovinos a Centroamérica en 1521 (Ryder, 1983) y 1530
(Villacorta, 1942; McLeod, 1973).

Con todas las influencias raciales espafiolas, el pais se fue poblando y ya en 1910 gran
parte del territorio contaba con variedades de ovejas criollas descendientes de las razas
espaifiolas traidas originalmente (Saucedo, 1984).

1.1.2. Distribucion

Generalmente las explotaciones ovinas se localizan en las zonas altas de la topografia
mexicana, aunque no se encontro ninguna revision detallada sobre la distribucion actual en
relacion con los diferentes estados del pais. En el informe sobre la Situacion de los



Recursos Genéticos Pecuarios (RGP) de México (SAGARPA, 2002), se indica la presencia
de ovinos criollos en las regiones semiaridas y templadas del pais, apuntando los estados de
Chiapas, Chihuahua, Oaxaca, Puebla y Veracruz. Segin Medrano (2000), el inventario
nacional de ovinos cuenta con seis millones de cabezas, siendo la mayoria de tipo criollo y
solamente un porcentaje pequefio es de razas definidas.

1.1.3. Conservacion

En las ultimas décadas ha ocurrido la entrada masiva de animales provenientes de otros
paises, principalmente Australia y Estados Unidos, promovida por programas
gubernamentales con el proposito de incrementar la produccion de carne y lana para
satisfacer el mercado nacional, importando en 1997 trescientos mil ovinos vivos para
repoblacion (Medrano, 2000). En la importacion de razas exdticas, estas son
comercializadas como pie de cria para la cruza con ovinos de variedades criollas o de otras
razas y producir animales para el abasto. Sin embargo, los animales producto de estas
cruzas también son empleados como sementales para “mejorar” los rebafios criollos, lo cual
es muy cuestionable. Actualmente, existen 19 razas comerciales de ovinos en el pais, de las
cuales la Hampshire, Pelibuey y Suffolk son las méas usadas. La Rambouillet se considera
como moderadamente usada y las 15 restantes (Black Belly, Columbia, Dorper, Dorset,
Katahdin, Merino, Poly Pay, Romanov, Saint Croix, Ile de France, Charolais, East Friesian,
Texel y Corriedale) son poco usadas (SAGARPA, 2002).

La principal razon para la conservacion de la oveja criolla es que sin una intervencion
apropiada, estas podrian perder la flexibilidad para adaptarse a circunstancias cambiantes
(enfermedades, demandas del mercado, etc.) y poner en riesgo su sobrevivencia. Segun el
sistema de informacion de la diversidad en animales domésticos (DAD-IS) de la FAO
(2002), no se han realizado planes de conservacion in sifu ni ex sifu (semen y/o embriones).
Sin embargo, Medrano (2000) ha reportado algunos proyectos que se estan ejecutando
actualmente en el borrego de Chiapas, tales como la conservacion de gametos y desarrollo
de pruebas de laboratorio para predecir la fertilidad del semen congelado, entre otros.

En el Gltimo analisis de la FAO (2002) se indica que por lo menos una tercera parte de
las especies domésticas de las que se cuenta con datos precisos sobre su poblacion -un total
de 1,350-, corre peligro de extincion. De 199 se ha confirmado oficialmente su extincion y
hay otras 620 registradas en esta misma condicion, entre las cuales se cita el borrego criollo
de Chiapas.

En cuanto a las acciones de conservacion y utilizacion de la oveja criolla, realizadas por
el Instituto de Investigaciones Indigenas de la Universidad Auténoma de Chiapas y la



Universidad Nacional Autonoma de México, se cuenta desde 1992 con un rebafio que
funciona como nucleo abierto de seleccion en donde se aplican criterios de seleccion y se
definen los animales que serviran como progenitores para su distribucion en las
comunidades indigenas (SAGARPA, 2002).

1.1.4. Diversidad Genética

La diversidad genética se describe como la variacion en la constitucion genética existente
entre y dentro de poblaciones, debido a cambios en la secuencia de nucledtidos del ADN
por mutaciones tales como: deleciones, inserciones, inversiones o translocaciones. 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. En términos mas amplios, la biodiversidad es
definida como la variedad de todas las formas de vida, el papel ecologico que ellas realizan
y la diversidad genética que contienen (Erlich and Wilson, 1991).

El estudio genético de poblaciones se basa en conocer la variacion genética, siendo las
técnicas en biologia molecular las que permiten utilizar gran cantidad de recursos
metodologicos para evaluar el grado de diversidad y las distancias genéticas presentes
dentro y entre poblaciones determinadas (Kirby, 1995). En principio, cualquier gen que
muestre polimorfismo (dos o mas alelos) se puede utilizar como referencia de la diversidad
en estudios de conservacion genética. A los diferentes genes se les denomina marcadores
genéticos, los cuales son factores hereditarios generalmente polimorficos (presencia de dos
0 mas variantes —alelos- de cualquier sistema de genes) (Pefialosa, 1994).

Los marcadores genéticos pueden ser morfologicos o moleculares. Los morfologicos se
basan en las caracteristicas fenotipicas del organismo como: tamafio, color, forma, etc.
Desafortunadamente, estos marcadores son afectados por condiciones ambientales que
pueden enmascarar el efecto del gen o genes de interés. Ademas, es frecuente observar
epistasis, es decir, que un gen puede enmascarar la accion de otro gen. Los marcadores
moleculares tienen ventajas sobre los marcadores morfolégicos ya que no son afectados por
condiciones ambientales y pueden presentar codominancia (algunos son dominantes),
permitiendo asi la identificacion de todos los posibles genotipos. Estos se dividen en dos
tipos: marcadores proteicos y marcadores de ADN (Kirby, 1995).

Los marcadores proteicos se basan en el analisis de distintos tipos de proteinas. Los
cambios en la composicion de aminoacidos y como consecuencia en la estructura, alteran la
movilidad electroforética de la proteina, lo que permite observar el polimorfismo. La
desventaja de estos marcadores es que requieren procedimientos de extraccion y tincion



especificas para cada sistema enzimatico, ademas, el nimero de marcadores que se obtiene
es insuficiente porque presentan poco polimorfismo (Kirby, 1995).

Entre los marcadores de ADN se encuentran los RFLP's ("Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms") nucleares o mitocondriales, los minisatélites 0 VNTR ("Variable Number
Tandem Repeat"), los microsatélites o STR’s (“Short Tandem Repeats”), los RAPDS
("Ramdom Amplified Polymorphic DNA Sequence"), los AFLP’s (“Amplified Fragment
Length Polymorphisms”) y dentro del ADN mitocondrial (ADNmt) la region control o “D-
Loop". La variacion natural de estos marcadores se puede detectar por medio de enzimas de
restriccion, amplificacion por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR ("Polymerase
Chain Reaction") y secuenciacion directa de los nucleotidos del ADN (Kirby, 1995).

Los RFLP's involucran la purificacion del ADN de un individuo y su digestion con
enzimas de restriccion, formando una mezcla de fragmentos que difieren en longitud
debido a la distribucion especifica de los sitios de corte, los cuales son separados de
acuerdo con su tamafio por electroforesis en geles de agarosa o acrilamida. El analisis de
los fragmentos se lleva acabo mediante la técnica denominada "Southern blot", que consiste
en transferir los fragmentos del gel a un filtro de nitrocelulosa que posteriormente es
hibridizado con una sonda radiactiva (fragmento de ADN marcado) la cual reconocera
secuencias complementarias’ al ADN que ha sido transferido al filtro. Los fragmentos
reconocidos por la sonda son visualizados por medio de una autorradiografia (Griffiths ef
al., 2000) Actualmente los RFLP's también se analizan por medio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR-RFLP’s).

Los minisatélites y microsatélites son secuencias de ADN altamente repetidas de baja
complejidad, organizadas en tandem y dispersas en todo el genoma. Se caracterizan por
presentar un extenso polimorfismo genético debido a la variacion en el numero de repetidos
presentes, por eso son también conocidos como variantes en el nimero de repetidos en
tandem (VNTR). La unidad de repeticion en los minisatélites es de 9-64 pares de bases
(pb), que llegan a extenderse por varios kilobases (kb) y su polimorfismo se revela
mediante experimentos tipo Southern. Muchas veces, al utilizar los minisatélites como
sonda, se generan bandas sumamente polimorficas que en conjunto forman patrones
exclusivos de un individuo, a lo que se le ha denominado huellas digitales del ADN o
"DNA fingerprints". En los microsatélites, la unidad de repeticion es de 1-5 pb y llegan a
extenderse por regiones no mayores a 200 pb. Al igual que los minisatélites, cuando los
microsatélites se emplean como sondas revelan patrones tipo "fingerprints". También el
polimorfismo de los microsatélites se puede detectar facilmente por PCR, donde se observa
la variacion de los repetidos dentro de una poblacion (Kirby, 1995).



Los RAPDS se basan en la técnica de PCR en donde se utilizan pequefios iniciadores (10
pb) que amplifican fragmentos al azar a partir del genoma completo de un organismo.
Posteriormente, los fragmentos amplificados son separados por electroforesis en geles de
agarosa o de acrilamida. El polimorfismo se determina por la presencia o ausencia y
tamafio variable de los fragmentos amplificados (Kirby, 1995).

Los AFLP's estan basados en la amplificacion selectiva por PCR, de fragmentos de
restriccion a partir de ADN genomico mediante tres pasos: digestion del ADN con dos
enzimas de restriccion distintas, ligamiento (DNA ligasa) de adaptadores oligonucledtidos
(secuencias cortas de unos 20 nt de doble cadena sintetizadas in vitro) a los extremos de los
fragmentos producidos y amplificacion selectiva de los fragmentos de restriccion mediante
PCR. Tras el analisis de los fragmentos amplificados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida, se obtienen patrones de bandas complejos pero repetibles de un
experimento a otro. En esta técnica, la PCR es especifica e independiente de la
concentracion de ADN molde y se eliminan los problemas de repetibilidad que presentan
los RAPDS. Los polimorfismos que se detectan corresponden a mutaciones puntuales,
inserciones o deleciones que afectan a blancos de restriccion. Se manifiestan como ausencia
o presencia de bandas por lo que son marcadores dominantes y por tanto, son menos

informativos para ser usades en analisis de ligamiento que los marcadores codominantes
(Griffiths ef al., 2000).

Otro marcador molecular sumamente util es el ADNmt, localizado en el compartimiento
matricial de la mitocondria. En el caso de mamiferos, es una molécula circular de
aproximadamente 16.5 Kb y de doble cadena, una conocida como la cadena pesada (H). la
cual es rica en purinas y la otra es la cadena ligera (L), conformada principalmente de
pirimidinas (Darnell, 1980; Karp, 1987, Rus, 1993).

El ADNmt se hereda de forma materna y no sufre recombinacion genética, por
consiguiente todos los descendientes de una hembra heredan la misma molécula,
estableciéndose un linaje materno que permite trazar el posible origen de los individuos y
de poblaciones animales (Huchinson ef al., 1974). Por otro lado, la tasa de substitucion
nucleotidica es de 5 a 10 veces mas rapida que la del ADN nuclear. En mamiferos se ha
encontrado una tasa de divergencia de aproximadamente 2 % por millon de afos,
correspondiente a una sustitucion nucleotidica de 1 X 10® sustituciones/sitio/afio en cada
linaje (Brown ef al, 1979), lo que incrementa el nivel de cambios en la secuencia
nucleotidica. Estos parametros son utiles para el estudio de diversidad genética en
poblaciones (Watanobe ef al., 1985, 1986; Lan and Shi, 1993).

El genoma de la mitocondria se divide principalmente en dos regiones, una region larga y
una corta. Dentro de la region larga se encuentran genes que codifican proteinas



involucradas en la fosforilacion oxidativa, tales como: 3 subunidades de la citocromo C
oxidasa (COI, CO2, CO3), subunidades 6 y 8 del complejo ATPasa, 7 subunidades para la
NADH deshidrogenasa (ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4, ND5 y ND6) y el gen citocromo
B. También contiene dos genes de ARN ribosomal (ARNr 12S y 16S) y 22 de ARN de
transferencia (ARNt). La region corta es conocida como region control o "D-Loop", la cual
contiene secuencias que controlan los mecanismos tanto de replicacion como de
trascripcion y es tipicamente la region mas variable (casi 10 veces mayor que el resto de la
molécula) del ADNmt (Avise, 1994).

Los estudios iniciales utilizando ADNmt ovino se basaron en analisis mediante el empleo
de enzimas de restriccion, tanto de tipo comparativo (Upholt and Dawid, 1977, Chen y
Leibenguth, 1995) como de caracterizacion (Villalta ef al., 1992).

La region D-Loop presenta una elevada variacion especifica, de gran utilidad para
establecer el origen de las especies. Murray ef al. (1995) analizaron esta variacion en
especies de ungulados a través de PCR-RFLP’s. Entre las especies estudiadas se
encontraban ovejas (Ovis canadensis, O. dalli, O. aries y O. musimon), cabras (Oreamnos
americanus y Capra hircus), bovinos (Bos taurus) y bisonte (Bison bison).

Al analizar la filogenia mediante el empleo de ADNmt de especies domésticas tales
como bovinos, ovinos, porcinos y bufalo (MacHugh and Bradley, 2001) la caracteristica
mas notoria es que las secuencias invariablemente se distribuyen dentro de dos grupos
separados por una rama interna dominante. Una segunda caracteristica importante es que,
en cada caso, los dos clusters tienen una tendencia a estar geograficamente distribuidos en
direccion este-oeste. La divergencia cuantitativa entre cada par de clusters combinados con
sus separaciones geograficas este-oeste apoyan fuertemente al menos dos centros de
domesticacion para estas especies.

A este respecto, se han identificado mediante secuenciacion del D-Loop (Zardoya et al.,
1995; Wood and Phua, 1996; Hiendleder et al, 1998b) y por PCR-RFLP’s (Hiendleder et
al., 1999), dos haplogrupos de ADNmt en ovejas domésticas: tipo A o haplogrupo asiatico
y tipo B o haplogrupo europeo. Ambos reflejan la derivacion de las ovejas modernas de dos
diferentes origenes maternos ancestrales. La comparacion del D-Loop de ambos linajes
muestra una divergencia nucleotidica de 4.34 %, mientras que las regiones codificadoras
difirieren por 0.44 % (Hiendleder, 1998).

Hiendleder ez al. (1998b), en estudios filogenéticos basados en RFLP’s que incluyen
ovejas representantes de los haplogrupos asiatico y europeo, ademas de ejemplares de
muflon (Ovis musimon), urial (O. vignei bochariensis) y argali (O. ammon nigrimontana,
O. a. collium), sefalan que el linaje europeo contiene la mayoria de los haplotipos



detectados entre ovejas domésticas europeas y asemejan a haplotipos de muflon; mientras
que el linaje asiatico consiste de haplotipos encontrados en Asia Central y en algunas
ovejas domeésticas europeas. La comparacion de secuencias mostro que los linajes de ovejas
domésticas difirieron por 4.43 %, en tanto que la secuencia de muflon diverge del tipo A
por 4.52 %, pero por solo 1.36 % del tipo B.

Los datos Hinfl RFLP’s del ADNmt ovino sugieren una antigua mutacion, la cual
diferencia entre los dos haplogrupos mitocondriales (Hiendleder er al, 1999). Esta
mutacion se asignoé al gen Citocromo Oxidasa I (COI), desarrollando una PCR basada en
analisis discriminante entre las dos ramas filogenéticas. El patron de fragmentos ubica el
sitio polimérfico de reconocimiento Hinfl en las posiciones nucleotidicas 5562-5566 del
gen COI, revelando fragmentos de ~ 1.8 kb para el haplogrupo Ay de ~ 1.3 kb y ~ 0.5 kb
para el haplogrupo B. La digestion de productos de PCR del gen COI genera fragmentos de
restriccion de 836 pb (haplogrupo A) o 477 pb y 359 pb (haplogrupo B). Los datos de
secuencia también hicieron posible comparar la divergencia entre los dos haplogrupos de
ADNmt ovino con la correspondiente diferencia entre B. indicus y B. taurus (Loftus et al,
1994; Kikkawa et al., 1995; Pegoraro et al., 1996).

La longitud del ADNmt ovino completo (europeo) es de 16,616 nt, la cual no es absoluta
debido a heteroplasmia causada por la ocurrencia de repeticiones en tandem en el D-Loop,
el cual tiene aproximadamente 1180 nt de longitud, con cuatro copias del motivo repetido
de 75 nt de longitud proximas al ARNt-Pro hacia el extremo 5°. Esta longitud varia de 1031
nt (0. canadensis canadensis) a 1333 nt (O. ammon nigrimontana) debido a diferentes
numeros de copias del elemento repetido en tandem. Cada repetido contiene dos secuencias
octaméricas de simetria observable (TTAATGTA, TACATTAA). Los motivos G/ACCCC
(tipo A) y ACCC/TC (haplogrupo B) estan localizados inmediatamente corriente arriba de
esas estructuras y una secuencia conservada (TATGTATAAAGTACATTA) esta también
presente en cada repeticion. Este arreglo en tandem exhibe un niimero variable de repetidos
entre diferentes ADNmt y heteroplasmia con respecto al numero de repetidos en un
individuo. Sin embargo, se ha encontrado que la mayoria de individuos (95.7 %) muestran
ser homoplasmicos para cuatro repetidos y esta parece ser una caracteristica general de
ambos haplogrupos ovinos. Con soélo tres repeticiones en tandem incluidas, la diferencia
nucleotidica entre el D-Loop de haplogrupos A y B fue de 4.25 % (Wood and Phua ,1996;
Hiendleder ez al., 1998, 1999, 2002). En adicion a la region control, diferentes secuencias
codificadoras estan también disponibles para el analisis de estos haplogrupos, entre las
cuales figuran el gen completo Cyt B, tRNAs Trp, Ala, Asn, Cys y Tyr, y el origen de
replicacion (Oy) de la cadena ligera (Hiendleder, 1998).



Al estimar las distancias genéticas entre los haplogrupos de las especies ovina y bovina
(Wood and Phua, 1996) mediante UPGMA, se encontr6 que la diferencia entre B. indicus y
B. taurus es de 1.4 veces mayor que entre los haplogrupos A y B de ovinos. Las diferencias
entre la region D-Loop completa de los haplogrupos A y B ovinos tuvieron un rango de 3.3
a 4.5 %, mientras que en B. faurus y B. indicus difieren de 4.7 a 5.3 %. La diferencia entre
el D-Loop de Bos y Ovis excluyendo la region repetida es de 27.6 %, y entre las restantes
porciones de la molécula es de 13.6 %.

Datos recientes sobre el origen y filogenia de la oveja doméstica (Hiendleder ef al., 2002)
reportan que las ovejas silvestres y domésticas se presentan en cuatro ramas claramente
separadas (Figura 1.1.1). Dos de ellas contienen los dos haplogrupos de oveja doméstica,
cluster A y cluster B, formando cada uno un patron en forma estrellada. El cluster B incluye
al Muflon (O. musimon) en un nodo separado, entre las ovejas domésticas de dicho grupo.
En los dos clusters restantes se agrupan las especies silvestres, encontrandose O. ammon
collium, O. ammon nigrimontana y Q. vignei arkal en uno de ellos. El otro cluster
claramente separado agrupa a Q. ammon ammon, O. ammon darwini, O. vignei bocharensis
y O. canadensis canadensis, esta Gltima con una gran separacion de las anteriores y del
resto de los grupos. La posicion del Muflon (O. musimon) concuerda con el punto de vista
de Zeuner (1963) donde wuna linea de oveja doméstica deriva del stock Muflon (O.
musimon, O. orientalis), la cual fue luego introducida en Europa. El cluster A no incluye,
como lo esperado en la hipotesis de domesticacion de Zeuner (1963), al Urial o alguna otra
secuencia de oveja silvestre. Esto excluye al Urial (O. vignei spp.) como un origen
matrilineal para el cluster A de oveja doméstica. La topologia del arbol, distancia y tiempos
de divergencia también excluyen al Argali (O. ammon spp.) como ancestro materno de O.
aries. Las distancias genéticas y los datos moleculares basados en la region control y
secuencias codificadoras de proteinas del ADNmt proveen de fuerte evidencia de
domesticacion a partir de dos subespecies de Muflon (Hiendleder ez al., 2002).

Complementariamente al uso del ADNmt para el estudio genético de poblaciones, se ha
probado la utilidad de los marcadores microsatélites para establecer las interrelaciones
genéticas dentro y entre diferentes poblaciones (Diez-Tasco ef al., 2000; Arranz ef al.,
2001) indicando que los microsatélites son utiles para rastrear cambios relativamente
recientes en la estructura de las poblaciones.

Los parentescos genéticos entre poblaciones de ovejas Merino han sido investigados
usando microsatélites (Diez-Tasco ef al., 2000), para determinar su utilidad en el
seguimiento de diferencias cuando las poblaciones se derivan de la misma raza en una
escala de tiempo relativamente corto. Todas las poblaciones exhibieron diversidad genética
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similar, indicando que la variacion presente dentro de las poblaciones origen se ha
mantenido en las poblaciones que se han derivado de ellas.

En otro estudio similar, analizando la variabilidad genética en ovejas de razas espafiolas
Churra, Lacha, Castellana, Rasa-Aragonesa y Merino (Arranz ef al., 2001), el analisis
filogenético mostré un notable patréon de agrupamiento racial, tomando en cuenta el
parentesco cercano entre las razas espafiolas analizadas. 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 espafiolas 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 espafiolas, sugiriendo un flujo de genes mas
grande entre Churras y otras ovejas espafiolas.

Los datos disponibles hasta el presente en estas lineas de investigacion son indicativos de
que el uso del D-Loop y los microsatélites funcionan como herramientas complementarias
para proveer de informacion genética valiosa, lo cual puede ayuda a clarificar y analizar los
origenes e interrelaciones genéticas existentes dentro y entre poblaciones o razas, y
contribuir con la caracterizacion y conservacion de las razas criollas.

1.1.5. Analisis Filogenéticos

La medicion de la diversidad genética entre poblaciones se suele hacer mediante las
medidas de distancias genéticas. Las distancias se basan en la teoria clasica de genética de
poblaciones, segin la cual una poblacion o raza puede ser definida mediante las frecuencias
alélicas que se segregan en dicha poblacion.

No existe un consenso general sobre cual de las distintas medidas de distancia genética es
la mas apropiada para analisis de poblaciones dentro de especies, como es el caso de razas
de animales domésticos. No obstante, las correlaciones entre varias medidas de distancia
generalmente son bastante altas, particularmente cuando se aplican a poblaciones locales.
La distancia estandar de Nei (Nei, 1972) ha sido la mas usada en estudios de evolucion
genética de poblaciones naturales. Las medidas de distancia basadas en el estadistico Fst de
Wright (Reynolds, 1983) son mas apropiadas para procesos evolutivos a corto plazo, como
es el caso de divergencia entre variedades, especialmente si el tamafio efectivo de las
poblaciones varia en el tiempo y entre razas (Nei, 1984).

Puesto que las propiedades matematicas y las bases biologicas de las distintas medidas de
distancia genética difieren, es comprensible que el uso de las mismas pueda conducir a
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diferentes interpretaciones de las relaciones filogenéticas entre varias razas, sin poder
determinar cual es la mejor "filogenia", es decir, cual de ellas se acerca mas a la realidad.
Cada método asume una serie de caracteristicas acerca de los datos y de los procesos
evolutivos que los genera, y a veces es imposible saber si las poblaciones muestreadas
retinen estas caracteristicas y si no lo hacen, cuanto se desvian de ellas. En la practica, se
aconseja calcular dos o mas distancias genéticas y examinar las similitudes y las diferencias
entre ellas, para determinar en qué grado las conclusiones obtenidas dependen de la

eleccion de la distancia genética y saber si estas conclusiones son robustas (Nei and Kumar,
2000).

El proposito de los estudios filogenéticos, entre otros, es la reconstruccion correcta de la
genealogia y la estimacion del tiempo de divergencia entre un grupo organismos. Estas
relaciones evolutivas son ilustradas a través de un arbol filogenético, que es una
representacion grafica compuesta por nodos y ramas que los interconectan. Los nodos
representan las unidades taxonémicas y las ramas definen las interrelaciones evolutivas
entre las unidades taxonOmicas en términos de ancestro-descendiente (Nei and Kumar,
2000). Las unidades taxondmicas representadas por los nodos pueden ser especies,
poblaciones, individuos o genes (Avise, 1994; Li, 1997).

A
F
B
G
M H _.— c
I \
D
E

Esquema 1.1.1. Representacion grafica de un arbol filogenético.

Los nodos en un arbol filogenético son de dos tipos: internos y externos. En el esquema
1.1.1 los nodos A, B, C, D y E son externos y representan las unidades taxonomicas bajo
comparacion, denominadas “unidades taxonémicas operacionales” (OTUs). El resto de los
nodos son internos y representan las unidades ancestrales de los OTUs (Li, 1997). Las
ramas también se clasifican en: ramas internas y externas. Por ejemplo, las ramas



principales a los nodos A, B, C, D y E son externas, mientras que las ramas internas son las
que conectan a los nodos internos (Esquema 1.1.1).

Los arboles filogenéticos pueden presentar raiz o carecer de ella. En un arbol enraizado
existe un nodo particular llamado raiz (R en el esquema 1.1.2 a) 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 (Esquema 1.1.2 b).

C

A

A

D
R

B
D E
E

a) b)

Esquema 1.1.2. Representacién grafica de un drbol con (a) o sin (b) raiz.

Un grupo o taxa se dice que es monofilético si esta derivado de un simple ancestro
comun, por ejemplo, en el esquema 1.1.1 los OTUs A y B se derivan de un ancestro comin
F. Al contrario, si se derivan de mas de un ancestro comun se denominan polifiléticos,
como se observa en el esquema 1.1.1 en donde los OTUs A y C se derivan de dos diferentes
ancestros F y H respectivamente. Un grupo o taxa se denomina parafilético si se deriva de
un ancestro comun, pero el grupo no incluye a todos los descendientes: Por ejemplo, en el
esquema 1.1.1 los OTUs A, B y E son parafiléticos, ya que no incluyen a todos los
descendientes del ancestro comin I. En estudios de sistematica, un “clado” es definido

como un grupo monofilético que incluye a todas las especies descendientes de un ancestro
comun (L1, 1997).

En estudios de evolucion y variacion genética, las secuencias de ADN son mucho més
informativas que las secuencias de proteinas porque muchos cambios a nivel nucleotidico
no se reflejan en un cambio a nivel de proteina. Ademas, una gran parte de las secuencias
de ADN no codifican proteinas y hay degeneracion del codigo genético. La variacion
genética en regiones de ADN no codificantes como intrones, regiones intergénicas, etc., o
las sustituciones nucleotidicas en las regiones codificantes, pueden ser estudiadas



unicamente mediante el analisis de las secuencias de ADN. También, las secuencias de
ADN revelan informacion detallada del grado y tipo de polimorfismos, debidos a los
mecanismos de delecién, insercion, sustitucion nucleotidica, transposicion de genes,
conversion de genes y transferencia de genes horizontales (Nei and Kumar, 2000).

Existen varios métodos estadisticos para construir arboles filogenéticos o dendrogramas a
partir de las secuencias de ADN, clasificados en métodos de caracter discreto y métodos de
distancia. La distancia genética se define como la magnitud de las diferencias génicas o
genémicas entre poblaciones y es medida con alguna cantidad numérica. El nimero de
sustituciones de nucleétidos por sitio o mimero de sustitucion génica por locus es una
medida de distancia genética (Nei, 1987). En los métodos de distancia, las distancias
genéticas (d) son calculadas y el arbol filogenético es construido usando algoritmos basados
en alguna interrelacion funcional entre los valores de distancia (Li, 1997). 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
relacion aproximadamente lineal entre la distancia evolutiva y el tiempo de divergencia
(Takesaki and Nei, 1996).

a) b) c)
‘AB YAB)C 4(ABC)D
2 2 2

Esquema 1.1.3. Construccion de un arbol filogenético por el método de UPGMA.

El método UPGMA emplea un algoritmo secuencial de agrupamiento en donde la
interrelacion topologica local esta basada en orden de similitud decreciente, es decir, en
identificar a los dos OTUs que sean mas similares, con la menor distancia (Esquema 1.1.3
a). Esta agrupacion es considerada como un simple OTU compuesto a partir del cual se
empieza un nuevo calculo y el siguiente OTU con la distancia mas pequefia es agrupado

15



con el OTU compuesto (Esquema 1.1.3 b). Este procedimiento se repite hasta contemplar
todos los OTUs bajo estudio (Esquema 1.1.3 ¢).

El principio del método de NJ supone que la tasa de evolucion no es constante entre los
diferentes linajes de estudio y se basa en encontrar continuamente "vecinos" que pueden
minimizar la longitud total de arbol (Li, 1997). El método empieza con un arbol en forma
de estrella en donde no existe agrupacion de OTUs (Esquema 1.1.4 a). El primer paso
consiste en separar un par de OTUs de todos los demas, escogidos por el valor mas
pequefio en la longitud de la rama. En este arbol so6lo hay una rama interna que conecta los
nodos X y Y, donde X es el nodo comun para los OTUs 1 y 2 (Esquema 1.1.4b) y 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 proximo par de OTUs con la suma mas pequefia en la
longitud de la rama es seleccionado para formar la siguiente ramificacion del arbol. El
procedimiento se repite hasta que todas las ramas internas son encontradas.

a) b)
8 8
7
1 7 1
6
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Esquema 1.1.4. Tlustra la construccion de un arbol filogenético por el método NIJ.

En los métodos de caracter discreto, el arbol es construido considerando las relaciones
evolutivas de las secuencias de ADN en cada sitio nucleotidico (Takesaki and Nei, 1996).
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 nimero de cambios
evolutivos para explicar las diferencias observadas entre los OTUs bajo estudio.

Para determinar el arbol de MP (Esquema 1.1.5), primero se identifican todos los sitios
informativos. Un sitio nucleotidico es filogenéticamente informativo solo si favorece
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algunos arboles sobre los otros. Debe tener al menos dos diferentes tipos de nucleodtidos 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 arbol erréneo es alta (Li,
1997). Posteriormente se determina el nimero 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.

AT
T
AGT
€T GT
& T G T A A
1 2 3 1 5 6

Esquema 1.1.5. Ilustra la construccion de un 4rbol filogenético por el método MP.

El método de méxima verosimilitud (ML) requiere un modelo probabilistico para el
proceso de substituciones nucleotidicas. Esto es, se debe especificar la probabilidad de
transicion 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 (Nei, 1987; Li, 1997).

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 (Nei, 1987).

Actualmente para realizar analisis filogenéticos a partir de un gran nimero de datos
moleculares existen programas computacionales que permiten calcular matrices de
distancia y algoritmos filogenéticos de una manera rapida (Avise, 1994). Existe una gran
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cantidad de paquetes de software, algunos de ellos gratuitos y disponibles a través de
internet  (http://evolution genetics.washington.edu/phylip/software.html). = Los  mas
comunmente empleados son PHYLIP (Joseph Felsenstein, University of Washington;
disponible en http://evolution.gs. washington.edu/), PAUP* (David Swofford, Florida State
University. Distribuido por Sinauer Associates of Sunderland, Massachussets; disponible
en http://paup.csit.fsu edu/), Mega2 (Sudhir Kumar, Koichiro Tamura, Masatoshi Nei and
Ingrid Jakobsen; disponible en http://www.megasoftware.net/), Arlequin (Laurent
Excoffier, University of Geneva, Switzerland, disponible en
http://acasunl.unige.ch/arlequin/), DnaSP (Julio Rozas and Ricardo Rozas, Universidad de
Barcelona, Espafia; disponible en http://www.bio.ub.es/-julio/DnaSP.html), BioEdit (Tom
Hall, North Carolina State University; disponible en
http://www.mbio.ncsu.edu/RnaseP/info/programs/BIOEDIT/bioedit.html), entre otros.

Considerando las caracteristicas del D-Loop como herramienta util en el estudio genético
de poblaciones, en el presente trabajo se utilizo la secuencia completa de dicha region
(Wood and Phua, 1996; Hiendleder ef al., 1998b, 1999) para evaluar el origen y relaciones
genéticas de la oveja criolla mexicana (Ovis aries) con la finalidad de aportar mayor
informacion y contribuir con el estudio y conservacion de este recurso genético animal.

1.1.6. Justificacion

La oveja criolla mexicana (OCM), al igual que otros recursos genéticos pecuarios del
pais, esta en riesgo de iniciar un proceso de extincion por sustitucion genética al aumentar
la frecuencia de genes exoOticos -absorcion y reemplazo por razas comerciales
especializadas- en los rebafios con fines de incrementar la productividad. Como especie
local, ademas de su adaptabilidad a diversas condiciones del medio ambiente (clima,
topografia, alimentacion, parasitos, etc) es importante desde el punto de vista ecologico y
de diversidad genética. Ademas de ser parte de costumbres y tradiciones agricolas, cumple
un importante papel como medio de subsistencia de gran nimero de familias del sector
rural.

La importancia del estudio de la OCM radica en conocer su diversidad genética, las
posibles interrelaciones existentes entre las diferentes poblaciones y qué tan variables u
homogéneas pueden ser en base a su localizacion. En este sentido, constituye un recurso
que puede presentar caracteristicas genéticas de resistencia natural a las condiciones del
medio ambiente, representando una fuente de germoplasma valioso y potencial para la
identificacion de genes importantes para la industria pecuaria, médica y biotecnologica.
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Todo ello permitiria una mejor adecuacion a condiciones agroecologicas, culturales y
economicas, asi como al mejor uso de este recurso genético animal.

Este trabajo representa una contribucion al estudio del patrimonio gendémico nacional
para el rescate, preservacion, manejo y explotacion racional de recursos genéticos
autoctonos, indispensables para impulsar el desarrollo de una ganaderia competitiva y una
industria pecuaria nacional. Los resultados generados constituiran un punto de partida para
el estudio y caracterizacion genética de la oveja criolla.
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1.2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

1.2.1. HIPOTESIS

Debido a que las poblaciones de oveja criolla mexicana se originaron a partir de una
muestra de ovejas de razas ibéricas introducidas en la colonia, podria esperarse la existencia
de un namero reducido de haplotipos ancestrales, los cuales probablemente no se
encuentren en las poblaciones comerciales contemporaneas.

1.2.2. OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar el origen y las relaciones genéticas de la oveja criolla mexicana (Ovis aries) en
comparacién con otras poblaciones descritas, utilizando como marcadores genéticos la
secuencia de nucledtidos del D-Loop del ADN mitocondrial y el polimorfismo del gen de la
Citocromo Oxidasa 1 (COI).

Objetivos Particulares

a) Obtener muestras de ADN de variedades de oveja criolla mexicana procedentes del
sur, centro y costa este del pais.

b)  Amplificar el D-Loop por medio de la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y un segmento incluyendo parte del gen COL.

c) Obtener la secuencia de nucledtidos del D-Loop y evaluar el polimorfismo del gen
COI por PCR-RFLP’s.

d) Determinar el nivel de diversidad genética presente en las variedades de oveja criolla
mexicana muestreadas.

e) [Establecer los origenes y analizar las relaciones filogenéticas de las variedades de
oveja criolla mexicana muestreadas y ovejas de otras poblaciones previamente
descritas.
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1.3. METAS.

Con la finalidad de conocer los niveles de diversidad genética en ovejas criollas
mexicanas, su origen y las relaciones genéticas que guardan entre si y con las razas
comerciales, se obtuvieron muestras sanguineas de poblaciones del sur (Chiapas),
centro (Morelos y Puebla) y costa este (Hidalgo y Veracruz) del pais. A partir de cada
una de las muestras se obtuvo el ADN total.

Para evaluar el origen de la oveja criolla mexicana, en todas las muestras obtenidas
(N=152) incluidas ovejas mestizas y de razas comerciales, se amplific6 por PCR un
segmento de 1053 pares de bases del gen COI. Este fragmento fue digerido con la
enzima de restriccion Hinfl que permite distinguir entre haplotipos europeos (B) y
asiaticos (A).

Para establecer los niveles de diversidad y las relaciones genéticas que guardan entre
si las ovejas criollas mexicanas y con respecto a razas comerciales previamente
descritas, se amplifico en al menos 10 individuos por region, la totalidad del D-Loop, el
cual fue secuenciado en ambas direcciones.

A partir de las secuencias se identificaron los diferentes haplotipos, estableciéndose
los niveles de diversidad nucleotidica presentes en cada grupo genético
Adicionalmente se calcularon las distancias genéticas entre los haplotipos identificados
y con respecto a los encontrados en la base de datos del GenBank. Con esta informacion
se construyeron dendrogramas, mostrando las relaciones genéticas y evolutivas que
guardan todos los haplotipos entre si.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1. PCR-RFLP’s (Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccion) del
gen COL

2.1.1. Material biolégico.

Se emplearon 152 muestras de sangre periférica colectadas en tubos con EDTA obtenidas
de OCM procedentes de cinco estados del pais; asi como también de ovejas mestizas y de

razas comerciales procedentes de granjas rurales, académicas y/o comerciales (Cuadro
2110

Cuadro 2.1.1. Procedencia de las muestras

Oveja Nuamero Procedencia / raza Identificacion*
43 Chiapas OCCO01 a OCC43
17 Puebla OCPO1 a OCP17
Criolla 6 Morelos OCMOI a OCMO6
N =106 2 Hidalgo OCHO1. OCHo02
3 Veracruz OCVO01, OCV02, OCV03
35 Hidalgo-Veracruz OCHVOI1 a OCHV353
Mestiza 23 Suffolk/criolla de Morelos OMMO1 a OMM23
6 Black Belly OBB01 a OBB06
Raza pura
15 Pelibuey OPPO1 a OPP15
N=23
2 Merino OMEO1, OMEO02
Total 152

* OCC: oveja criolla de Chiapas, OCP: oveja criolla de Puebla, OCM: oveja criolla de Morelos, OCH: oveja criolla de Hidalgo, OCi*
oveja criolla de Veracruz, OCHV: oveja criolla de Hidalgo-Veracruz, OMM: oveja mestiza Suffolk/criolla de Morelos, OBB: oveja Black
Belly. OFPP: oveja Pelibuey, OME: oveja Merino.

Como se indica en el cuadro 2.1.1, las ovejas criollas fueron muestreadas en los estados
de Chiapas (Altos de Chiapas), Morelos (Coajumulco), Puebla (Tepexi de Rodriguez.
Huacalzingo y Moralillo), Hidalgo (Valle del Mezquital) y Veracruz (Sierra de Zongolica).
Cabe destacar que las muestras identificadas como “Hidalgo-Veracruz” (OCHV)
corresponden a ovejas criollas descendientes de animales criollos de dichos estados y que
no fue posible confirmar su ascendencia exacta.
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2.1.2 Purificacion de 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 verificd por electroforesis en
geles de agarosa al 1% + TBE 1X (anexo 2) utilizando como marcador de peso molecular
ADN del bacteriofago A digerido con BstEIl (A/BstEIl 100 ng/pl), tefiidos con bromuro de
etidio y visualizados con luz ultravioleta (UV) en un fotodocumentador UVP mod.
White/UV TMW-20 Transiluminator. La concentracion de ADN se determindé en un
fluorometro Hoefer DyNA Quant 200 (Low Range, 10 — 500 ng de concentracion final de
ADN) siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 3).

2.1.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para la reaccion de PCR se utilizo como molde el ADN total purificado para amplificar
un segmento incluyendo parte (58.7 %) del gen COI (5,332 a 6,876) del ADNmt ovino.
Para amplificar un segmento de 1053 pb donde se encuentra el sitio polimorfico de
reconocimiento para la enzima Hinfl en la posicion 5562-5566 del gen COI, se empleo un
par de iniciadores; COIF (**® 5> GCAGAGTTTGAAGCTGCT 3’) y COIR (*** §°
AGCTGACGTGAAGTAAGC 3’) en direcciones “forward” y “reverse” respectivamente
(Hiendleder et al., 1999). Para cada uno de los iniciadores se indica la posicion
correspondiente en la secuencia completa del ADNmt ovino (Hiendleder er al., 1998b).

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a
94°C/3’; 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/30’’, alineacion a 56°C/30°” y extension a
72°C/1°; y 1 ciclo de extension final a 72°C/3°. La reaccion se realizd en 20 pl
conteniendo: 80 ng de ADN molde, 0.5 pM de ambos iniciadores, 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 KCl, 10 pg/ml
de gelatina, 1.5 mM MgCl) y 2.5 U de Taq DNA Polimerasa (Biotecnologias
Universitarias, México D.F.) (anexo 8). Las reacciones se realizaron en un termociclador
Omn-E de HYBAID limited, mod. HBTREO2HL110. La evaluacion de los productos de
PCR se realizo 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/BstEII (100
ng/ul) y visualizados con luz UV.
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2.1.4. Digestion de productos de PCR.

Para la digestion se utilizo la enzima Hinfl (BioLabs) (Haemophilus influenzae Rf) como
lo reportado por Hiendleder ef al. (1999), cuya diana de reconocimiento es la siguiente
secuencia:

5" GIANTC 3
3 CTNATG 5°

Las condiciones de digestion fueron las siguientes: S ul de producto de PCR, NE Buffer2
1X (50mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10mM MgCl,, 1mM dithiothreitol pH 7.9),
espermidina 1 mM (Sigma-Aldrich) y 2 U/Rx (unidades por reaccion) de enzima Hinfl en
un volumen total de 20 pl (anexo 9). Las condiciones de temperatura para la reaccion de
digestion se proporcionaron mediante bafio maria a 37°C durante 12 a 16 horas.

2.1.5. Analisis de PCR-RFLP’s.

Los productos de digestion se evaluaron por electroforesis en geles de agarosa al 3 % +
TBE 1X (anexo 2) con bromuro de etidio (10 mg/ml), usando como marcadores de peso
molecular el ADN pBR322 digerido con Mspl (pBR322/Mspl 50 ng/ul) y el ADN A/BstElI
(100 ng/ul), conjuntamente con una muestra del producto amplificado sin digerir y
visualizados por luz UV. El patron de fragmentos obtenidos por electroforesis, luego de la
digestion, mostro el haplogrupo especifico (Asiatico —A- o Europeo —B-) al cual pertenecen
las muestras analizadas. En el caso de haplogrupo A, el fragmento de 1053 pb genero luego
de la digestion, tres fragmentos: 836 pb, 144 pb y 73 pb. Para el haplogrupo B la digestion
del mismo fragmento de 1053 pb resultd en cuatro fragmentos: 477 pb, 359 pb, 144 pb y 73
pb. Los fragmentos de 144 y 73 pb son comunes a ambos haplogrupos.

2.2. SECUENCIACION DEL D-LOOP.
2.2.1. Material Biologico.

Se seleccionaron, del total de muestras procesadas (Ver 2.1.1 y cuadro 2.2.1), 33
muestras de ADN de ovejas criollas mexicanas no emparentadas, procedentes de los
estados muestreados.

2.2.2. Purificacion de ADN total.

Ver el procedimiento descrito en el punto 2.1.2.
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Cuadro 2.2.1. Muestras seleccionadas para secuenciacion

Procedencia Num. Identificacién*

Chiapas 10 8832}; 88833885;3 OCC16, OCC17, OCC27, OCC34,

Pucbla 10 OCP01, OCP02, OCP03, OCP04, OCP05, OCP06, OCPO7,
OCP10, OCP13, OCP14

Morelos 3 OCM01, OCMO02, OCMO5

Hidalgo 2 OCHO1, OCH02

Veracruz 3 OCV01, OCV02, OCV03

Hidalgo-Veracruz 5 OCHV28, OCHV29, OCHV30, OCHV33, OCHV34

Total 33

* OCC: oveja criolla de Chiapas, OCM: oveja criolla de Morelos, OCH: oveja criolla de Hidalgo, OCV: oveja criolla de Veracruz.
COCHYV: oveja criolla de Hidalgo-Veracruz, OCP: oveja criolla de Puebla.

2.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para la reaccion de PCR se utilizo como molde el ADN total purificado para amplificar
el D-Loop. Para ello se emple6 un par de iniciadores: Mit3 (%
ATATACTGGTCTTGTAAACC) en “forward” y Mit4 (** AGGCATTTTCAGTGCCTTG)
en “reverse”, que se localizan en los genes de ARN de transferencia para prolina v
fenilalanina, respectivamente. Para cada uno de los iniciadores se indica la posicion
correspondiente para la secuencia completa del ADNmt (Hiendleder e al., 1998b).

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 62°C/30’’ y extension a
72°C/17; y 1 ciclo de extension final a 72°C/3’. La reaccion de amplificacion se realizo en
20 ul conteniendo: 80 ng de ADN molde, 0.5 pM de ambos iniciadores, 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
png/ml de gelatina, 1.5 mM MgCl;) y 2.5 U de Taq DNA Polimerasa (Biotecnologias
Umversitarias, México D.F.) (anexo 4). Las reacciones se realizaron en un termociclador
Omn-E de HYBAID limited, mod. HBTREO2HL110. La evaluacion de los productos de
PCR se realizo por electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % + TBE 1X (anexo 2)
utilizando como marcador de peso molecular el ADN A/BstEIl (100 ng/ul), tefidos con
bromuro de etidio y visualizados con UV.
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2.2.4. Purificacion de fragmentos amplificados.

Los productos amplificados de PCR se purificaron luego de electroforesis en geles de
agarosa al 0.8 % + TAE 1X (anexo 2), empleando como marcador de peso molecular el
ADN A/BstEIl (100ng/pl), tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con UV. Los
fragmentos se cortaron del gel para su purificacion mediante silica o método de “perlas”
(Boyle and Lew, 1995) segun procedimiento anexo (anexo 5), y posteriormente se evaluo
su integridad por electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % + TBE 1X (anexo 2). La
concentracion del fragmento de ADN se determind en un fluorometro (Hoefer, DyNA
Quant 200) siguiendo las instrucciones del proveedor (anexo 3).

2.2.5. Obtencion de la secuencia.

El fragmento purificado de ADN se empled como molde para obtener la secuencia de
nucleétidos correspondientes al D-Loop ovino completo (O. aries). Para la reaccion de
secuencia se uso el método de terminacion 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 completa del D-Loop en cada individuo, se utilizaron los
siguientes iniciadores: Mit3 y Mit4 como externos, MitO1F, MitO2F y MitO1Rv como
internos. En caso de ser necesario se emplearon los iniciadores internos MitO3F vy
MitO2Rv (Cuadro 2.2.2). Los iniciadores internos se disefiaron utilizando el alineamiento
de las secuencias completas del D-Loop de O. aries reportadas y depositadas en el
GenBank mediante el programa Multalin: Multiple Sequense Alignment (Corpet, 1988), y
el Software Primer Designer version 1.02 (Scientific and Educational Software, 1990).

Cuadro 2.2.2. Iniciadores utilizados en la reaccion de secuenciaciéon

Tipo Direccion Nombre Secuencia Posicién*

. Forward Mit3 ATATACTGGTCTTGTAAACC 15,321
Reverse Mit4 AGGCATTTTCAGTGCCTTG 26

MitO1F GGACAYGAGCGTTCATAAAC 15,592

Forward MitO2F CACTTCACTGAAGCATGTAG 15,936

Interno MitO3F TTAACTGCATCTTGAGCATC 16,373

Reverse MitO1Rv GACACCACAGTTATGTTAGG 16,263

MitO2Rv TGTACTATGTACGGTCAAGC 15,987

* posicion correspondiente para la secuencia completa del ADN mitocondrial ovino
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La reaccion de secuencia se trabajo 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 seglin protocolo anexo (anexo 7). El volumen recuperado se coloco en un
concentrador de ADN (Automatic SpeedVac mod. VR1) hasta secarse completamente
(aproximadamente 45 minutos). 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.

2.2.6. Analisis de las secuencias.

Las secuencias de cada muestra se registraron de forma electronica y en
electroferogramas impresos. El primer paso del analisis fue identificar la calidad de las
secuencias, lo que requiri6 editar los errores presentados en la lectura original a partir de la
identificacion de nucledtidos no definidos en los electroferogramas, conservando las
regiones de secuencia de calidad. Se utilizaron los programas Chromas version 1.62
(Technelysium, Pty Ltd) (http://www.technelysium.com.au/chromas.htm!),  Aling
(Scientific and Educational Software, PA USA) y MultAlin: Multiple Sequense Alignment
(Corpet, 1988) (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). Las lecturas
obtenidas de las cadenas “forward” y “reverse” luego de su edicion y analisis, se
empalmaron para construir la secuencia consenso del D-Loop empleando la subrutina
Contig Manager del programa DNAsis for Windows version 2.6 (DNA and Protein

Sequense Analisis System. Hitachi Software Engineering Co., Ltd. Copyright © 1994-
1998).

2.2.7. Identificacion de haplotipos.

La identificacion de los diferentes haplotipos presentes en el D-Loop de las variedades de
OCM analizadas se realizO mediante la alineacion multiple de las secuencias en los
programas Aling (Scientific and Educational Software. PA USA) y MultAlin (Corpet,
1988) (http:/prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) 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 region se analizd comparando las
diversas sustituciones nucleotidicas a lo largo de la secuencia de los diferentes haplotipos.



2.2.8. Analisis filogenético de las variedades de oveja criolla mexicana.

Con la finalidad de estudiar el origen y las relaciones genéticas de la oveja criolla
mexicana se compararon los haplotipos encontrados en las 33 muestras analizadas con los
haplotipos correspondientes al D-Loop previamente reportados en ovejas domésticas de
diferentes origenes, disponibles en la base de datos del GenBank. Igualmente se
incorporaron en el analisis secuencias de ovejas de especies silvestres obtenidas del
GenBank.

Los nimeros de acceso (indicados entre paréntesis) de las secuencias que se emplearon
para el analisis son: Haplogrupo B (europeo): Merinolandschaf: ALO1 (AF010406), AL02
(AF039577); Kivircik: TUOI (AY091495); Daglic: TU02 (AY091496); Akkaraman: TUO3
(AY091497); Edilbey: KAO1 (AY091499); Rasa Aragonesa: ES (L29055); Awassi: SI
(AF089809); ovejas Neocelandesas: NZ01 (Z35239), NZ02 (Z35259), NZ03 (Z35235),
NZ04 (Z35232), NZ05 (Z35236), NZ06 (Z35267), NZ07 (Z35241), NZ08 (Z35234), NZ09
(Z35257), NZ10 (Z35233), NZ11 (Z35240), NZ12 (Z35238), NZ13 (Z35249), NZ14
(Z35237), NZ15 (Z35248), NZ16 (Z35263), NZ17 (Z35266), NZ18 (Z35293), NZ19
(Z35262), NZ20 (Z35231), NZ21 (Z35228), NZ22 (Z35229), NZ23 (Z35268), NZ24
(Z35265).

Haplogrupo A (asiitico): Merinolandschaf: ALO03 (AF010407); Gizarr: TA
(AY091498); Astrachan: KA02 (AY091500); ovejas Neocelandesas: NZ25 (Z35244),
NZ26 (Z35243), NZ27 (235250), NZ28 (Z35255), NZ29 (Z35264), NZ30 (Z235256), NZ31
(Z235230), NZ32 (Z35251), NZ33 (Z35253), NZ34 (Z235258), NZ35 (Z35252), NZ36
(Z35245), NZ37 (235246), NZ38 (Z35247), NZ39 (Z35242).

Para las especies de oveja silvestre se utilizaron: O. musimon. OmO1 (AF039579),
Om02 (AY091487), Om03 (AY091488); O. vignei bochariensis: Ovb01 (AF039580),
Ovb02 (AY091490), Ovb03 (AY091491); O. vignei arkal: Ova (AY091489); O. ammon
ammon: Oaa (AF242347); O. ammon darwini: Oad (AF242348); O. ammon collium: Oac
(AY091492); O. ammon nigrimontana: Oan01 (AY091493), Oan02 (AY091494) y O.
canadensis canadensis: Occ (AY091486).

Para analizar las relaciones filogenéticas se realizo la alineacion multiple en el programa
ClustalW 1.8 (Thompson ef al., 1994) de los haplotipos identificados en OCM vy las
secuencias antes mencionadas. El resultado del alineamiento se analizé en el paquete de
computacion PHYLIP version 3.57 (Felsenstein, 1995). Primeramente, las distancias
genéticas entre las diferentes secuencias se calcularon por el modelo de 2 parametros de
Kimura (Kimura, 1980), empleando la subrutina DNADIST. Con los valores de distancias
genéticas se construyeron dendrogramas por el método de "neighbor-joining" (Saitou and
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Nei, 1987) utilizando la subrutina NEIGHBOR. La confiabilidad en la topologia del arbol
se calculd con 1000 réplicas generadas por el método de "bootstrapping" (Felsenstein,
1985) dentro de la subrutina SEQBOOT. El arbol consenso se obtuvo por el método
"Majority rule" (Margush and McMorris, 1981), empleando la subrutina CONSENSE. La
grafica del arbol se obtuvo por medio del programa "Tree View", version 1.2 (Page, 1996).

Adicionalmente se realizaron alineamientos multiples en el programa ClustalW 1.8
(Thompson ef al., 1994) incluyendo diferentes subpoblaciones (Europeas + OCM /
europeas + OCM + asiaticas / europeas + OCM + asiaticas + silvestres) para analizar el
polimorfismo de ADN en la secuencia completa del D-Loop. Para ello se identificaron los
sitios polimorficos en forma manual mediante los alineamientos y luego se observo, para su
confirmacion, con el programa BioEdit (Hall, 1999).

Con el programa Mega2 (Kumar ef al, 2001) se calcularon las distancias genéticas
promedio dentro y entre subpoblaciones de oveja doméstica (Europa, Asia y México) y
ovejas silvestres, la diversidad promedio intra e interpoblacional y el coeficiente de
diferenciacion. Se emplearon tres diferentes modelos de distancia a modo de comparacion
(2 parametros de Kimura (1980), Tamura y Nei (1993), Tajima y Nei (1982)) y el error
estandar se calculo por Bootstrap (500 réplicas).

Utilizando el programa DnaSP (Rozas and Rozas, 1999) se obtuvieron los valores de
diversidad nucleotidica (m) y polimorfismo nucleotidico (8) a diferentes niveles

(subpoblaciones), y el resultado de la prueba de neutralidad mediante la prueba de Tajima
(Tajima, 1989).
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I1I. RESULTADOS

3.1. PURIFICACION DE ADN TOTAL.

Se obtuvo ADN total a partir de las 152 muestras de sangre ovina colectadas (ver Cuadro
2.1.1). El rendimiento promedio obtenido a partir de 2 ml de sangre por muestra fue de
33.57 pug de ADN total. Todas las integridades fueron Optimas al no observarse barridos
indicativos de degradacion del material genético (Figura 3.1.1).

Figura 3.1.1. Integridad del ADN total. El carril 1 muestra el marcador de peso molecular ADN ABstEIL En los carriles
2A al 6A y 2B al 4B se observan integridades del ADN total en oveja criolla de Chiapas.

3.2. PCR-RFLP’s.
3.2.1. Amplificacién del gen COL

En la Reaccion de PCR para la amplificacion del gen COI se observo la amplificacion de
un fragmento unico de aproximadamente 1053 pb (Figura 3.2.1).

1264 pb
e —» COI (1053 pb)

Figura 3.2.1. Amplificacion del gen Citocromo Oxidasa I (COI). El carril 1 muestra el marcador de peso molecular DNA
ABstEIL Del carril 2 al 8 se muestra la amplificacion del gen COI en oveja criolla de Chiapas y Morelos.



3.2.2. Analisis de PCR-RFLP’s.

El analisis de los patrones de fragmentos generados por PCR-RFLP’s de las variedades
de OCM examinadas revelaron fragmentos Hinfl polimorficos que corresponden con el
haplogrupo europeo (tipo B), observandose fragmentos de 477 pb y 359 pb especificos de
este haplogrupo, y fragmentos de 144 pb y 73 pb comunes a ambos haplogrupos (asiatico y
europeo) (Figura 3.2.2).

1 2 3 4 § 6 7 8 9

527 pb 477 pb
404 pb 359 pb
147 pb 144 pb
76 pb 73 pb

Figura 3.2.2. Productos de PCR gen COI digerides con Hinfl. Los carriles 1 y 8 muestran el marcador de peso molecular
ADN pBR322/Mspl, y ADN ABstEIl en el carril 9. Del carril 2 al 6 se muestran los patrones de fragmentos Hintl
(haplogrupo europeo) en oveja criolla de Puebla. En el carril 7 se muestra el gen COI (1053 pb) sin digerir.

Al analizar el resto de las muestras, representadas por ovejas mestizas Suftolk/criolla v
ovejas de raza Pelibuey, BlackBelly y Merino; se observo la presencia del patron de
fragmentos Hinfl correspondiente al haplogrupo asiatico (tipo A) en dos individuos: una
oveja Blackbelly y una Meiino (Figura 3.2.3). En este caso, el fragmento de 1053 pb
gener6 luego de la digestion, tres fragmentos: 836 pb, 144 pb y 73 pb. El resto de ovejas
presentaron, al igual que las OCM, el patron caracteristico del haplogrupo europeo (tipo B).

1 2 3 4 6 7 8 9

836 pb

144 pb

73 pb

Figura 3.2.3. Productos de PCR gen COI digeridos con Hinfl. Los carriles 1 y 9 muestran el marcador de peso molecular
ADN pBR322/Mspl, y ADN ABstEIl en el carril 8. En los carriles 2, 3, 4 y 6 se muestra el patron de fragmentos Hintl en
oveja BlackBelly haplogrupo europeo y en el carril 5 el haplogrupo asiatico. El carril 7 muestra el gen COI (1033 pb) sin
digerir.
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3.3. SECUENCIACION DEL D-LOOP.
3.3.1. Amplificaciéon y purificacion del D-Loop.

En la Reaccion de PCR para la amplificacion del D-Loop se observo un fragmento
predominante de aproximadamente 1300 pb (Figura 3.3.1).

Figura 3.3.1. Amplificacion del D-Loop ovino. El carril 1 muestra el marcador de peso molecular ABstEIL Del carril 2 al
6 se muestran los fragmentos amplificados de aproximadamente 1300 pb en oveja criolla de Chiapas.

En algunas de las amplificaciones para purificacion de fragmentos se observo una banda
de menor tamano y menos densa, muy proxima a la banda predominante representativa del
D-Loop y que puede corresponder a ADNmt heteroplasmico con un menor numero de
repetidos. Para la purificacion se considero la banda predominante, la cual es representativa
del ADNmt total en cada una de las muestras analizadas (Figura 3.3.2). En la evaluacion de
fragmentos, después de la purificacion, se observo una sola banda (Figura 3.3.3).

D-Loop

Figura 3.3.2. Purificacion del D-Loop ovino. El carril 1 muestra el marcador de peso molecular DNA ABStEIL Los
carriles 3 y 4 muestran fragmentos amplificados de oveja criolla de Chiapas de aproximadamente 1300 pb.
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1371 pb
1264 pb

Figura 3.3.3. Evaluacion de fragmentos purificados. El carril 1 muestra el marcador de peso molecular DNA ABstEIL Del
carril 2 al 5 se muestran la integridad de los fragmentos purificados en oveja criolla de Chiapas.

3.3.2. Secuenciacion de fragmentos amplificados.

A partir de los fragmentos purificados se obtuvieron las secuencias parciales para ambas
cadenas. Los electroferogramas generados se utilizaron para evaluar la calidad de las
secuencias mediante la legibilidad de las mismas y editar los errores de lectura reduciendo
el namero de nucleotidos no definidos. A partir de las secuencias parciales obtenidas en
ambas direcciones (cinco secuencias por individuo) se construyeron las secuencias
consenso del D-Loop en cada individuo (Figura 3.3.4).

Tareget Directory : 0C27
Sequence Humber ]
Existing Group(s) : 1

Ko. File Houe L a4 45E V3 e 1221k
1 O027NMI~3.5ED
Z DCZTHI-G.3EQ -
3 0C27NI~5.6EQ .
4 OCZTHI-4.5E0
H
g

W

A

QC27THI-2.5EQ
JE27MI- 1. 3EQ

A

' J

TonEaneus Seqasnne

S
B

Figura 3.3.4. Mapa del empalme de secuencias realizado para el individuo OCC27 (Chiapas), en donde se observan tres
secuencias en direccion forward y tres en reverse (Ver cuadro 2.2.2) v la secuencia consenso final,

Se obtuvo una longitud total de 1180 pb correspondientes al D-Loop completo, a
excepcion de un individuo con 1181 pb (Cuadro 3.3.1). Todas las muestras analizadas
presentaron 4 repetidos en tandem de 75 nt de longitud cada uno.

e
(8]



Cuadro 3.3.1. Identificacion de muestras secuenciadas

Procedencia Muestra* Longitud consenso
0Cceol 1180 nt
0CCco9 1180 nt
0CcCl5 1180 nt
0OCCl6 1180 nt

. occl17 1180 nt
Chiapas

0ce27 1180 nt

0CC34 1180 nt

0CC37 1180 nt

0CC39 1180 nt

0CC40 1180 nt

Hid algo OCHO1 1180 nt

OCHO02 1180 nt

oCcvol 1180 nt

Veracruz oCcvo2 1180 nt

0CVo3 1180 nt

OCMO1 1180 nt

Morelos 0OCMO02 1180 nt

OCMO5 1180 nt

OCHV2§ 1180 nt

OCHV29 1181 nt

Hidalgo-Veracruz OCHV30 1180 nt

OCHV33 1180 nt

OCHV34 1180 nt

OCPO1 1180 nt

0CPO2 1180 nt

OCP03 1180 nt

OCP04 1180 nt

QCP05 1180 nt

Pl OCPOG 1180 nt

OCP0O7 1180 nt

OCP10 1180 nt

0OCP13 1180 nt

OCP14 1180 nt

* OCC: oveja criolla de Chiapas, OCH: oveja criolla de hidalgo, OCV: oveja criolla de Veracruz. OCAL: oveja criolla
de Morelos, OCHV: oveja criolla de Hidalgo-Veracruz, OCP: oveja criolla de Puebla, nt: nucledtidos

3.3.3. Analisis filogenético de las variedades de oveja criolla mexicana.

El analisis de alineamiento de las 33 secuencias del D-Loop de las variedades de oveja
criolla mexicana estudiadas evidencio 21 haplotipos diferentes (Numeros de acceso al
GenBank: AY582800-AY582820. Ver anexo 10), de los cuales solo 7 se presentaron en
mas de una oveja (HP02: 18.18 %; HP04: 9.09 %; HPOS, HP0O7, HPO8, HP12 y HP17: 6.06
% c/u) y 14 en una sola oveja (3.03 % c/u) (Cuadros 3.3.2 y 3.3.3).



Se observaron 29 sitios polimorficos de tipo transicional a lo largo de la secuencia
completa del D-Loop, de los cuales 17 (58.62 %) se presentaron dentro de la zona de
repetidos; no hubo transversiones. Ademas, se presentd un sitio de insercion (0.085 %) de
un solo nucleétido en uno de los haplotipos (HP09) (Cuadro 3.3.2). El porcentaje de
polimorfismo observado fue de 2.46 % (29/1180). Las diferentes sustituciones
nucleotidicas y sus posiciones se muestran en el cuadro 3.3.4. En el cuadro 3.3.6 se
presentan las distancias genéticas y el nimero absoluto de diferencias nucleotidicas entre
los 21 haplotipos identificados en el D-Loop de OCM.

La composicion de bases de la secuencia consenso (Anexo 11) fue de: 32.97 % Adenina
(389/1180), 22.46 % Citosina (265/1180), 14.49 % Guanina (171/1180) y 30.08 % Timina
(355/1180).

Cuadro 3.3.2. Haplotipos y sitios polimorficos presentes en el D-Loop de las variedades de oveja criolla mexicana
estudiadas

Sitios Polimdrficos
HP| Secuencias |8 2 I 2R B2 ERBEBEESECEESEEEETESSIIOE
RBE2 88N DB a3 e BB ERBERE RN
i1l |OCCol T « A G T AT A T I ¢ T A\ I« G 1 I € 1 I« A L
i (DL 09, OCCLS, OCCLT,
= locpos, OCP13, OCP14
(13 |OCVo3 I
(4 |OCPOS, OCPOT7, OCP10 G 1
05 |O0C27, 0CC34 T T
06 |OCVO1 L& 1
07 100MO1, OCHV3Y G 1
03 |OCMOZ, OCMOS5 G C 51 vk
09 |OCHV29 T
10 |OCHV30 G T C
11 |oCPod T C
12 |0CC16, OCV02 e T T
13 [0CC37 g 2 -T L
14 |0OCC39 c T © T
15 |OCPO1 2 T T (
16 |OCHOL C g5
17 |OCPOZ, OCPO3 c € A T:
18 |OCHV28 G T T
19 [OCHV33 3 c T '€ T e
20 |OCC40 C T C &
21 |OCHO2 A T & (i A g: T € G 1
CONsenso 1 ¢ a g t ¢ a t a 1t t ¢ t a t ¢ g t 1 [ i C i a o c -

HP | haplotipo, OCC: oveja criolla de Chiapas, OCP: oveja criolla de Puebla, OCV” oveja cnolla de Veracruz, OCH: oveja criolla de Hidalgo, OCHP oves
enolla de Hidalgo- Veracruz, OCM: oveja criolla de Morelos



En cuanto a la distribucion geografica de los haplotipos de OCM, 5 fueron tnicos de
Chiapas (HPO1, HPOS, HP13, HP14 y HP20), 4 de Puebla (HP04, HP11, HP15 y HP17), 1
de Morelos (HP08), 2 de Hidalgo (HP16 y HP21), 2 de Veracruz (HP03 y HP06) y 4 de
Hidalgo-Veracruz (HP09, HP10, HP18 y HP19). Hubo 3 haplotipos compartidos entre
regiones: HP02 se present6 en Chiapas y Puebla, HP12 en Chiapas y Veracruz, y HP07 en
Morelos e Hidalgo-Veracruz (Cuadro 3.3.3).

Cuadro 3.3.3. Distribucion de los haplotipos del D-Loop identificados en oveja criolla mexicana

ESTADO *
- . -Ilidn[gn- Total

Haplotipo Chiapas Puebla Morelos Hidalgo Veracruz Veracruz n (%)
HPO1 L0 " . - - : 1(3.03)
HPO2 330 3(30) # 3 . : 6 (18.18)
HPO3 " ~ s s 1(333) ’ 1(3.03)
HPO4 - 3(30) - - - - 3(9.09
HPOS 2(20) ois . 2 = . 2 (6.06)
HPOG - - . - 1(33.3) - 1 (3.03)
HPOT : 2 1(33) . . 1(20) 2 (6.06)
HPO8 - - 2(67) - - - 2(6.06)
HPO9 : . . - - 1(20) 1(3.03)
HP10 - - . - " 1 (20) 1 (3.03)
HP11 - 1(10) - - . - 1(3.03)
Hriz 1(10) - - - 1.33.3) - 2 (6.06)
HPI13 1(10) - - - = " 1(3.03)
HP14 1(10) s . . . . 1 (3.03)
HP15 - 1(10) - - - - 1(3.03)
HP16 = - - 1 (50) = - 1(3.03)
HP17 - 2(20) - 8 " . 2(6.06)
HP1S - 5 < . . 1(20) 1(3.03)
HP19 2 - . . . 1(20) 1(3.03)
HP20 1(10) - - - - - 1 (3.03)
HP21 “ ) . 1 (50) . - o 1(3.03)

Total (N) 10 10 3 2 3 5 33 (100)

* nimero de animales y porcentaje del haplotipo por estado. Se indican en negritas los haplotipos que se compartieron entre dos estados



Cuadro 3.3.4. Sustituciones nucleotidicas observadas en el D-Loop de las variedades de oveja criolla
mexicana estudiadas

Tipo de Sustitucién N° de haplotipos N° de Cambios

: ae Posicion (pb s - Porcentaje
cambio nucleotidica (D) que cambiaron sitios totales J

15,476
15,670
15,723
15,778
15,783
15,818
Tpor C 15,858
15,893
15,895
15.931
15,956
15.985
16,042
: 16.192
Transicion 15,515
15,708
15,798
CporT 15.871
15,993
16,217
16,445
15,044
15,719
A por G 15,759
15,828
16,097
15.656
G por A 16,881
16,244
Transversion - -

14 Bt 48.28

7 12 2414

5 7 17.24

Olh b | b = b o o ) e g b o = W = B B = B = O W

0 U 0.00
Total 29 4 100




La region mas polimorfica dentro de la secuencia de 1180 nt de longitud del D-Loop en
OCM se ubico 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) con 21
sitios polimorficos, representando 72.4 % (21/29) del total de sitios polimorficos
identificados. En el cuadro 3.3.5 se muestran algunos datos al respecto. En la figura 3.3.5 se

muestra la distribucion de los sitios polimorficos (S) a lo largo de la secuencia completa del
D-Loop en OCM.

Cuadro 3.3.5. Ubicacion del polimorfismo observado en la secuencia completa del D-Loop en
oveja criolla mexicana.

Extension de la Posicion dentro | Numero de sitios | Porcentaje | Tamaiio de la
region del D-Loop* polimérficos (%) *? region (pb)
15,644 a 15,993 208 a 557 21 72.4 350
15,644 a 16,097 208 a4 661 23 79.3 454
15,644 a 16,244 208 a 808 26 89.7 601
15437 a 16,610 - 1al,ls0 28 100.0 1180

1 Con relacion a la secuencia completa (16616 pb) del ADNmt ovino (Hiendleder et al. 1998b). 2 En base
a una longitud total de 1180 nt. 3. Con relacion al total de sitios polimérficos identificados (29 sitios)

0 250 500 750 1000 1250
Nucleolide Position

Figura 3.3.5. Distribucion de sitios polimorficos (S) en la secuencia completa del D-Loop en oveja criolla
mexicana. En el eje de las X's se indica la posicion nucleotidica en la secuencia de 1180 pb. En el eje de las
Y 's se indica el niimero de sitios polimdrficos.



Cuadro 3.3.6. Porcentaje de divergencia nucleotidica (diagonal inferior) y nimero absoluto de diferencias de nucledtidos
(diagonal superior) por alineamiento comparativo entre los 21 haplotipos identificados en el D-Loop de oveja criolla
mexicana (2 parametros de Kimura),

HP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

HPO1 - 1 3 3 3 4 4 5 2z s 4 5 5 5 3 5 4 : -
HPO2 .09 - 2 2 2z 3 3 4 1 4 2 3 4 a4 2 4

HPO3 .25 .17 - 2 2 3 3 4 i1 & 4 5 4 a4 2 4 ] 1
HPO4 .25 .17 .17 - 2 3 3 4 1 4 4 3 4 a 4 2 4 3 3

HPOS .25 .17 .17 .17 = 3 3 4 1 4 q 3 4 4 4 2 4 3 5 5
Hpo6 .34 .25 .25 .25 .25 - 2 3 z 5 4 , 5 5 3 5 i 5

HPe7 .34 .25 .25 .25 .25 .11 - 1 2 5 5 4 5 5 5 3 5 4 6 6 1
HPOS .42 .34 .34 .34 .34 .25 .09 - x5 6 5 6 6 6 4 6 5 :
HPOO .17 .08 .09 ,08 .09 .17 .17 .25 - % ] : 3 ¥ 3 1 3 2 a4
HP10 .42 .34 .34 .34 .34 .42 .42 .51 .25 - 3 2 6 6 4 4 6 5 7

P11 .25 .17 .34 .34 .34 .42 .42 .51 .23 .51 - § 6 6 6 4 6 5 75 13
HP12 3 25 25 2B G285 B L34 SAF 10 HE o - 1 1 1 1 3 4 (o) A
P13 .42 .34 .34 .34 .34 .42 .42 .51 .25 .51 .51 .09 - 2 2 2z 4 5 ? 7
HPI4 .42 .34 .34 .34 .34 .42 .42 .51 .2% .51 .51 .09 .17 = 4

HP1S .42 .34 .34 .34 .34 .42 .42 .51 .28 .32 .51 0% .17 .17 - 4

HP16 .25 .17 .17 .17 .17 .25 .25 .34 .0% .3:i .34 .09% .17 .17 .17 -

Hei7 .42 .34 .34 .34 .34 .42 .42 .51 .&5 .81 .51 o .34 .34 .34 .17 =

HPI8 .34 .25 .25 .25 .25 .34 .34 .42 .17 .42 .42 .34 .42 .42 .42 .25 .42 - 1
HP19 .51 .42 .42 .42 .42 .51 .51 .60 .34 .60 .80 .51 .60 .60 .60 .42 .60 .17 - 8 1
HP20 .34 .25 .42 .42 .42 .51 .51 .60 .34 .60 .42 .51 .60 .60 .60 .42 .42 .51 .68 -
P21 1.02 .93 .83 .93 .93 .68 .85 .76 .85 .93 1.10 1.02 1.10 1.10 .93 .93 .76 1.02 1.19 .85 -

Al alinear las 33 secuencias de las variedades de OCM estudiadas con una secuencia de
referencia del haplogrupo B (europea) de O. aries raza Kivircik, se observaron 37 sitios
polimorficos (Cuadro 3.3.7) a lo largo de la secuencia completa del D-Loop; 35
transicionales (94.59 %) y 2 transversionales (5.41 %), con un total de 71 cambios. Se
presentaron 5 tipos de sustituciones nucleotidicas: 4 de transicion (T/C, C/T, A/IGy G/A) y
una de tranversion (T/G), ademas de un sitio de insercion (0.085 %) de un solo nucleotido
(T) (Cuadro 3.3.8). El porcentaje de polimorfismo observado fue de 3.14 %.



Cuadro 3.3.7. Sitios polimérficos presentes en el D-Loop de las variedades de oveja criolla mexicana estudiadas con relacion a la secuencia de oveja Kivircik (AY091495)
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oveja eriolla de Veracruz, OCHV: oveja criolla de Hidalgo-Veracruz,

oveja criolla de Chiapas, OCM: oveja criolla de Morclos, CXCTT: oveja eriolla de Hidalgo, GC1:

1% haplotipo, OCC:

CICP: oveja criolla de Puebla



Cuadro 3.3.8. Sustituciones nucleotidicas observadas en el D-Loop de las variedades de oveja criolla
mexicana estudiadas con relacion a la secuencia de oveja Kivircik (AY091495)

Tipo de
cambio

Sustitucion
nucleotidica

Posicién (pb)

N¢ de haplotipos
que cambiaron

N° de
sitios

Cambios
totales

Porcentaje

Transicion

Tpor C

15,476
15,670
15,723
15,745
15,778
15,783
15,818
15,858
15,893
15,895
15,931
15,956
15,985
16,021
16,042
16,192
16,264

17

36

45.95

CporT

15,515
15,708
15,721
15,798
15,871
15,993
16,217
16,445

16

21.62

A por G

15,644
15,719
15,759
15,828
16,097

& ]

G por A

15,656
16,881
15,923
15,977
16,244

10

Transversion

GporT

16,238
16,427

— e o B e B e B e e ) = B o W R = R = B = AR = R e ] e = b=

541

Total

37

71

100

El analisis de alineamiento entre los 21 haplotipos de OCM y 32 secuencias
correspondientes a la misma region en ovejas de origen europeo (haplogrupo B),
permitio identificar 103 sitios polimorficos a lo largo de la secuencia completa del D-
Loop (Anexo 12), 98 sitios transicionales (95.15 %) y S transversionales (4.85 %),
con un total de 396 cambios y un porcentaje de polimorfismo de 8.73 %. También se
identificaron 3 sitios de insercion y 3 de delecion de un solo nucledtido y 4 eventos



de delecion de 4 nucleotidos (0.59 %), con un total de 22 indeles (Cuadros 3.3.9 y

3.3.10).

Los cambios nucleotidicos revelaron 53 haplotipos diferentes, de los cuales 32
corresponden a secuencias ya reportadas en ovejas de razas comerciales y 21 a las
secuencias de OCM (Cuadro 3.3.10). Ninguno de los haplotipos identificados en las

variedades de OCM estudiadas (HPO1 — HP21) fue compartido con las ovejas de
razas comerciales previamente reportadas.

Cuadro 3.3.9. Sitios polimérficos observados en el D-Loop de las variedades de oveja criolla mexicana
estudiadas y ovejas de razas comerciales de origen europeo (Haplogrupo B)

Tipo de Sustitucion - - N° de : N°¢ de sitios ;

cambio nucleotidica NP.de sigios eventos Porceute)e totales Poreentaje
T por C 36 141 34.62

o Cpor T 20 107 19.23
Transicion 98 95.15
AporG 28 64 26.92
G por A 14 55 13.46
GporT 2 2 1.92
) T por A 1 25 0.96

AporT 1 1 0.96
Cpor A 1 1 0.96

Total 396 100 103 100
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Cuadro 3.3.10. Haplotipos presentes en el D-Loop de OCM y ovejas de razas comerciales del haplogrupo europeo.

HP SECUENCIA

15476
15515
15530
15547
15556
15562
15588
15589
15580
15591
15618
15630
15642-43
5643
5644
15646
15647
15648
15649-50
15655
15656
15658
15670
15679
15687
15698
15708
15713
15719
15721
15723
15730
15731
15732
15742
15743
15745
15754
15759
15762
15770

00 |TUOI

01 |occol = =

02 |0CC09, 0CC15, 0CC17, ) )
OCP06, OCP13, OCP14

03 jocvos z 2

04 |OCP05, OCP07, OCP10 z G 5

05 |0CC27,0CC34 T . .

06 |oCvol .

07 |OCMO1, OCHV34 . .

08 |OCMO02,0CMO05 E z

09 |OCHV29 s =

10 {OCHV30 = -

11 {ocPo4 3 <

12 {occls, 0CVo2 i S

13 |ocesr 2 z c

14 loccse = =

15 jocpol .

16 |OCHO1 2 £

17 |OCP02, OCPO3 2 i

18 JOCHV28 - .

19 [OCHV33 2 .

20 loccao C : =

21 |ocHo2 5 I

22 [NZO1 . ;

23 |NZo2 : . T

24 |NZO3 - - GA

25 [TUO03 - 2 G

26 |KAOL ) . :

27 |TU02 - > c

28 |NZO4 = &

29 |NZ05 2 2

30 [NZO6 S = G

31 |NZo7 : . G

32 [NZos . R

33 |NZ09 = = A % G

34 [NZ10 = . A

35 [NZ11 = - A

36 |NZ12 = -

37 |NZ13 A T < .

38 |s1 . =S

39 |NZ14

40 |NZ15
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42 |NZ17
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44 INZ19

45 |ALO1 * A

46 |ALO2

47 |NZ20 : 5 y R

48 |ES T A - GG

49 |Nz21 E - A - G C

50 |NZ22 Y1 . : c

51 |NZ23 %o AT = _ G

52 |NZ24 2o G - T A -
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Continuacion cuadro 3.3.10.
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Con el fin de evaluar el origen de la oveja criolla mexicana se construyeron
dendrogramas por el método de “Neighbor-Joining” a partir de los 53 haplotipos del
haplogrupo Europeo (incluyendo los 21 haplotipos encontrados en OCM), 18
haplotipos del haplogrupo asiatico y 13 secuencias de ovejas silvestres. En el
dendrograma construido a partir de los 53 haplotipos europeos, se observd la
ubicacion de las ovejas criollas mexicanas en una rama separada, a excepcion de los
haplotipos 20 y 21 que se encontraron dentro de los nodos de ovejas europeas (Figura
3.3.6).

Hp12  HE13
A HP14
HPO3 HE1S
. e e HP18
HPOS
HP1S HPO9 HPOB
¥~ HEOS HPO7
631  HP10 L5
HP16 — /A
‘
NZ02 513 7 = MR
NZOo1 HP17 112 507 40 HPO1
= 182
HPO2
233 e
294 25 £ i C
P20 ; *82
219
ES 371
ALO1 TUO2 21 255
ALO? il 219
7
TUO1 — . ; Nz03
KAO1 218 Ers 614 HP21
TUO3 4
Nzo8 %66 182 n o NZ14
NZ20 45 402 31 NZ09 81
NzZ13 4
NZ24 NZ06
Nz22 Nz21 NZO05
Nz23 i wals NZ04
NZ12
NZ10
Nz1l
581
NZ15
Haplogrupo Europeo 647
Nz18
NZ16
NZ17

Figura 3.3.6. Relaciones filogenéticas de ovejas criollas mexicanas con ovejas del haplogrupo europeo
(tipo B) del GenBank. Los valores en los nodos corresponden al porcentaje de veces que se repite la
topologia de la rama en 1000 réplicas. Los haplotipos de OCM (HP01 a HP21) se indican en
subrayado.
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Al representar las relaciones filogenéticas entre los haplogrupos A (asiatico) y B
(europeo), el dendrograma resultante (Figura 3.3.7) muestra la inclusion de los
haplotipos de oveja criolla mexicana dentro del linaje europeo de ovejas domésticas,
observandose la misma distribucion descrita anteriormente (Figura 3.3.6). Se
evidencia la ubicacion en un cluster claramente separado de los 18 haplotipos
descritos para ovejas del haplogrupo asiatico.

Haplogrupo Europeo
SI
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Nz22
HNZ07 28
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Nz220
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HNZ15 009
Nz18 A8
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£
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Figura 3.3.7. Relaciones filogenéticas entre ovejas del linaje europeo. incluidas ovejas criollas
mexicanas, y ovejas del linaje asidtico. Los valores en los nodos corresponden al porcentaje de veces
que se repite la topologia de la rama en 1000 réplicas. Los haplotipos de OCM (HPO1 a HP21) se

indican en subrayado.
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Cuando las secuencias de ovejas silvestres son incorporadas en el analisis, el
dendrograma resultante (Figura 3.3.8) muestra una clara diferenciacion en clusters
separados para ovejas de los haplogrupos europeo y asiatico, al igual que las ovejas
silvestres de las especies O. canadensis (borrego cimarréon), 0. ammon (argali) y O.
vignei (urial), con excepcion de O. musimon (muflon) que se ubicod dentro del cluster
de ovejas del haplogrupo europeo. Los haplotipos encontrados en ovejas criollas
mexicanas muestran la misma distribucion descrita (Figuras 3.3.6 y 3.3.7). La
separacion de los tres clusters correspondientes a los linajes asiatico, europeo y ovejas
silvestres es representada con una alta confiabilidad en la topologia del arbol.
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Figura 3.3.8. Relaciones filogenéticas entre ovejas de linajes europeo (incluyendo oveja criolla
mexicana), asidtico y ovejas silvestres. Los valores en los nodos corresponden al porcentaje de veces
que se repite la topologia de la rama en 1000 réplicas. Los haplotipos de OCM (HP01 a HP21) se
indican en subrayado. Las ovejas silvestres se indican en cursiva.
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Los resultados de las distancias genéticas promedio dentro y entre subpoblaciones
de oveja doméstica (OCM, europeas y asiaticas) y silvestres, utilizando el modelo de
2 parametros de Kimura (1980), se presentan en el cuadro 3.3.11. Estos valores no
difirieron de los obtenidos con los modelos de Tamura y Nei (1993) y Tajima y Nei
(1982) (Anexo 13). En las subpoblaciones de O. aries la mayor distancia dentro de
grupos se observo en ovejas europeas, mientras que entre grupos esta fue mayor para
las asiaticas en relacion a OCM y europeas. En cuanto a las ovejas silvestres, estas
presentaron las mayores distancias dentro y entre grupos. La diversidad promedio
total fue de 0.032 = 0.003. En oveja doméstica, la diversidad promedio dentro de
subpoblaciones fue de 0.007 £ 0.001, la total fue de 0.021 £ 0.002, y la
interpoblacional de 0.014 + 0.002. El coeficiente de diferenciacion en O. aries fue de
0.654 £ 0.034. Estos valores coincidieron para los tres modelos de distancia
utilizados.

Cuadro 3.3.11. Distancias genéticas promedio (2 parametros de Kimura)
dentro y entre grupos de secuencias de oveja doméstica y silvestre

Grupo OCM Europeas Asiaticas Silvestres
OCM 0.004 +0.001 - - -
Europeas  0.011+£0.002  0.010+0.001 - -
Asidticas  0.040 £0.005  0.039+0.005 0.007 £0.001 -

Silvestres  0.056 £0.005  0.059+0.005 0.065+0.005 0.061 +0.005

En la diagonal se presenta la distancia genética promedio dentro de grupos y el error estindar. Debajo de
la diagonal se presenta la distancia genética promedio entre grupos y su error estdndar, respectivamente.

En el calculo de diversidad nucleotidica () y polimorfismo nucleotidico ()
incorporando las secuencias de oveja doméstica (OCM, europeas y asiaticas) y ovejas
silvestres en base a 1018 sitios (excluyendo gaps), se obtuvieron valores de 0.02970 +
0.00337 y 0.04851 + 0.01145 para m y 0, respectivamente. En el analisis
considerando Unicamente la poblacion total de secuencias de O. aries (OCM,
europeas y asiaticas) para 1098 sitios (excluyendo gaps), el resultado mostréd valores
de m = 0.02001 = 0.00143 y 6 = 0.02488 + 0.00664. La prueba de neutralidad
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mediante la prueba de Tajima (Tajima, 1989) da un resultado negativo (-0.67289) no
significativo estadisticamente (P > 0.1).

Los valores obtenidos de m y 6 para cada subpoblacion fueron, respectivamente:
0.00378 £+ 0.00060 y 0.00633 + 0.00241 en OCM; 0.00946 + 0.00052 y 0.01764 +
0.00564 en ovejas europeas; y 0.00686 + 0.00105 y 0.01430 £+ 0.00525 en ovejas
asiaticas. Con base en los valores de diversidad nucleotidica ((rr - s / 7r) — 1) (Nei
and Kumar, 2000) por subpoblacion, la contribucion a la diversidad genética total de
O. aries (secuencias) fue de 47 % en europeas, 34 % en asiaticas y 19 % en OCM.
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IV. DISCUSION

Los diferentes cambios nucleotidicos a lo largo de la secuencia de 1180 pb
correspondiente al D-Loop completo de Ovis aries (Wood and Phua, 1996;
Hiendleder et al., 1998b) permitieron identificar 21 haplotipos diferentes (HPO1 a
HP21) en las 33 ovejas criollas mexicanas analizadas (0.64). El nivel de
polimorfismo encontrado es comparable al reportado por Wood y Phua (1996)
quienes investigando la cantidad y distribucion de la variabilidad en la secuencia del
D-Loop de O. aries, identificaron 39 haplotipos diferentes (24 europeos —B- y 15
asiaticos —A-). Ellos analizaron las secuencias de 50 animales (0.78) de cuatro razas
europeas (Merino, Romney, Coopworth y Perendale-Rommey), una de ellas
compuesta. En cambio, en analisis RFLP’s del D-Loop realizados por Hiendleder et
al. (1998a) para investigar los origenes y relaciones filogenéticas de la oveja
doméstica, se identificaron tan solo 14 haplotipos diferentes (entre asiaticos y
europeos) en 243 ovejas (0.058) de cinco razas europeas (Merinolandschaf, East
Friesian Milk Sheep, Rhoenschaf, Schwarzkoepfiges Fleischschaf y Skudde), una
africana (Awassi) y cuatro asiaticas (Camerun, Edilbey, Gizarr y Astrachan). Por
tanto, los 21 haplotipos eneontrados en este estudio sugieren la existencia de un alto
grado de diversidad genética en las variedades de OCM, comparable a otras razas en
conjunto.

Todos los haplotipos identificados en OCM presentaron 4 repetidos en tandem de
75 nt cada uno, lo cual concuerda con lo reportado por Wood y Phua (1996) y
Hiendleder ef al. (1998b) para el ADNmt europeo (haplogrupo B). La frecuencia
nucleotidica en la secuencia consenso fue de: 32.97 % A, 22.46 % C, 1449 % G y
30.08 % T, semejando los valores reportados por Hiendleder ef al. (2002) para la
frecuencia nucleotidica en Ovis estandarizada a 2 repetidos en tandem de: 31.9 % A,
24%C,146% Gy295%T.

El haplotipo mas frecuente fue HP02 (18.18 %) en 6 ovejas criollas: 3 de Chiapas y
3 de Puebla, seguido por el haplotipo HP04 (9.09 %) con 3 ovejas criollas de Puebla.
Hubo 5 haplotipos con 2 ovejas cada uno (6.06 % c/u). Los 14 haplotipos restantes
estuvieron representados por una sola oveja (3.03 % c/u). En cuanto a la distribucion
geografica, cinco haplotipos fueron tnicos de Chiapas, cuatro de Puebla, uno de
Morelos, dos de Hidalgo, dos de Veracruz y cuatro de Hidalgo-Veracruz. Hubo tres
haplotipos compartidos entre regiones. Por tanto, hubo un 85.7 % de haplotipos

tnicos de region (18/21) y un 14.3 % de haplotipos compartidos entre regiones
(3/21).
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El analisis filogenético entre los 21 haplotipos encontrados en OCM vy los
haplotipos previamente descritos en ovejas de razas comerciales del haplogrupo
europeo y depositados en la base de datos del GenBank, permitié identificar 53
haplotipos totales. Los haplotipos encontrados en OCM fueron descritos por primera
vez, no encontrandose en ovejas de razas comerciales. Se observaron 103 sitios
polimorficos (8.73 % de polimorfismo) de los cuales 53 sitios (51.46 %) se
presentaron en la zona de repetidos. Esto se puede comparar con lo encontrado por
Wood y Phua (1996), quienes en 50 secuencias del D-Loop identificaron 121 sitios
variables (10.25 % de polimorfismo) con 58 de ellos (47.93 %) mostrandose en la
zona de repetidos, considerando que estos autores incluyeron en sus analisis a
animales representantes de ambos haplogrupos mitocondriales ovinos, es decir,
asiatico y europeo.

Por otra parte, se evidenci6 que las OCM se agrupan formando un subcluster
separado del resto de las ovejas de tipo europeo, lo cual puede sugerir que los
ancestros (haplotipos) de las poblaciones de OCM no participaron en la formacion de
las razas comerciales modernas y representan una poblacion Unica, previamente no
descrita.

En el subcluster de OCM se pueden apreciar tres nodos de diferenciacion genética.
El nodo A agrupo a haplotipos encontrados en Chiapas, Puebla, Hidalgo y Veracruz;
y en el nodo B se observaron haplotipos encontrados en Veracruz, Puebla, Chiapas,
Morelos e Hidalgo-Veracruz. El nodo C agrup6 solo haplotipos encontrados en
Chiapas y Puebla. Fuera de estos nodos, pero incluidos dentro del subcluster de
OCM, se ubico un haplotipo de Hidalgo-Veracruz y uno de Puebla. Se observo que
dos haplotipos, uno de Chiapas y uno de Hidalgo, fueron los tnicos de OCM
localizados cercanos a las secuencias de ovejas de razas comerciales europeas; el
primero cercano al subcluster de OCM y proximo a una oveja Rasa Aragonesa (ES),
mientras el segundo se ubico alejado del resto de haplotipos de OCM. La posicion de
estos dos haplotipos en el dendrograma puede deberse a cruzamiento de ovejas
criollas con animales de razas comerciales introducidas, o bien pueden corresponder
con haplotipos ancestrales que participaron en la formacion de algunas razas
modernas.

Como puede evidenciarse, no se observo una tendencia en la distribucion
geografica de los haplotipos de OCM, lo cual puede ser el resultado del flujo de genes
de diferentes razas autoctonas espanolas introducidas en la época de la conquista, que
luego pudieron distribuirse por el territorio, formando un “mosaico genético” que
actualmente conocemos como oveja criolla. También debe considerarse cierto grado
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de interrelacion genética existente entre las ovejas autoctonas espafiolas introducidas
en la época de la conquista. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Arranz
ef al. (2001) mediante el empleo de microsatélites, en donde sugieren un flujo de
genes entre la raza Churra y otras razas de ovejas espafiolas: Castellana, Rasa
Aragonesa y Merino, mostrado por la presencia de varios animales esparcidos dentro
de los grupos de las otras razas. Por otra parte, se debe tomar en cuenta el efecto del
transporte de animales criollos de un estado a otro para ser utilizados como pie de
cria, ya que debido a su resistencia y adaptabilidad en comparacion con las razas
comerciales, es preferido por ovinocultores que manejan sistemas extensivos
tradicionales.

Cuando en el analisis filogenético se incorporan las secuencias de ovejas de razas
comerciales de haplogrupo asiatico, el dendrograma resultante evidencié dos
principales lineas de ascendencia materna: el linaje europeo y el linaje asiatico. Esta
genealogia concuerda con lo descrito previamente en los trabajos realizados por
Wood y Phua (1996) basados en la secuencia completa del D-Loop; y Hiendleder et
al. (1998a, 1999) mediante analisis RFLP’s, PCR-RFLP’s y secuenciacion del D-
Loop completo (1998b). Este patron bifilético en los origenes de animales domésticos
no es raro. Los dos distintos linajes, el europeo y el asiatico, también han sido
identificados en bovinos (Loftus ef al., 1994; Bradley ef al., 1996), cerdos (Watanobe
et al., 1999; Giuffra ef al., 2000) y bufalos (Tanaka ef al., 1996, Lau ef al., 1998).

Los valores de diversidad nucleotidica (n) y polimorfismo nucleotidico ()
obtenidos en cada subpoblacion de (. aries, muestran la existencia de una mayor
diversidad en ovejas europeas, seguida por ovejas asiaticas y ovejas criollas
mexicanas. A este respecto, Piper y Ruvinsky (1997) sefialan que las regiones de
Europa, Asia y el Pacifico son las mas ricas en términos de “diversidad racial”, en
donde juntas suman mas del 70 % de las razas documentadas mundialmente.
Mientras que América Latina, Norte América y el Caribe son las regiones con el
menor numero de razas. Sin embargo, hablando en términos de diversidad
nucleotidica, la OCM exhibe un valor considerable tomando en cuenta que representa
a una sola raza ovina local con diferentes variedades en base a su localizacion
geografica, en comparacion de las (no menos de) 12 razas de origen europeo y 7 de
origen asiatico con secuencias reportadas actualmente. Basandonos en estos
resultados, la contribucion a la diversidad genética total estudiada (secuencias) de O.
aries es de 47 % en europeas, 34 % en asiaticas y 19 % en OCM.

En la poblacion total estudiada de O. aries (OCM, europeas y asiaticas), la
diversidad nucleotidica () fue de 0.02001 y el polimorfismo nucleotidico (6) de



0.02488. La prueba de neutralidad dio un resultado negativo, lo que sugiere
“seleccion purificadora”, es decir, se estan eliminando alelos mutantes en la
poblacion. Sin embargo, este resultado no fue estadisticamente significativo (P > 0.1)

por lo que no se puede rechazar la hipotesis de que todas las mutaciones son
selectivamente neutrales (Kimura, 1983).

Recientemente, Hiendleder ef al. (2002) fortalecen los estudios previos sobre el
origen de O. aries, incorporando un mayor numero de secuencias en los analisis e
incluyendo secuencias de las especies silvestres Muflon (O. musimon), Urial (O.
vignei), Argali (O. ammon) y borrego Cimarron (O. canadensis). Ellos evidenciaron,
como lo reportado por Hiendleder ef al. (1998a), que los haplotipos de Muflon se
incluyen dentro del cluster de ovejas domésticas con mitocondria europea, sugiriendo
que diferentes subespecies de Muflon pudieron haber participado en el origen de la
oveja doméstica. Este mismo patron de agrupacion del Muflon dentro del linaje
europeo de O. aries se pudo observar en nuestro trabajo al incorporar las secuencias
de ovejas silvestres en el analisis filogenético.

Los 21 haplotipos encontrados en este trabajo se ubicaron dentro del conjunto de
ovejas del linaje europeo o haplogrupo B, lo cual apoya el origen europeo de la oveja
criolla mexicana (Matesanz, 1965; Saucedo, 1984), especificamente de las ovejas de
razas espafiolas autoctonas tales como Churra, Lacha, Manchega, Rasa Aragonesa y
Canaria (Pedraza er al, 1992; Perezgrovas, 1998), mencionandose también la
participacion de la raza Merino (Gomez, 1978; Perezgrovas, 1990). Estos haplotipos
se ubicaron —como se menciono previamente- en un grupo separado, lo cual sugiere
que la OCM corresponde a un linaje genético divergente de las ovejas de razas
comerciales. Sin embargo, deben considerarse varios aspectos, entre ellos que las
variedades de OCM podrian ser mas semejantes genéticamente a las razas autoctonas
espafiolas que llegaron al continente hace aproximadamente 500 afios, que a las
mismas razas contemporaneas. Otro factor a destacar es la ausencia de secuencias del
D-Loop de razas autoctonas espafiolas en la base de datos del GenBank,
encontrandose tan s6lo una secuencia de oveja rasa aragonesa (Zardoya ef al., 1995),
la cual se ubico cercana al subcluster de OCM. Evidentemente, este panorama podria

ser mejor explicado al aumentar el volumen de secuencias para realizar las
comparaciones_

La distribucion y localizacion de los haplotipos de OCM en el analisis filogenético
nos sugiere que estas poblaciones tienen alelos diferentes y unicos en comparacion
con ovejas de razas comerciales. Estos resultados son un punto de partida para el
estudio de la oveja criolla en México y la implementacion paralela de programas de
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conservacion genética de éste y otros recursos genéticos animales locales, bien sea a
través de la preservacion de poblaciones vivas (in sifu) o la criopreservacion de
gametos o embriones (ex sifu). Las especies criollas bien adaptadas son un recurso
favorable para los paises en desarrollo, en donde el mejoramiento genético de estas
debe estar en compatibilidad con el medio ambiente en el que se desenvuelven. Las
poblaciones criollas de ovejas son una fuente de variacion genética Util en la
investigacion genomica para el mapeo, identificacion y manipulacion de genes
individuales involucrados en procesos biologicos asociados a la produccion, y este
conocimiento potencial estaria en grave riesgo de perderse si la diversidad de las
poblaciones fuera seriamente reducida.

Para todo ello se requiere de programas nacionales y esfuerzos regionales para la
descripcion y monitoreo de las variedades de oveja criolla mexicana existentes, su
caracterizacion a nivel molecular para establecer las relaciones genéticas entre ellas,
el desarrollo de una base de datos nacional, la provision de guias e informacion para
la preservacion (in situ y ex situ), eventos con fines de conservacion y la
comunicacion con las comunidades a fin de dar a conocer la importancia de proteger
este recurso genético. Todos estos aspectos deben ser cuidadosamente tratados ya que
el mantenimiento de las razas locales puede ser percibido como un “impedimento al
progreso” por los criadores. Sin embargo, el desarrollo de politicas nacionales puede
influenciar grandemente el curso de este tipo de programas y, por ende, de la
diversidad genética en la oveja criolla mexicana y otras especies locales en los
proximos afios.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las poblaciones de OCM
presentan una alta diversidad genética, sin embargo, se requiere de la realizacion de
mas estudios a nivel molecular. En este sentido, a pesar de que la genética molecular
de la oveja esta en sus inicios, existe cierto numero (mas de 250) de marcadores
microsatélites disponibles (recopilados en The Genetics of Sheep, de Piper and
Ruvinsky, 1997). La informacion genética obtenida por loci microsatélites seria una
herramienta util para estudiar las diversas poblaciones de oveja criolla mexicana,
mediante el analisis basado en los genotipos en forma individual y las interrelaciones
genéticas entre las variedades de acuerdo a su localizacion geografica, pudiendo
determinar ademas el grado de diferenciacion. Las distancias entre individuos basadas
en la proporcion de alelos compartidos permitirian la construccion de dendrogramas
mostrando graficamente las relaciones genéticas entre las diversas variedades,
caracterizar la diversidad existente dentro y entre subpoblaciones, identificar si han
ocurrido cruzamientos entre ellas y asignar individuos a grupos genéticamente



similares en la poblacion. Esta informacion nos conduciria, conjuntamente con los
resultados de nuestro trabajo, a obtener un conocimiento mas amplio y dinamico de la
oveja criolla mexicana, asi como la contrastacion con datos de marcadores genéticos
derivados de razas autoctonas espaiolas para tener una vision mas objetiva sobre esta
interesante especie local.
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Vi CONCLUSIONES

-

» Se identificaron 21 haplotipos en la secuencia del D-Loop completo de las

variedades de oveja criolla mexicana estudiadas.

» Se evidenci6 un grado de diversidad genética considerablemnente alto en las
variedades de oveja criolla mexicana analizadas (63.64 %), la cual probablemente no

se encuentre en poblaciones comerciales.

» Los haplotipos encontrados en ovejas criollas mexicanas no habian sido descritos
previamente en ovejas de razas comerciales y pertenecen a un linaje genético

divergente de estas.

» Se encontro que la diversidad nucleotidica observada en las variedades de oveja
criolla mexicana, constituye el 19 % de la diversidad nucleotidica total actualmente

descrita en Ovis aries.

» Los resultados del analisis filogenético confirman el origen europeo de la oveja
criolla mexicana, ubicando todos los haplotipos identificados dentro del linaje

europeo de oveja doméstica.

» Los datos obtenidos muestran que la oveja criolla mexicana 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.
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Esta tesis corresponde a los estudios realizados
con una beca otorgada por la Secretaria de Relaciones Exteriores

del gobierno de México.
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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 boton celular con 500 pl de la solucion de lisis, afiadir
RNAsa a una concentracion final de 10pg/ml e incubar por 1 hora a 37°C. Al término

de esta incubacion adicionar proteinasa K a una concentracion de 50pg/ml e incubar a
55°C por un minimo de 2 horas.

Agregar cloruro de sodio a una concentracion 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 centrifugacion durante 10 min. a 12,000 rpm.

Realizar 2 lavados a la pastilla 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 concentracion de 20 6 50ng/ul en tubos eppendorf de 0.5 ml.
Almacenar en congelacion 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).
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Anexo 2: Preparacion de geles de agarosa

Agarosa al 1 %: colocar 1g de agarosa en 100 ml de TBE 1X, calentar en bafio 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 concentracion deseada y afadir 5 pl 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, tefiir el gel en una solucion de bromuro de etidio a una concentracion
final de 0.5 pg/ml y visualizar por UV.

Soluciones necesarias:

TBE S X: 54 g de Tris base, 27.5 g de acido borico, 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 pl de bromuro de etidio a 10 mg/ml (50
mg de bromuro de etidio en 5 ml de agua estéril) en S00 ml de agua estéril

Buffer de muestra 5X: EDTA 0.2 M, Ficoll 400 25%, azul de bromofenol 0.1 %.
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Anexo 3: Cuantificacion de ADN

1.- Preparar la solucion estandar de calibracion, colocar 2 ml de esta solucidn 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
calibracion (100 ng/pl) y presionar el boton <ENTER> para aceptar la instruccion.

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 solucion 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
NaCI (2M). Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.4 con HCL
concentrado. Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Solucion estandar: 10 pl de la solucion stock H 33258 (1mg/ml), 10 ml de TNE 10X
y 90 ml de agua destilada estéril. Almacenar 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.
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Anexo 4: Protocolo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
amplificacion del D-Loop ovino

[stock] [final] IRX
DNA 20 ng/pl 80 ng 4 ul
dNTPs 2 mM 0.2 mM 2 ul
Iniciadores 10 pM 0.5 pM 1 ul
BSA 3 mg/ml 0.15 mg/ml 1 ul
Triton 2% 0.1% 1l
Buffer C 10 X 1 X 2 ul
Taq Polimerasa 5 U/ul 25U 0.5 ul
H,O0 dd 8.5 ul
Cbp * 20 pl

* cuanto basta para
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Anexo 5: Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

1.- Cortar el fragmento amplificado del gel de agarosa y colocarlo en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

2.- Pesar el fragmento y adicionar 3 veces su peso en volumenes (peso del fragmento
X 3 X 1000 pl) de yoduro de sodio (Nal). Colocar en TermoBlock a 55°C durante 5 a
10 minutos hasta que la agarosa este completamente disuelta.

3.- Adicionar 15 pl de perlas de silica. Mezclar bien y dejar en hielo durante dos
horas minimo, vortexeando cada 30 minutos aproximadamente.

4.- Centrifugar a 12,000 rpm durante 4 minutos y eliminar el sobrenadante.
Seguidamente realizar dos lavados con 500 pl de solucion de New Wash 1X,
centrifugando a 12,000 rpm durante 3 minutos y eliminando el sobrenadante.

5.- Secar la pastilla en TermoBlock a 55°C durante 10 minutos aproximadamente.

Resuspender la pastilla en 25 pl de H,O dd, vortexear y centrifugar a 12,000 rpm
durante 3 minutos.

6.- Recuperar cuidadosamente el sobrenadante, colocarlo en un tubo eppendorf de 0.5
ml, cuantificar y almacenar en congelacion hasta su uso.

7.- Evaluar la integridad del fragmento purificado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 0.8 % + TBE 1X, tefiidos en bromuro de etidio y visualizados por UV.

Soluciones y Reactivos necesarios:

Yoduro de Sodio 6M: 89.93 g de Nal (PM 149.89). Se pesa el polvo y se diluye en
50 ml de H,0dd, mezclar hasta disolver y aforar con H,Odd cbp 100 ml.

Perlas de Silica: mezclar 10 g de Silica (Sigma) (S-5631) en 100 ml de PBS e
hidratar por 2 horas. Remover el sobrenadante (2 lavados). Centrifugar a 2000 rpm
durante 2 minutos y resuspender la pastilla en 3M de Nal a 100mg/ml. Almacenar

protegida de la luz a 4°C.

Solucion de New Wash: 50mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 7.5, 2.5mM EDTA, 50%

v/v (volumen sobre volumen) etanol. Preparar el buffer a 10X y diluir solucién a 1X

mas etanol 50% v/v.

69



Anexo 6: Reaccion 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 25ul
Iniciador 2 pM/ul 6.4 pM 32ul
H,O0 dd - - 10.3 pl
cbp 20.0 pl
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Anexo 7. 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 pl de sephadex G50 en cada una, cuidando de no
dejar burbujas de aire. Dejar sedimentar por espacio de 5 minutos.

2.- Retirar el tapon inferior y centrifugar a 2,700 rpm durante 3 minutos. Eliminar el
agua del tubo colector y adicionar 50 pl 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.
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Anexo 8: Protocolo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
amplificacion del gen COI

[stock] [final] 1RX
DNA 20 ng/pl 80 ng 4 ul
dNTPs 2 mM 0.2 mM 2 ul
Iniciadores 10 pM 0.5 pM 1 ul
BSA 3 mg/ml 0.15 mg/ml 1 ul
Triton 2% 0.1 % 1 ul
Buffer C 10 X 1 X 2 ul
Taq Poﬂherasa 5 U/ul L2TS U 0.5 ul
H,0 dd 8.5 ul|
Cbp 20 pl
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Anexo 9: Protocolo de digestion de productos de PCR gen COI (PCR-RFLP’s)

[stock] [final] 1Rx
Producto PCR B - Sl
H,O dd - - 11.8 pl
Buffer de enzima 10X 1X 2 ul
Espermidina 20mM ImM 1l
Enzima (HinfT) 10 U/l 2 U/Rx 0.2 ul

cbp

20 ul




Anexo 10: Numeros de acceso al GenBank para los haplotipos identificados en oveja

criolla mexicana.

Haplotipo Numero de
acceso
HPO1 AY582800
HPO02 AYS582801
HPO3 AY582802
HP04 AY582803
HPOS AY 582804
HP06 AYS582805
HPO7 AY582806
HPO8 AY 582807
HPO9 AY582808
HP10 AY582809
HP11 AY582810
HP12 AY582811
HP13 AYS582812
HP14 AYS582813
HP15 AY582814
HP16 AYS582815
HP17 AY582816
HP18 AYS582817
HP19 AYS582818
HP20 AY582819
HP21 AY 582820
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Anexo 11: Ubicacion de iniciadores internos disefiados para secuenciacion del D-
Loop de Ovis aries.

1 AATCATTATCAACGATACTTATCAATATATTTCCAAAAATATAAAGAGCC
51 TCTCCAGTATTAAACTTGCTAAAACTCCCAAACATACAACACGGACTTCC
101 CACTCC ACAAGCC'CACAT AACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCACCCA
151 CCCACGGACA Tﬁrgggg;m TMCCAACATATCTTATGTCTGTCTTAA
201 ACATGCAAACGAGTACATAGTATTAATGTAATATAGACATTATATGTATA
251 AAGTACATTAAATGATTTACCCCATGCATATAAGCATGTACATAGTATTA
301 ATGTAATATAGACATTATATGTATAAAGTACATTAAATGATTTACCTCAT

351 GCATATAAGCACGTACATAGTATTAATGTAATATAGACATTATATGTATA

401 AAGTACATTAAATGATTTACCTCATGCATATAAGCACGTACATAGTATTA

451 ATGTAATATAGACATTATATGTATAAAGTACATTAAGTGATTTATCCCAT
MitO2F

501 GCATATAAGCATGTACATTIGITICACTGAAGCATGTAGGGTATTAAATT

MitO2Rv
551 (LCTI'(MCCGTACATAGTA CATGAAGTCAAATCCATTCTAGTCAACATGCG

601 TATCCTGTCCATTAGATCACGAGCTTGTTCACCATGCCGCGTGAAACCAA
651 CAACCCGCTCAGCAAGGATCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATTAACTGTG
701 GGGGTAACTATTTAATGAACTTTAACAGGCATCTGGTTCTTTCTTCAGGG

751 CCATCTCATCTAAAATCGCCCACTCTTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGA

MitO1Rv
801 TGGACTAGTGACTAATCAGCCCATGCCTAACATAACTGTGGTGTCATGCA
<
851 ITTGGTATTTTTTAATTTTTGGGGATGCTTGGACTCAGCTATGGCCGTCT

MitO3F
901 GAGGCCCCGACCCGGAGCATGAATTGTAGCTGGACTTAACTGCATCTTGA

951 MCT CATAATGGTAAGCATGGGCATAATATAATTAATGGTCACAGGA
1001  CATATCTGCTGTATCGTGCATTTATATATTCTTTTTCCCCCCTTCCCCTT
1051  AAATATTTATCACCATTTTTAACACGCTTCCCCCTAGATATTAATATAAA
1101  TTTATCCCGCCCTCAATACTCAAATTCATACTCCAACCGAAGTAAATATA

1151 TAGGCACCTGGGTCACATACATAACGCATA

La secuencia corresponde al consenso del D-Loop mitocondrial completo de los haplotipos encontrades en oveja nella
mexicana, La direccion (flechas) y nombre de los iniciadores son indicados.
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Anexo 12: Alineamiento de las posiciones nucleotidicas variables en el D-Loop de
ovejas domésticas del haplogrupo Europeo.
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La posicion nucleotidica se indica en relacion a la longitud del genoma mitocondrial de Ovis aries (Hiendleder er al.. 1998b).
considerando cuatro copias del elemento repetido en tandem. Los puntos indican identidad con la primera secuencia v los
guiones representan los indeles (inserciones/deleciones). Los haplotipos de oveja criolla mexicana son indicados (HPO1 -
HP21),



Anexo 13: Distancias genéticas promedio dentro y entre grupos del género Ovis.

Cuadro 13.1. Distancias genéticas promedio (Tamura y Nei) dentro y entre
grupos de secuencias de oveja doméstica y silvestre

Grupo OCM Europeas Asidticas Silvestres
OoCM 0.004 £0.001 - - -
Europeas  0.011£0.002 0.011+0.001 = #
Asiaticas  0.040+£0.005  0.039£0.005 0.007 +0.001 -

Silvestres  0.057+£0.005  0.059+0.005 0.065+0.006 0.061 £0.005

En la diagonal se presenta la distancia genética promedio dentro de grupos y el error estandar. Debajo de
la diagonal se presenta la distancia genética promedio entre grupos y su error estandar, respectivamente.

Cuadro 13.2. Distancias genéticas promedio (Tajima y Nei) dentro y entre
grupos de secuencias de oveja doméstica y silvestre

Grupo oCM Europeas Asiaticas Silvestres
OCM 0.004 +0.001 = % =
Europeas  0.011£0.002 0.010+0.001 = -
Asidticas  0.040 £0.006  0.039+0.006 0.007 +0.001 .

Silvestres  0.057 £0.005 0.059+£0.005 0.065+0.005 0.061 +0.005

En la diagonal se presenta la distancia genética promedio dentro de grupos y el error estandar. Debajo de
la diagonal se presenta la distancia genética promedio entre grupos y su error estindar, respectivamente.
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