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En comunidades indigenas de la zona centro de Veracruz, se han establecido hatos
de ovinos criollos que se han manejado con cruzamientos tradicionales, pero no se
ha evaluado sus caracteristicas genéticas para evaluar su estado de endogamia, y
apoyar los programas de manejo para proteger el recurso genético. El objetivo del
estudio fue caracterizar la diversidad genética de tres poblaciones de ovinos criollos
manejados por comunidades indigenas de la region centro de Veracruz, México. Se
ubicaron familias indigenas de productores de ovinos criollos y se recolectaron
muestras de sangre de 90 individuos pertenecientes a los municipios de Tehuipango,
Astacinga y Tlaquilpa, Veracruz. En laboratorio, se extrajo el ADN genémico y se
caracteriz6 la diversidad genética por medio de cuatro microsatélites amplificados por
PCR (ILSTS11, ILSTS5, SRCRSP9 y OarFCB128) y fueron visualizados y
cuantificados en geles de poliacrilamida. Los cuatro microsatelites fueron polimoérficos
y superaron el 80% de la variacion genética observa-da; la diversidad alelica fluctué
entre 12 y 20 alelos, con un rango del tamafio de alelos de 260 a 294 pb. La
hetorocigosidad observada superé a la esperada en cada microsatélite evaluado. Sin
embargo, el grado de diferenciacion genética (FST= 0.025) revela que los ovinos
evaluados, no se diferenciaron genéticamente, derivado de un alto coeficiente de
endogamia (FIS), esto debido a que, segun el andlisis de varianza molecular, el 99%
de la variacién genética esté alojada a nivel individual. Las tres poblaciones de ovinos

criollos evaluadas presentan una diversidad genética que se conserva a través de la



consanguinidad, por lo que implementar un programa de reproduccion para la
proteccion y aprovechamiento de estos hatos por las comunidades indigenas,
permitiria incrementar sus caracteristicas fenotipicas como la cantidad de lana o el
peso de la canal. Para poder determinar el origen ancestral de los ovisnos criollos se
mando secuenciar a la region D-loop del ADN mitocondrial y se compararon con las
bases de datos publicas de secuencias nucleotidicas utilizando el algoritmo BLAST.

Con base a estos alineamientos se pudo reconocer un solo sitio variable, situado en
la pocisibn numero 794. Al no contar con mas de un sitio variable dentro de las
secuencias de ovinos criollos, no es posible continuar con el analisis filogenético,
puesto que, los analisis de parsimonia, requieren ademas de sitios polimorficos, sitios
informativos: caracteres que favorezcan la construccion del arbol filogenético. El
objetivo de este trabajo es identificar la diversidad genética y el origen ancestral a
través del andlisis de la region D-loop del ADN mitocondrial de razas criollas de ovinos
de la region de las Altas Montafas, Veracruz, especificamente en los municipios de
Astacinga, Tehuipango y Tlaquilpa con la finalidad de disminuir la perdida de
diversidad genética y que en un futuro la informacion obtenida sirva como referencia
para el disefio e implementacion de programas de conservacion y mejoramiento

genético.



DETERMINATION OF THE GENETIC DIVERSITY AND IDENTIFICATION OF THE
ANCESTRAL ORIGIN OF CREOLE SHEEP FROM THE REGION OF THE ALTAS
MONTANAS, VERACRUZ.
Ruth Guadalupe Castillo Rodriguez, M.C.
Colegio de Posgraduados, 2021.

The genetic diversity of three populations of Creole sheep managed by indigenous
communities in the central zone of Veracruz, Mexico, is reported from blood samples
of 90 sheep, which were sampled in the herds of indigenous families in the
municipalities of Tehuipango, Astacinga and Tlaquilpa, Veracruz. Sheep genomic
DNA was evaluated with four microsatellites amplified by PCR and visualized on
polyacrylamide gels. The four microsatellites were polymorphic, the observed
heterozygosity exceeded that expected, however, the inbreeding indices were
negative due to inbreeding, which was consistent with the molecular analysis of
variance, which shows 99% genetic homogeneity at the individual level. The sheep
evaluated show a genetic diversity that is conserved through inbreeding crosses, so
designing a plan for the protection and use of these sheep populations would allow

their sustainable management.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
1.1 Planteamiento del problema
En México, la ganaderia comenzd con la introduccién del ganado bovino por parte de
los espafioles durante el periodo de la conquista. Desde esos afios, la ganaderia ha
sufrido cambios paralelos a los de acontecimientos de orden social, econémico y
cultural (Saucedo, 1987). Durante este periodo, los ovinos también fueron
introducidos en Meéxico; se tiene conocimiento de que dentro de las razas
introducidas, destacan la Raza Manchega, Lacha, Churra, Merino Espafiola,
Castellana y Aragonesa. A los ovinos descendientes de estas razas, se les define
como “ovinos criollos” (Gayosso-Vazquez y Morales 2009).
Nuestro pais cuenta con diversos sistemas de produccion ovina que se adaptan a las
caracteristicas de cada region y a la disponibilidad de recursos, dentro de estos
sistemas de produccion se encuentran introducidas las razas ovinas criollas (Partida
et al., 2013). La ganaderia ovina se encuentra dirigida principalmente a la produccion
de carne, leche para elaboracion de quesos, lana y estiércol (Pablo 2017). Este tipo
de ganaderia se practica en todos los estados de la republica y se realiza mediante
pastoreo extensivo (Hernandez, 2002). Dentro de la cual, se manejan principalmente
los sistemas productivos tradicionales, con bajos niveles productivos y tecnolégicos,
a pesar de esto, se le considera como una actividad con gran interés socioeconémico
para los productores (Vélez et al., 2016).
En el estado de Veracruz la produccion de ovinos se distribuye en distritos. En la zona
sur se concentra el inventario mas grande de ovinos ya que cuenta con mas de
190,000 que representan un 39% del inventario estatal, seguido de esto se encuentra

la zona centro con un aproximado de 158,000 ovinos que representan un 33% y en



tercer lugar se encuentra la zona norte del estado con mas de 130,000 ovinos que
representan un 28% de la produccion (SAGARPA, 2009).

De este total, un 42% de los ovinos se manejan en sistemas de produccion de
subsistencia, 21% en sistemas de transicion de subsistencia a empresarial, y el 37%
restante en sistemas empresariales. Un 14% de las razas que se utilizan dentro del
sistema de produccién ovina de subsistencia son razas puras y cruzas con Pelibuey,
Black Belly y Dorper, sin embargo, las razas que predominan son las razas criollas.
En el sistema de transicion el 85% utilizan razas productoras de carne como Dorper,
Suffolk, cruzas con Pelibuey y Black Belly, y en menor proporcion utilizan razas
criollas. En el sector empresarial el 95% utilizan razas especializadas como Dorper,
Sulffolk, Kathadin, lle de France, Charolais y sus cruzas con Pelibuey y Black Belly, y
s6lo 5% utilizan ovinos criollos (Pérez-Hernandez 2010).

Diversos programas gubernamentales iniciaron con la introduccion de razas
modernas de origen europeo (principalmente inglesas “Suffolk y Hampshire” y
francesas “Rambouillet’) y de razas sintéticas (como Dorper y Katadhin). La
introduccion de estas razas ha sido en la mayoria de los casos por medio de machos,
sin seguir un sistema definido de cruzas, quedando animales con una composicion
genética diversa y en otros casos la composicion multirracial no estad definida
(Gayosso-Véazquez y Morales, 2009).

La produccién de razas mejoradas de los paises desarrollados en comparacion con
las razas nativas de los paises en desarrollo ha conducido al incremento de la
importacion de razas modificadas. Sea la importacion y cruzamiento con razas criollas
planeada o no, el resultado es la pérdida de material genético criollo antes de que su

potencial real sea conocido (Segura y Montes, 2001).



Los estudios de diversidad genética son primordiales para optimizar estrategias de
conservacion de los recursos zoogenéticos, asi como para implementar medidas de
uso, en programas de mejora genética y establecer estrategias para la conservacion
de una determinada especie, estas estrategias se basan en comprender la situacion
actual de estos, a través de la identificacion, descripcion cuantitativa y cualitativa, y
caracterizacion genética molecular (FAO, 2010).

Existen varias técnicas moleculares que permiten conocer la proporcion y variacion
de genes en las poblaciones naturales de manera directa a partir de regiones flanco
del ADN. Una de las herramientas mas utilizadas para determinar la diversidad
genética es por medio de la utilizacion de marcadores moleculares. Los diferentes
tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en loci
(alelos o genes) unicos o multiples (locus) y son de tipo dominante o co-dominante
(Simpson, 1997; Renteria 2007).

Las secuencias cortas repetidas, Simple Sequence Repeats (SSR), Short Tandem
Repeats (STR) o mejor conocidos como microsatélites son abundantes en el genoma
eucariota, estan constituidas por unidades cortas de 1 a 6 pares de bases, que se
repiten en tandem un elevado niumero de veces. Cada secuencia SSR se define por
el tipo de unidad repetida y por su posicién que ocupan en el genoma (locus), cuya
frecuencia y tipo de repeticion varia en los genomas de distintas especies (Gonzélez,
2003).

Los microsatélites pueden estar compuestos por repeticiones del mismo nucleétido
(mononucledtidos), por dos (dinucleétidos), por tres (trinucledtidos) y asi hasta seis
nucleotidos (hexanucledtidos), los mononucledtidos y dinucledtidos son mas

abundantes y tienen una tasa de mutacion mayor que los demas, por lo que son



apropiados para detectar diferencias entre individuos de una misma poblacion
(Schiétterer, 2000; Vazquez y Garcia-Morales, 2014).

Es de gran importancia estudiar el linaje materno para conocer sobre la evolucion, la
filogenia y la diversidad genética dentro y entre diferentes razas de ganado. En
particular el conocimiento de la diversidad genética y la relacion entre los animales
domésticos es trascendental para generar estrategias sostenibles y planes de
conservacion que evalten la diversidad genética dentro y entre las razas (Bravo,
2019).

EI ADNmt es el mas utilizado en la realizacion de estudios de filogenia y filogeografia.
La Filogenia estudia las relaciones de afinidad y parentesco de los seres vivos, y trata
de explicar, las relaciones de ancestro descendiente que permitan sefalar, el origen
y la historia evolutiva de los taxones (Tinaut y Ruano, 2002). Ademas, el analisis de
las variantes de una poblacién o polimorfismo, brinda un diagnéstico del estado actual
de la diversidad genética de la poblacion o poblaciones estudiadas (Serna-Lagunes
et al., 2015).

Existe un alto grado de polimorfismo (si se habla de poblacién) en la secuencia del
ADNmt entre poblaciones separadas geograficamente. Muchos de estos cambios son
selectivamente neutras e involucran sustituciones de nucleétidos que no cambian de
aminoacido que generalmente se presentan en la posicion tres de un codén (kimura,
1968) y en secuencias no codificantes como las regiones control (Coral Vazquez,
1995).

Las regiones no codificantes se limitan a las areas denominadas region control o D-
loop, esta region esta involucrada en la replicacion y la transcripcion. Varios estudios
revelan que la parte de mas rapida evolucion del genoma mitocondrial es la region

control o D-loop (Silva, 2011).



La variabilidad existente en la regién D-loop y su uso como marcador molecular en
conjunto con fragmentos de genes mitocondriales vecinos, lo ha convertido en uno de
los mas utilizados para analisis filogenéticos en diversas especies de interés (Giraldo
et al., 2011).

El objetivo de este trabajo fue examinar la extension de la diversidad genética y el
origen ancestral de ovinos de las razas criollas de la regién de las Altas Montafias, de
Veracruz, especificamente de los municipios de Astacinga, Tehuipango y Tlaquilpa,
mediante marcadores tipo microsatélite y el gen mitocondrial D-loop, para contribuir
al establecimiento de un marco de referencia con propositos de conservacion y

mejoramiento genético de estas razas.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la diversidad genética y el origen ancestral de ovinos criollos de la region
de las Altas Montafias, Veracruz, México por medio de microsatélites y de la regién

D-loop del ADN mitocondrial.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir indices de diversidad genética (HWE, PIC, Na, He, Ho) y estructura
genetica (FST, FIT, AMOVA) en ovinos criollos mediante el uso de marcadores
moleculares tipo microsatélites.

e Establecer las relaciones filogenéticas en ovinos criollos por medio de la regién

D-loop del ADN mitocondrial.



1.3. HIPOTESIS.

Los ovinos criollos la Region de las Altas Montafias de Veracruz, México, poseen
diversidad genética Unica que les permite mantener su identidad y su origen ancestral.

1.4JUSTIFICACION.

La pérdida de especies y variedades de fauna y flora de la biodiversidad, tiene como
consecuencia la desaparicion de razas de ganado criollas, adaptadas al medio natural
en el que se originaron y que constituyen la garantia de nuestra soberania alimentaria
(Alcala, 2009). La produccion ovina ocupa uno de los ultimos lugares por su impacto
econdmico en la industria pecuaria nacional, sin embargo, es reconocida como una
actividad importante dentro del sector ganadero, por el alto valor que representa al
constituir un componente benéfico para la economia del campesino de escasos

recursos y por la gran demanda de sus productos (Chacon, 2016).

La caracterizacion genética es realizada principalmente para determinar los
parametros de diversidad dentro de una poblacién y entre distintas poblaciones de
animales, para identificar localizaciones geograficas, proporcionar informacion sobre
relaciones evolutivas, identificar relaciones de parentesco y apoyar en el

mejoramiento genético( Herndndez y Mejia, 2013).

La diversidad genética de los individuos es primordial para la subsistencia de las
especies a largo plazo, si esta disminuye, por ende, se reduce su capacidad de
adaptarse y sobrevivir a los cambios ambientales (FAO, 2015). Mantener la
variabilidad genética es vital para responder exitosamente a las presiones

ambientales de seleccion, desarrollando asi estrategias y programas tanto en



mejoramiento genético como en la conservacion de esta especie(Segura y Montes,

2001).

Los beneficios econdmicos del mejoramiento genético resultan del aumento de
produccién y por la reduccién de costos en el proceso de crianza, ya que los ovinos
criollos demandan menos insumos para su mantenimiento. Ademas de que tienen
mayor rendimiento en carne aprovechable y aportan a la adaptabilidad, precocidad,
fertilidad, lo que impacta favorablemente en la economia de los productores (Partida

de la Pefia et al., 2013).

Las razas criollas son una opcion viable para hacer mas eficiente la produccién de
carne ante el calentamiento global, la generacion de conocimiento sobre el uso de
vegetacion nativa y ganado criollo, tiene gran importancia para aminorar los dafos
ambientales por la practicas ganaderas tradicionales. Lograr sustentabilidad en los
sistemas de produccion ganadera es un proceso complejo, donde el conocimiento y
valoracion del ganado criollo consistituye el primer paso hacia su conservacion (Ortiz-

Colin y Alayon, 2021).

La ganaderia ovina, en la region de las Altas Montafias se asocia a sectores
poblacionales vulnerables, tiene una gran importancia social y productiva, ya que, en
muchos casos, es su principal fuente de ingresos y se basa en la busqueda de un uso
eficiente de los recursos por los productores que optan por la explotacion de estas

especies a nivel de unidad de produccion (Martinez-Partida et al., 2011).

Los ejemplares criollos se adaptan a condiciones diversas sin que su capacidad de
produccion y reproduccion disminuyan, sin embargo, cualquier factor que vulnere este
sistema de produccion tiene un impacto negativo directo en el bienestar social (Ortiz-
Colin y Alayon, 2021); de ahi la importancia del impacto social de este proyecto, que

contribuira al mejoramiento de las condiciones sociales de los productores.



Por todo lo anterior conocer la diversidad genética y el origen de las poblaciones de
los ovinos criollos permitirA tomar decisiones adecuadas y poder desarrollar
estrategias y programas adecuados para la conservacion y/o mejoramiento genético
de esta especie, garantizando al propio tiempo la conservacién para futuras

generaciones, beneficiando a ganaderos, gobierno y poblacién en general.

CAPITULO 2.- REVISION DE LITERATURA.
2.1 Origen de las razas ovinas criollas.
El género al que pertenecen los ovinos, el género Ovis es uno de los mas complejos
en cuanto a su evolucion, y clasificacion sistematica estas han sido con base a las
caracteristicas morfolégicas y la distribucién geografica. Se han identificado hasta 7
especies de las cuales descienden los ovinos salvajes (Reza et al., 2010).
La domesticacion de las ovejas se realizd hace aproximadamente 9,000-11,000 afios,
en los territorios que actualmente constituyen a Iran, Turquia, Siria e Irak. Gracias a
investigaciones arqueoldgicas y genéticas, se sabe que los ovinos descienden del
muflén euroasiatico (Ovis musimon/Ovis orientalis) (Aguilar-Martinez et al., 2017).
Durante el periodo de la conquista en México, ante la necesidad de brindar al nuevo
territorio una organizaciéon econdmica autosuficiente, se comenzaron a aclimatar
productos agricolas de toda indole provenientes de Espafia. El ganado ovino se
introdujo poco después de la conquista, por lo menos desde el afio 1525. (Matesanz,
1965).
El ganado ovino fue transportado desde los puertos de Sevilla, Cadiz y de las islas
Canarias a las islas del Caribe hacia el continente americano. Se deduce que algunas

de las razas que se introdujeron durante esa época se encuentran la Manchega,



Lacha, Churra, la Merino espariola, Castellana y Rasa Aragonesa (Gayosso-Vazquez
y Morales, 2009).

Los ovinos debian ser la alimentacion de los tripulantes de las naves y de los
conquistadores; algunos de los ovinos que alcanzaron a llegar a las islas del Caribe,
se pudieron aclimatar, reproducirse y por ende, aumentar su nimero antes de llegar
a México, mejor conocido en ese entonces como la Nueva Espafia (Perezgrovas
Garza, 1998).

Los primeros lugares donde se localizaron las estancias de ovinos y que pasaron a
ser desde ese momento como grandes centros productores, fue la ciudad de México,
Coyoacan, Chapultepec, Zacatula, Cuajimalpa, Acasuchel, Tepetlaostoc, el valle de
Matalcingo y Michoacan (Matesanz, 1965).

La reproduccién de los ovinos espafioles fueron creando un mosaico genético dando
origen a los “borregos criollos”, puesto que, a los individuos que descienden de los
animales que trajeron los espafoles durante el periodo de la conquista se les define
como animal “criollo” (Perezgrovas Garza, 1998; Gayosso-Vazquezy Morales, 2009).
Dentro de las razas espafiolas de las que se cree descienden los ovinos criollos en
México, predominan las caracteristicas de la raza churra espafiola. En la sierra de
Zongolica, Veracruz, se cuenta con una variedad de tipos genéticos, principalmente

blancos, negros, café cara negra y gris (Citlahua , A.E. y Vargas, 2009).



Al centro del pais se pueden encontrar rebafios encastados con Suffolk, dichos
rebafos originalmente estaban conformados solo por ovinos criollos, al hacer estudios
genéticos mitocondriales sobre estos individuos cruzados, se puede encontrar la

presencia de ADNmt de los ovinos criollos. (Raul, Gayosso-Vazquez y Morales, 2009)

Se asume que los ancestros de los ovinos domésticos eran: muflén, argali y el urial,
considerando un origen polifilético. El patron cromosdémico de estos ovinos salvajes
varia de 52 a 58, pero a pesar de ello, tienen la posibilidad de reproducirse entre ellos
y con los ovinos domésticos y producir crias fértiles (FAO, 1997). Sin embargo, con
la realizacion de analisis geneticos la identificacion de los linajes abrio la posibilidad
de confirmar el origen polifilético de la oveja doméstica propuesto. Asi, mediante
trabajos de genética se ha establecido que no existié una contribucién del urial o argali
en la formacion de la oveja doméstica, dejando al muflén asiatico como el ancestro
silvestre mas probable. De acuerdo con Aguilar et al., (2017) esto fue confirmado en
un estudio que consideré el mitogenoma completo de ovinos domésticos y silvestres,
donde las secuencias del muflon europeo tuvieron una relacién mas estrecha con las
ovejas domésticas. Por lo que debido a estos analisis se sugiere que la oveja
doméstica es monofilética y que su ancestro silvestre es el muflon.

2.1.1. Caracteristicas generales de los ovinos.

La oveja (Ovis aries) es un mamifero rumiante cuadripedo ungulado, perteneciente
a la familia de los bovidos, es de tamafio mediano, su cuerpo esta cubierto de un pelo
espeso, rizado y suave, el cual se le conoce como lana, puede 0 no tener cuernos en
ambos sexos o solo en los machos, regularmente tienen orejas alargadas y estrechas,
sus extremidades son delgadas y terminan en pezufias. Regularmente el macho

recibe el nombre de carnero, la hembra recibe el nombre de oveja y los descendientes

10



de menos de un afo, sin importar el sexo, reciben el nombre de corderos (Huallata et
al., 2012).

Dentro de los ovinos existen numerosas razas de esta especie y por lo tanto varian
en tamano y color. Se caracterizan por tener un cuerpo y patas relativamente
robustas, pelaje abundante, hocico alargado y cola pequefia, ademéas de orejas
pequefias a grandes. Generalmente poseen cuernos, aunque no es una generalidad
en todas las razas. El pelaje puede variar en color del café, blanco, negro o una
mezcla de estos. En los ejemplares silvestres la cubierta de pelaje inferior se muda
cada afio en la primavera (Alvarez y Medellin, 2005).

Los ovinos criollos son animales que se han adaptados a diferentes zonas
agroecoldgicas, descienden de los ovinos traidos por los espafioles durante el siglo
XVI. Dentro de las caracteristicas mas importantes destacan su alta rusticidad y
mediana prolificidad, la rusticidad es la caracteristica de mayor interes , puesto que
a pesar de contar con deficientes condiciones de alimentacion, poseen genes muy
importantes para mejoramiento genético ( Huallata et al. 2012).

2.1.2 Ganaderia ovina en México.

Las actividades pecuarias tienen una gran relevancia en el contexto socioeconémico
del pais y han sido pilares del desarrollo de la industria nacional mexicana. Dentro de
este sector, la produccion ovina de carne es la actividad que mas esparcida se
encuentra en el medio rural, puesto que se practica en todos los estados de la
Republica Mexicana y estan adaptadas a las caracteristicas de cada region, aun en
condiciones adversas de clima, que no permiten la practica de otras actividades

productivas (Gongora-Pérez et al., 2010).

11



En las ultimas décadas la ganaderia ovina ha tomado mayor relevancia, existen
apoyos y programas gubernamentales a nivel estado como nivel federal. La
produccién de carne de ovino presenta una tendencia creciente casi de manera
continua. En general la ganaderia ovina estd orientada a autoconsumo,
entretenimiento, compra venta de ganado sin fines de lucro, industria (Torrescano et
al., 2009)

La ovinocultura esté condicionada por la disponibilidad de recursos, de insumos, de
la tecnologia a utilizar y del mercado. En el centro del pais predomina el sistema de
produccién extensivo de zonas rurales de montafia, sierra y valles. En este tipo de
unidades de produccion el objetivo es el ahorro y la capitalizacion de la unidad. La
alimentacion del rebafio depende de la vegetacion natural y de los residuos de
cosechas de la agricultura de temporal y tienden a adaptarse con facilidad a zonas
aridas. La mano de obra es de tipo familiar y se emplea en el manejo del rebafio
(Vazquez et al., 2018).

Mucha de la investigacion en México se ha inclinado hacia este sector, que se ha
caracterizado por la generaciéon de tecnologias sin tomar en consideracion la
situacién geografica y econdémica de los productores, o bien impulsando tecnologias
o introduccion de razas especializadas para aquellos productores que cuentan con
los recursos econdmicos para aplicarlas y cuyo principal objetivo es incrementar sus
rendimientos y ganancias, sin tomar en cuenta a los productores de escasos recursos
guienes quedan en completa desventaja al no contar con todos estos tipos de
instrumentos (Goéngora-Pérez et al., 2010).

El Estado de México es el mas importante productor de ovinos, debido a que
concentra el 30% de inventario a nivel nacional, seguido por Hidalgo con el 25% y

Veracruz con el 15% (Partida et al., 2013). En 2016, la produccion nacional de ganado
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ovino en pie, es decir vivo, fue de casi 118 mil toneladas, de las cuales 60,300 fueron
destinadas a carne en canal (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2017).
2.1.3. Razas ovinas puras comunes.

2.1.3.1. Oveja Latxa 6 Lacha.

La palabra Latxa significa basta, y se le llama asi por el tipo de lana de los miembros
de esta raza, que es una de las méas primitivas en Espafia (Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino, s.f.). Esta raza proviene del Pais Vasco de clima
atlantico, con temperaturas moderadas y elevada pluviometria (1.200 mm). Son
capaces de efectuar largos recorridos en relieve accidentado y de soportar ambientes
extremos (frio intenso, nieve y climas céalidos y humedos). Estd adaptada a la
transhumancia entre valles y montafias con importantes variaciones en la cantidad y
calidad del forraje. Su alta rusticidad la hace facilmente adaptable a condiciones
restrictivas (Navarro y Borquez, 2008).

Presenta dos variedades, la oveja cara negra y la cara rubia. La oveja cara Rubia es
de tamafio medio, con un perfil recto y con vellén abundante que cuelga en forma de
mechas largas a ambos lados del cuerpo. La cabeza con perfil fronto-nasal recto o
ligeramente convexo en las hembras, tiene orejas de longitud media y con gran
capacidad de movimiento. El vientre es ligeramente voluminoso y sus extremidades
son delgadas y enjutas. Los machos presentan cuernos en poca proporcion. Las
hembras tienen mamas globosas, desprovistas de lana, pero cubiertas con pelo fino.
En esta variedad, la piel y las mucosas se encuentran despigmentadas. El peso del

macho adulto va de 50 a 70kg y en las hembras de 35 a 50kg (Gabifa et al, 1991).
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Figura 1 Variedad de Ovino de la raza Lacha (Latxha), de lado izquierdo se muestra
la variedad cara negra y de lado derecho la variedad cara rubia (Ministerio de

Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2019

En la variedad de cara oscura, la piel y el pelo son blancos a excepcion de la cabeza
y extremidades, las cuales varian en tonos de negro intenso a un pardo grisaceo o
marrén oscuro. Su lana es gruesa, poco ondulada y de gran longitud. Los cuernos
generalmente se presentan en mayor proporcion que en la variedad cara rubia. Su
peso en la etapa adulta va de 45 a 55 kg para las hembras y en machos de 55 a 75

kg (Gabifia et al., 1991).

2.1.3.2 Oveja Churra

La raza Churra es una raza autdctona, ubicada mayoritariamente en la cuenca del
Duero, Espafia. Existen otras razas intimamente emparentadas, como son la Churra
Tensina y la Lebrijana (San Primitivo y De la Fuente, 2000). Es una oveja rustica de

las méas primitivas de la peninsula. Forma parte de las razas mas importantes de
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Espafia por su alta especializacién en la produccion de leche y por su elevado censo
(Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacion, 2019).

Es una oveja de tamafio medio, longilinea, con una caracteristica lana larga y basta.
Su aspecto es rustico y de vellon desflecado. El color de sus capas es blanco, con
coloracion periférica en negro o pardo que afecta a la porcion terminal de las orejas,
alrededor de los ojos, labios y morro, partes distales de las extremidades, region
umbilical y otras zonas. El peso en hembras es en promedio de 66 kg y en machos
de 73 kg, mientras que la altura cruz es de 68 cm y 81 cm respectivamente (Ministerio

de Agricultura, pesca y alimentacion, 2019).

Figura 2 Morfologia de la raza ovina Churra (Ministerio

de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2019).

2.1.3.3 Oveja Canaria

Es una raza autdctona que tiene presencia prehispanica, es producto de la fusién de
la oveja aborigen (carente de lana) llegada del continente africano con los primeros
pobladores, con razas peninsulares y portuguesas de lana importadas por los colonos
y conquistadores a las islas Canarias, lugar al que debe su nombre. Se encuentran
principalmente en el archipiélago de las Islas Canarias, en zonas humedas ricas en
pastos en la zona norte y zonas aridas del sur. También se encuentran en las islas de

Lanzarote, Fuenteaventura y el Hierro (Ministerio de Agricultura, pesca vy
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alimentacion, 2019). Es una raza extremadamente ruastica, se adapta con facilidad a
los diversos microclimas islefios, siendo el sistema de explotacion pastoreo en
rebafios (Consejo de Agricultura, ganaderia y pesca, s.f.).

Esta raza cuenta con una cabeza con perfil rectilineo o subconvexo. Sus orejas son
generalmente grandes y ligeramente caidas. Tiene un dimorfismo sexual marcado,
donde los machos presentan un perfil subconvexo mas evidente. Es una raza de color
blanca, pero también varia en negro, marrén y sus combinaciones. La parte de la cara
es desprovista de lana. En machos su altura cruz es de 70 cm aproximadamente,
mientras que en hembras de 65 cm. El peso va de 60kg y 50kg respectivamente. Los
machos presentan cuernos que se enrollan en forma de espiral (Ministerio de

Agricultura, pesca y alimentacion, 2019).
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Figura 3 Oveja de la raza canaria (Ministerio de Agricultura y Pesca y Alimentacion,
2019).

2.1.3.4 Oveja Manchega
Debe su nombre a la region de La Mancha, que ocupa parte Centro-Este de la

Peninsula Ibérica, zona de origen y de mayor explotacion de la raza. Es una de las
razas ovinas mas importantes, tanto por censo como por sus caracteristicas

productivas (Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, s.f.). Es la raza
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espafiola autoctona mas extendida, pues se encuentra en al menos 41 provincias
representando un total de cobertura del 82%.

Es una raza rustica que se adecua al pastoreo en zonas aridas y de clima extremo
(Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacion, 2019).

Presenta dos variedades, la oveja manchega y la manchega negra. La manchega
blanca tiene su cabeza es de tamafo medio, cuentan con orejas grandes, largas y
ligeramente inclinadas, hocico amplio y nasales anchos. Cuentan con pecho ancho,
costillar redondeado y vientre proporcionado. Tienen un perfil convexo, que se
destaca claramente en los machos, y es mas suave en las hembras. Tienen
dimorfismo sexual marcado. Sus extremidades son aplomadas. Su vell6n es blanco
con la piel, mucosas y faneros despigmentados o con pigmentaciones discretas. Esta
raza no cuenta con cuernos. La altura cruz en machos es de aproximadamente 97.5
cm y en hembras de 80 cm, el peso es de hasta 100 kg y 75 kg respectivamente

(Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacién, 2019).

Figura 4 Variedades de la oveja manchega, de lado izquierdo se muestra la
manchega blanca y de lado derecho la manchega negra (Ministerio de Agricultura y

Pesca y Alimentacion, 2019).
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La oveja manchega negra agrupa ovinos de perfil convexo, del mismo modo tiene
dimorfismo sexual, proporciones alargadas, aunque condicionadas al medio en donde
viven. Posee piel de color negro intenso en todo el cuerpo, aunque puede existir la
presencia de una mancha blanca en la nuca y otro en el extremo distal en la cola, el
peso en machos es de aproximadamente 90 kg en la etapa adulta y de 60 kg en
hembras. Ambos sexos son acornes (Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacion,

2019).

2.1.3.5 Oveja castellana.

Es una raza que debe su nombre a su area geografica de origen, Castillay Ledn. Ha
sido considerada como una raza de triple aptitud por su capacidad de produccion de
leche, carne y lana, pero sobre todo es usada para carne y leche. En esta raza se
reconocen 2 variedades, la blanca y la negra. De estas, la variedad negra se
encuentra en el grupo de proteccion especial debido a que su censo hasta 2001, era
muy bajo. Su area de distribucion es fundamentalmente en las provincias de
Valladolid, Zamora y Salamanca. Esta raza se distingue por ser muy rustica,
permitiéndole aprovechar los recursos pastables disponibles, especialmente en zonas
extremadamente secas y pobres donde apenas existe agricultura (Gonzales et al,
2001).

La variedad blanca en donde la piel, pelo y lana son de color blanco, es la mas
abundante en la actualidad, tiene cierta influencia de la raza manchega y se dedica
tanto a la produccion de carne como de leche y la raza negra se dedica
exclusivamente a la produccion de carne.

La variedad blanca es una raza de tamafo medio, con perfil subconvexo. Su cabeza
es sin lana y aplanada lateralmente. Tiene orejas de tamafo pequefio-medio, cuello

musculado sin pliegues. Sus extremidades son fuertes de longitud media. El vellon es
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entrefino, cerrado, extendido por tronco y cuello, sin rebasar los corvejones. La altura
cruz en machos es de 80 cm y en hembras de 71 cm, mientras que el peso es de 80
en machos y de 50 en hembras. Pueden llegar a tener cuernos fuertes y bien
desarrollados, pero no es frecuente que se presenten (Ministerio de Agricultura, pesca

y alimentacion, 2019).

Figura 5 Variedad castellana blanca y variedad castellana negra (Ministerio de

Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2019).

La variedad negra es una oveja mas rustica, de perfil recto, o atenuado perfil
subconvexo, sus orejas son de tamafio pequefio 0 mediano y son moviles. Su cola es
larga. Los dos sexos son acornes (Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacion,

2019).

2.1.3.6 Oveja criolla
Son animales adaptados en diferentes zonas agroecoldgicas, provienen de la

descendencia de los ovinos traidos por los espafioles durante el siglo XVI. Su principal
caracteristica es de alta rusticidad y mediana prolificidad, bajo nivel productivo de lana

y carne, peso vivo de 29 kg para ovejas y 30 kg para carneros (Huallata et al., 2012).
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2.2. Conceptos de diversidad genética, relaciones de parentesco: implicaciones

de conservacion.

2.2.1. Diversidad genética.

La diversidad o polimorfismo genético es la variacién de una secuencia de ADN entre
individuos (o cromosomas) distintos dentro de una especie dada (o dentro de una
poblacién dada), contribuye a las especies la capacidad de responder y adaptarse a
cambios ambientales. Los individuos de una misma especie no son genéticamente
idénticos, sus secuencias de ADN difieren en cierta medida y estas diferencias
conocidas como polimorfismos, son quienes consituyen la diversidad genética
(Ellergren y Galtier, 2016).

La diversidad genética se define como variaciones heredables en los genes en cada
organismo, entre individuos de una poblacion y entre subpoblaciones de una especie.
Es resultado de diferencias alélicas de las unidades de herencia (genes) de los
individuos de una o més poblaciones o subpoblaciones de una especie (Pifiero, et al.,
2008). Los genes, segmentos de ADN, se encuentran distribuidos en los
cromosomas, variando entre especies; en el ADN esta codificada la informacién a
partir de la cual se desarrolla cada ser vivo y es parte de la plasticidad fenotipica de
cada individuo (Pifiero et al., 2008). Estos genes forman la materia prima sobre la que
actuan las fuerzas evolutivas y moldea la diversidad de los seres vivos. Es importante
conservar la diversidad genética ya que integra el potencial evolutivo de las especies,
pues dicha diversidad hace frente al medio (fisico y bioldgico), posibilitando su
adaptacion a los cambios de este (Pifiero et al., 2008).

La diversidad genética entre organismos esta dada principalmete por deriva genética

y seleccion natural, la primera actia de forma al azar y la otra como repuesta a un
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proceso de adaptacion al medio (Kimura 1986). La variaciéon genética es medible,
pues cada individuo de una especie, a excepcion de los gemelos monocigéticos,
posee una secuencia de ADN Unica. Las variaciones en el ADN derivan de
mutaciones resultantes de la sustitucion de un (o varios) nucleétido (single nucleotide
polimorfism o SNP), inserciones, deleciones de fragmentos de ADN de diversas
longitudes (desde uno a varios miles de nucle6tidos), o duplicacién o inversion de
fragmentos de ADN (Delgado-Valerio et al., 2010).

De acuerdo con Gonzéles (2017), la diversidad genética es cualquier medida de la
variacion genética en loci neutrales o adaptativos de poblaciones y especies, en otras
palabras, cuan diversa genéticamente es una poblacion o individuo.

Desde el punto de vista tedrico, se puede pensar que la diversidad genética refleja el
balance entre la aparicion y desaparicion de variantes genéticas (alelos). Nuevos
alelos aparecen en cada generacion por mutaciones espontaneas debido a errores
en la replicacion del ADN o por dafios inducidos por mutagenos. La tasa de mutacion
no es constante en todo el genoma ni entre especies, esto explica parte de la variacién
gue se observa en la diversidad genética. La diversidad genética también se rige por
la tasa de pérdida y fijacion de alelos. Esta fijacion se refiere a la propagaciéon
completa de una mutaciéon en una poblacion de tal manera que remplaza todos los
demas alelos de un sitio (Ellergren y Galtier, 2017), y depende del tamafio de la

poblacion.

2.2.1.1 Diversidad genética en ovinos.

La oveja juega un papel fundamental en los sistemas de produccion alimentaria y con
frecuencia es reconocida como un animal multipropdsito capaz de potenciar la
economia rural. Su rusticidad, adaptabilidad y alta prolificidad le dan mucha

popularidad (Ocampo et al, 2016). Los ovinos criollos son importantes debido a su
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adaptacion y aclimatacién a condiciones ambientales especificas del lugar donde han
habitado por tiempo prolongado, asi como también por ser animales mucho mas
rusticos y resistentes a parasitos ya que no reciben ningun tratamiento sanitario,
aunque con bajos niveles productivos de lana y carne (Ochipinti et al., 2012). Sin
embargo, debido a su manejo reproductivo inadecuado en las poblaciones y tamafio
de la poblacion, han aumentado los niveles de consanguinidad y por lo tanto, la
perdida de la productividad, suponiendo un riesgo para la conservacion de los
recursos genéticos de la poblacion (Ocampo et a.l, 2016). Se ha comenzado a
reconocer el valor de resistencia de las razas criollas y estan empezando a ser
utilizados en programas de cruzamiento o para la introduccibn de genes de
adaptacioén y resistencia a otros ovinos. Es por esto, que es importante el estudio de
su diversidad genética para preservar el patrimonio genético de los ovinos criollos
(Ochipinti et al., 2012).

En los ultimos afios, ha tomado lugar el desarrollo de herramientas moleculares Y
estadisticas para el analisis de estructuras genéticas para la caracterizacion de la
diversidad entre y dentro de las razas. La caracterizacion tradicional restringida por
medio de atributos fenotipicos puede ahora complementarse con un nimero cada vez
mayor de marcadores moleculares disponibles y el desarrollo de técnicas estadisticas
especializadas para su analisis. Todo el uso de estas técnicas es con la finalidad de
ayudar en el andlisis de de la variabilidad genética tanto dentro como entre razas y

para contribuir a establecer prioridades de conservacion (Toro et al., 2009).

2.3. Técnicas para el analisis de diversidad genética en ovinos.
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2.3.1. Marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares son una herramienta para estudios de diversidad
genética, entre otras aplicaciones. De manera general, los marcadores genéticos se
pueden clasificar en citogenéticos (cromosomas), bioquimicos (electroforesis de
enzimas) y los basados en ADN, que a su vez se agrupan, segun el método de
identificacion, en: a) los de clonacién (obtencion de fragmentos idénticos de ADN a
partir de una misma secuencia original) y de secuenciacion (determinacion del orden
de bases nucleotidicas en fragmentos de acidos nucleicos); y b) los de impresion
Unica o fingerprinting (utilizacion de pequefias secuencias de ADN que se sabe que
varian entre individuos). Se espera que un marcador molecular sea capaz de
discriminar diversos alelos (diferentes versiones de un mismo gen) de un mismo
locus, y sea util para detectar polimorfismos en el mayor nimero posible de locus al
mismo tiempo, en una Unica reaccion (Rios et al., 2009).

En la actualidad, existen varias técnicas moleculares que permiten conocer la
proporcion y variacion de genes en las poblaciones naturales de manera directa a
partir de regiones flanco del ADN (Rentaria, 2007). Los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en loci (alelos
0 genes) Unicos o multiples (locus) y son de tipo dominante o co-dominante (Simpson,
1997). Estos han sido utilizados como herramientas efectivas para evaluar la
diversidad genética y las estructuras poblacionales en distintos animales (Zhou et al,
2021). En particular, Los marcadores de ADN se utilizan en los analisis filogenéticos
y en la busqueda de genes utiles en la seleccion asistida por marcadores, trazabilidad
de alimentos y pruebas de paternidad.

2.3.1 Marcadores Microsatelites (SSRs 0 STRs).

Los marcadores de microsatélites son secuencias cortas repetidas, Simple Sequence

Repeats (SSR), Short Tandem Repeats (STR) o mejor conocidos como microsatélites
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son abundantes en el genoma eucariota, estan constituidas por unidades cortas de 1
a 6 pares de bases, que se repiten en tandem un elevado nimero de veces. Cada
secuencia SSR se define por el tipo de unidad repetida y por su posicion que ocupan
en el genoma (locus), cuya frecuencia y tipo de repeticidén varia en los genomas de
distintas especies. Por ejemplo, son abundantes en genomas de peces, insectos
himendpteros y mamiferos, pero no son frecuentes en aves, en plantas y lepidopteros
(Gonzélez, 2003). Estos marcadores se heredan de manera codominante,
permitiendo diferenciar bandas en individuos homocigotos y heterocigotos. Los
microsatélites presentan altas tasas de mutacién, lo que permite diferenciar individuos
estrechamente emparentados (Zhang, 2004; Espinoza et al., 2007).

Los microsatélites pueden estar compuestos por repeticiones del mismo nucle6tido
(mononucledtidos), por dos (dinucleétidos), por tres (trinucleétidos) y asi hasta seis
nucleétidos (hexanucleétidos), cada motivo Unico se consideran puros o perfectos:
AAAAAAAAAAA o (A)11); aquellos conformados por dos o mas motivos se
denominan compuestos: AAAAAAATTTTTTT o (A)7(T)7) y se conocen como
interrumpidos cuando un nucleétido o mas se insertan en alguna parte de la
repeticion: AAAAAAGAAAAAA o (A)6G(A)6) (Schlotterer, 2000). Debido a esta
diversidad de tipos y en los diferentes genomas que se localizan, pueden brindar
informacion a diferentes niveles. Es decir, los mononucleétidos y dinucleétidos son
mas abundantes y tienen una tasa de mutacién mayor que los demas, por lo que son
apropiados para detectar diferencias entre individuos de una misma poblacion,
mientras que aquellos con repeticiones de tres 0 mas nucleotidos muestran menor
variabilidad y permiten la determinacion de paternidad y el analisis de variacion entre

poblaciones e incluso entre especies (Vazquez y Garcia-Morales, 2014).
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Ciertos alelos SSR con suficiente diferencia de tamafo, pueden ser visualizados
mediante un gel de agarosa y posterior tincion con bromuro de etidio, geles de
poliacrilamida seguido de secuenciacién (Sirventy Gomez 2012).

2.3.1.1 Amplificacion de los microsatélites
Los microsatélites son amplificados a través de la PCR (Reaccion en cadena de la

polimerasa), con iniciadores que se alinean en las regiones flanqueantes de la
secuencia repetida. Las condiciones para la amplificacion por PCR son variables,
dependen de la temperatura empleada en la fase de hibridacion a amplificar y las
condiciones del laboratorio, sin embargo, se puede partir de un programa general
(Vazquez y Morales, 2014).

2.3.1.1.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): técnica para amplificar
microsatélites

La PCR es una reaccion in vitro que se utiliza para amplificar microsatélites, realizada
con una mezcla reactivos y mediante la programacion de ciclos de temperatura
variable en un termociclador, las muestras de ADN se incuban por intervalos de
tiempo (Brown, 2000). Los pasos basicos de una PCR, segin Martinez y Silva (2004),
son:

A. Desnaturalizacion del ADN: las dos cadenas de ADN se separan por ruptura de los
enlaces de hidrégeno. Las condiciones tipicas de desnaturalizacion son 95 °C por
30 s 0 97 °C por 15 s; pero temperaturas mas altas pueden ser apropiadas para
cadenas ricas en G + C.

B. Hibridacién de primers: El termociclador baja la temperatura y las condiciones
facilitaran la unién de los primers a las cadenas separadas. La temperatura y el
tiempo requerido para el alineamiento de los primers dependen de la composicién,
tamafio y concentracibn de los primers a amplificar. Una temperatura de

alineamiento optima es 5 °C por debajo de la Temperatura media (Tm) de los
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primers. Debido a que la ADN polimerasa se activa en un amplio rango de
temperaturas, la extension de los primers puede ocurrir a bajas temperaturas
incluyendo el paso de alineamiento. El rango de actividad de las enzimas varia en
dos érdenes de magnitud entre 20 y 85 °C y la temperatura de alineamiento entre
55 a 72 °C genera buenos resultados (Martinez y Silva, 2004).

C. Extension: se lleva realiza 72° C, temperatura en la cual, la polimerasa lleva a cabo
su accion, inserta los diferentes nucleétidos complementarios en el orden que le va
indicando la cadena molde. El tiempo de extension depende de la longitud y
concentracion de la secuencia blanco y de la temperatura. La extension del primer
se realiza tradicionalmente a 72°C. Las estimaciones para la tasa de incorporacion
de nucledtidos a 2°C varia de 35 a 100 nucledtidos por segundo dependiendo del
buffer, pH, concentracion de sales y la naturaleza del ADN molde (Martinez y Silva,

2004).

2.3.2 Técnicas para la visualizacién de alelos derivados de microsatélites

La electroforesis es definida como una técnica separativa que emplea un campo
eléctrico aplicado que actua sobre particulas cargadas causando movimiento a través
de una matriz (Jorgenson y Lukacs 1959). Las moléculas de ADN tienen una carga
eléctrica negativa, cuando estas moléculas son colocadas en el campo eléctrico
migran hacia el polo positivo este proceso es llamado electroforesis de ADN (Brown,
1994). Los acidos nucleicos migran a través del gel dependiendo del tamafio, con una
pequefia influencia de la composicién de bases (Berger y Kimmel, 1987; Robinson y
Lafleche, 2000; Sealey y Southern, 1982).

Los geles de poliacrilamida, tienen una mayor capacidad de resolucién con respecto
a los geles de agarosa y ademas dan posibilidad de cargar una mayor cantidad de

ADN, su tamafio hace que se puedan emplear para separar macromoléculas como
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proteinas y ADN, mientras que los geles de poliacrilamida sirven para separar acidos
nucleicos de 25 a 2000 pb mientras que los geles de agarosa pueden separar
fragmentos hasta 10 veces més grandes, se pueden separar ADN de tamafio desde
1 kpb hasta 20 kbp (Fierro, 2014).

La agarosa es apropiada para la electroforesis porque es neutra, adopta una
estructura tridimensional de doble helice cuya cavidad central es suficientemente
como para acomodar agua. Cuando se prepara el gel, la agarosa y el buffer se
calientan hasta que se disuelva la agarosa, la mezcla se coloca dentro de un
contenedor hasta que se enfria y gelifica. Cuando el gel se carga, se sumerge en una
solucion buffer y se aplica un campo electrico para que corra el ADN. Generalmente
se usa a concentraciones de 0.5 a 2x (Fierro, 2014).

Por su parte, la poliacrilamida se utiliza en electroforesis en gel, es quimicamente
inerte, de propiedades uniformes con preparacion rapida. Forma, ademas, geles
transparentes con estabilidad mecénica, insolubles en agua, relativamente no iénicos
gue permiten buena visualizacién de las bandas durante tiempo prolongado. Ademas,
tiene la ventaja de que, variando la concentracion de polimeros, se puede modificar
de manera controlada el tamafio del poro (Garcia, 2000).

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion vinilica del monémero
acrilamida CH2=CH-CO-NH2 y del mondémero entrecruzador N, N’-metilen-bis-
acrilamida CH2 = CH- CO - NH - CH2- NH - CO - CH = CH2. La polimerizacién se
inicia con la formacion de radicales libres del monomero, que se producen por
radicales libres de oxigeno, por causa de la accion de iones persulfato (Chavez et al.
1990).

Muchos factores desempefian una funcidbn importante en la separacion

electroforética, como son el pH, fuerza i6nica, gradiente de potencial, tiempo de
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corrida, concentraciones de acrilamida y bisacrilamida, entre otros. Las condiciones
Optimas de una buena separacion, en la practica se determinan experimentalmente,
con el andlisis de cdmo influyen los diferentes factores en la electroforesis en cuestion
(Garcia-Pérez, 2000).

La concentracion de acrilamida (% T) representa el porcentaje en peso del monémero
total empleado (acrilamida + entrecruzador en gramos por 100 mL) y determina la
longitud promedio de la cadena del polimero. La concentracidén de bis-acrilamida (%
C) representa el porcentaje de este monémero en el gel y determina el grado de
entrecruzamiento (Garcia-Pérez, 2000).

La estructura del gel comienza a ser notoria a 4 % T; 0,2-5 % C (Garcia, 2000). En
general el tamafo del poro disminuye con el incremento del %T. Las proporciones en
gue ambas se encuentran determinan las propiedades fisicas del gel como son
densidad, elasticidad, resistencia mecéanica y el tamafio del poro. En general se
recomiendan valores de T de 5 a 15 % y de C de 2 a 4 %. Para separar moléculas
por tamafio, es necesario tomar en cuenta la relacion entre el poro efectivo del medio
y el tamafio de la molécula que se pretende separar. Si el poro del medio es
significativamente mayor que la molécula, la separacion electroforética sera sobre la
base de diferencias de carga y el tamizaje molecular sera minimo (Garcia-Pérez,
2000).

Al aplicar muestras bioldgicas en un gel con gradiente de acrilamida, todas las
macromoléculas comienzan su migracion a bajo porcentaje y en la medida en que
avanzan se encuentran con poros mas pequefios que retardan su movimiento. Las
moléculas menores comienzan a tener alta friccion cuando los poros son mas
pequefios, mientras que las grandes comienzan la friccion en los poros de mayor

tamano. La electroforesis en geles de poliacrilamida puede realizarse en el rango de
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pH de 2 a 11, sin embargo, la desaminacién de las proteinas o las reacciones
hidroliticas pueden ser severas a valores de pH inferiores a 3 y superiores de 10
(Garcia-Pérez, 2000).

2.4. Microsatélites para estudios de diversidad genética en ovinos
De acuerdo a la FAO, los microsatélites deben contar con propiedades especificas

para el andlisis de diversidad genética y la caracterizacion de las distintas especies
de interés zootécnico, entre estas caracteristicas se encuentran el que sean de
dominio publico, que las variantes alélicas tengan una herencia mendeliana simple,
se debe conocer su situacion en los mapas genéticos de la especie y no presentar
relaciones de ligamiento entre ellos, cada microsatélite debe tener al menos cuatro
alelos, aunque los marcadores con un alto grado de mutacion no siempre son los mas
idéneos pues pueden dar lugar a desajustes en la segregacion y no ser adecuados
para los analisis de distancia genética y finalmente, se deben usar marcadores
interespecificos de ser posible. Para esto, la FAO recomienda una lista de 30
microsatélites para estos estudios de biodiversidad ovina, estos permiten contar con
analisis precisos y se podran realizar comparaciones con resultados previos (FAO,

2011).
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Cuadro 1 Microsatélites ovinos recomendados por la FAO para andlisis de diversidad genética (FAO, 2011).

Nombres Cromosoma Secuencia del primer Temperatura No. De
(5°->3) de acceso al
Forward/reverse hibridacion  banco de
genes
OarFCB128 OAR2 ATTAAAGCATCTTCTCTTTATTTCCTCGC 55 L01532
CAGCTGAGCAACTAAGACATACATGCG
OarCP34 OAR 3 GCTGAACAATGTGATATGTTCAGG 50 U15699
GGGACAATACTGTCTTAGATGCTGC
OarCP38 OAR CAACTTTGGTGCATATTCAAGGTTGC 52 U15700
10 GCAGTCGCAGCAGGCTGAAGAGG
OarHH47 OAR TTTATTGACAAACTCTCTTCCTAACTCCACC 58 L12557
18 GTAGTTATTTAAAAAAATATCATACCTCTTAAGG
OarVH72 OAR GGCCTCTCAAGGGGCAAGAGCAGG 57 L12548
25 CTCTAGAGGATCTGGAATGCAAAGCTC
OarAE129 OAR 5 AATCCAGTGTGTGAAAGACTAATCCAG 54 L11051
GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCAACACC
BM1329 OAR 6 TTGTTTAGGCAAGTCCAAAGTC 50 G18422
AACACCGCAGCTTCATCC
BM8125 OAR CTCTATCTGTGGAAAAGGTGGG 50 G18475
17 GGGGGTTAGACTTCAACATACG
HUJ616 OAR TTCAAACTACACATTGACAGGG 54 M88250
13 GGACCTTTGGCAATGGAAGG
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DYMS1 OARZ20 AACAACATCAAACAGTAAGAG 59
CATAGTAACAGATCTTCCTACA
SRCRSP9 CHI 12 AGAGGATCTGGAAATGGAATC 55 L22201
GCACTCTTTTCAGCCCTAATG
OarCB226 OAR 2 CTATATGTTGCCTTTCCCTTCCTGC 60 L20006
GTGAGTCCCATAGAGCATAAGCTC
LSTS5 OAR 7 GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 55 L23481
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC
ILSTS11 OAR 9 GCTTGCTACATGGAAAGTGC 55 L23485
CTAAAATGCAGAGCCCTACC
ILSTS28 OAR 3 TCCAGATTTTGTACCAGACC 53 L37211
GTCATGTCATACCTTTGAGC
SRCRSP5 OAR GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG 56 L22197
18 GTTTCTTTGAAATGAAGCTAAAGCAATGC
MAF214 OAR GGGTGATCTTAGGGAGGTTTTGGAGG 58 M88160
16 AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGACG
SRCRSP1 CHI 13 TGCAAGAAGTTTTTCCAGAGC 54 L22192
ACCCTGGTTTCACAAAAGG
MAF33 OAR 9 GATCTTTGTTTCAATCTATTCCAATTTC 60 M77200
GATCATCTGAGTGTGAGTATATACAG
MCM140 OAR 6 GTTCGTACTTCTGGGTACTGGTCTC 60 L38979
GTCCATGGATTTGCAGAGTCAG
OarFCB20 OAR 2 AAATGTGTTTAAGATTCCATACAGTG 56 L20004
GGAAAACCCCCATATATACCTATAC
OarFCB193 OAR TTCATCTCAGACTGGGATTCAGAAAGGC 54 LO1533
11 GCTTGGAAATAACCCTCCTGCATCCC
OarFCB304 OAR CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG 56 LO1535

19

CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG
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OarJMP29 OAR GTATACACGTGGACACCGCTTTGTAC 56 U30893
24 GAAGTGGCAAGATTCAGAGGGGAAG
OarJMP58 OAR GAAGTCATTGAGGGGTCGCTAACC 58 U35058
26 CTTCATGTTCACAGGACTTTCTCTG
MAF65 OAR AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG 60 M67437
15 CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG
MAF70 OAR 4 CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC 60 M77199
GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC
MAF209 OAR GATCACAAAAAGTTGGATACAACCGTGG 63
17 TCATGCACTTAAGTATGTAGGATGCTG
BM1824 OAR 1 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 58
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
INRAOG3 OAR ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 58

14

AAACCACAGAAATGCTTGGAAG
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2.5. Indices de diversidad genetica.

Los estudios de diversidad genética son primordiales para optimizar
estrategias de conservacion de los recursos zoogeneticos asi como
implementar medidas de uso en programas de mejora genética. Entre los
paradmetros basicos para medir la diversidad genética se encuentran:

El tamafo efectivo de la poblacion (N) es un indice que estima el nUmero
efectivo de animales de una poblacién que se reproducen y aportan genes a
la generacion siguiente (Serna-Lagunes y Diaz-Rivera, 2011), el cual esta
estrechamente vinculado al nivel de endogamia y de deriva genética de una
poblacién, convirtiéndolo en un indicador para evaluar el grado de pérdida de
diversidad genética de una determinada poblacién. El porcentaje de
polimorfismo o proporcion de loci polimérficos (P) que es una medida del
namero variable en una poblacién y se calcula dividiendo el nimero de loci
polimorficos de ésta entre el nimero total de loci analizados, en este caso, es
necesario el uso de un criterio arbitrario relacionando el polimorfismo de un
locus con su frecuencia alélica, ya que, cuando se aumenta el numero de
individuos muestreados en una poblacién, también aumenta la probabilidad
de encontrar un nuevo alelo (Gonzalez, 2008).

La riqueza alélica (A) que es el nUmero medio de alelos por locus y cuantifica
el numero total de alelos diferentes detectado en cada uno de los loci de una
poblacién (Gonzalez, 2008). A partir de eso surge la frecuencia alélica o
génica, que se refiere a la medida de la abundancia de un alelo en una
poblacién. El numero medio de alelos (NA) y la heterocigosidad observada y

esperada (Ho y He), son los parametros mas usuales en la evaluacion de la
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diversidad intrarracial.

La heterocigosiad observada (Ho) es la proporcion de individuos
heterocigotos observada en una muestra de la poblacion. Se calcula
directamente a partir de los genotipos encontrados en la poblacion para todos
los loci. La heterocigosidad esperada (He) es referida a la proporcion de
organismos heterocigotos calculada a partir del equilibrio de Hardy-Weinberg.
Su calculo implica la obtencién de las frecuencias genotipicas a partir de las
frecuencias alélicas siguiendo el binomio cuadrado (p+q)2, en donde p y g son
las frecuencias alélicas y 2pq corresponde a la frecuencia de heterocigotos
(Tripp, 2009). El Equilibrio de Hardy-Weinberg que es alcanzado en las
frecuencias alélicas en una poblaciéon panmictica (aquella donde todos los
individuos de una poblaciéon tienen la misma probabilidad de aparearse)
donde no hay perturbaciones por efecto de la mutacién, migracion, seleccién
o deriva. Si dos alelos, A1 y A2 tienen frecuencias p y q, las frecuencias en
equilibrio de H-W para los genotipos A1Al, A1A2, y A2A2 serdn p2, 2pg y g2
respectivamente (Pefa, 2019).

Otros parametros importantes son los indices de diferenciacion o fijacion
genética (FST), se mide el grado de diferenciacibn genética de las
subpoblaciones, calculando las varianzas estandarizadas de frecuencias
alélicas entre poblaciones (Weir y Basten, 1990). Este ultimo indicador se
puede calcular para los pares de poblaciones en estudio (Weir y Cockerham,
1984), y determinar el grado de diferenciacidon genética entre poblaciones,
esto como resultado de la particion de la diversidad genética en la poblacion.

un analisis de varianza molecular (AMOVA) jerarquico (Excoffier et al., 1992),
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se puede aplicar para evaluar la distribucion de diversidad dentro y entre
grupos de razas o subpoblaciones, lo que indica el reparto de la diversidad
genética en las distintas fuentes de variacion existentes en la poblacion bajo
estudio (entre individuos, dentro de individuos, entre subpoblaciones o entre
poblaciones). Para evaluar las relaciones genéticas o de parentesco entre
poblaciones o individuos, se calculan las distancias genéticas entre pares de
poblaciones e individuos y con base a su afinidad genética se asocian a los
niveles de parentesco como: sin relaciones, medios hermanos y totalmente
emparentados (Pifiero et al., 2008).

2.6 ADN mitocondrial. ADN mitocondrial en mamiferos

El ADN mitocondrial (ADNmt) se localiza en las mitocondrias, organelos que se
encargan de llevar a cabo la transformacién de los nutrientes y el oxigeno en
energia quimica util (Olazabal, 2014).

El ADNmt es uno de los marcadores genéticos de poblaciones mas utilizado en
animales, debido a su alto nivel de variabilidad, su herencia clonal (materna) y su
supuesto modo de evolucion casi neutral (Nabholz, 2008).

Diferentes regiones del ADNmt son reconocidas por su variabilidad, lo cual lo ha
convertido en una de las herramientas principales para el estudio del origen de las
especies, puesto que, al ser de herencia materna y por ausencia de recombinacion,
ha permitido realizar inferencia sobre los ancestros (Alvarez-Iglesias, 2008).
Puesto que la Unica manera en que se presentan cambios dentro del ADNmt es por

mutaciones, la Unica manera en que las secuencias del ADNmt pueden cambiar es

35


http://dna.ac/filogeografia/PDFs/phylo/Avise%26l_87_Phylogeography.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2206084/#:~:text=Mitochondrial%20DNA%20(mtDNA)%20is%20one,evolution%2C%20at%20least%20in%20invertebrates.

gracias a la acumulacion secuencial de mutaciones en distintos linajes maternos, lo
que le ha conferido una gran tasa evolutiva (Coral-Vazquez et al., 1995).

En cada mitocondria se encuentran contenidas multiples copias de un mismo
crosoma circular, el ADNmt es haploide, se presenta como una sola secuencia o
haplotipo por individuo lo que se denimina como homoplasmia. A diferencia del ADN
nuclear, el cual presenta recombinacién y alberga la informacién genética de ambos
progenitores, dado que es de herencia biparental (Vergara, 2016).

El ADNmt se utilizan para estimar filogenia y para realizar estudios de diversidad
genética (Narisara et al., 2019).

La tasa de mutacion del ADNmt con respecto a la del ADN nuclear es 10 veces
mayor. Dentro del ADNmt hay regiones codificadoras y no codifcadoras, una de
estas ultimas es la region D-loop, la cual funciona como sitio de inicio de la
replicacion (Scotto, 2006). La cual es ampliamente utilizada como un marcador en
estudios de diversidad genética, la relacion filogenética entre poblaciones y

especies, r el origen y dispersion de especies (Bahri-Binabaj-2018).

2.7. Estudios de diversidad genéticay origen ancestral en ovinos.

Se han realizado diversos trabajos que se enfocan en realizar el rastreo genético de
la descendencia de razas de ovinos criollos y en la caracterizacion de su diversidad

genética, tanto diferentes marcadores genéticos y regiones genomicas.

Neubauer et al., (2015) estudio la diversidad y estructura genética de la raza de
ovinos Zackel y otras razas de ovinos de Hungria por medio de la toma de muestras

de 6000 ovejas. Los estudios revelaron que la poblacién de ovinos hungara de leche

36



britanica es la que se encuentra mas diferenciada con respecto de las otras
poblaciones, caso contrario la raza Awassi es la que se encuentra mas cercana
genéticamente a las otras razas de ovinos. Por su parte, las dos variedades
hangaras de la raza Zackel, la blanca y la negra se encuentran muy cercanas
genéticamente y tiene un alto grado de polimorfismo genético. Sin embargo, la
variedad Zackel de Transilvania no es muy cercana a las Zackel hungaras. Esto

indica que no comparten ninguna caracteristica en comun, mas que el nombre.

Ocampo et al. (2016), con el uso de microsatelites determinaron la diversidad
genética en 549 individuos correspondientes a 13 razas de ovinos en Colombia,
utiizando un panel de 11 marcadores moleculares de microsatélite. Ellos
encontraron un total de 157, con un rango de heterocigosidad observada y esperada

de 0.44 a 0.84 y 0.67 a 0.86, respectivamente.

En el 2017, Dymova et al. realizaron un analisis comparativo de la diversidad
genética de ovejas antiguas y modernas para conocer el origen de estos animales
y su distribucién. Asi como para evaluar el papel de los humanos en cada etapa de
formacion de diferentes razas de ovejas en Siberia del sur, especificamente en la
region de Alsai. Ellos encontraron una diversidad alta de haplotipos ovinos, incluida
la presencia de dos haplotipos basales, lo que indica que la regién de Altai pudo

haber sido una ruta de transporte de la migracion humana.

En el ADNmt se han utilizado dos regiones, el COIl y D-Loop, como en el estudio
realizado por Alonso et al., 2017 quienes identificaron el origen evolutivo y la

diversidad de poblaciones criollas de ovinos en México. Ellos encontraron que las
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poblaciones de ovinos en México tenian un origen filogenético comun que
descienden de poblaciones de ovinos ibéricas de la raza Churro y Entrefino Trunk.
Por su parte Ulloa et al., 2009 también determinaron el origen genético de ovinos
criollos mexicanos. A partir de un analisis del gen Citocromo C oxidadasa subunidad
| del ADNmt, donde mostraron también que los ovinos domésticos de México

descienden de ovinos europeos.

Muchos otros estudios se han realizado en diferentes paises para conocer la
filogenia de los ovinos. Prueba de esto se tiene el estudio realizado por Sanna et
al., (2015) quienes, a partir de muestras de las islas mediterraneas de Cerdefia y
Cércega, usaron ADNmt para inferir la historia evolutiva y las relaciones
filogeogréficas entre las especies actuales del género Ovis. Obtuvieron como
resultado que el aumento de los haplogrupos de ovinos modernos ocurrié en un
lapso de entre 6 y 32 000 afios atras. Ademas, el arbol filogenético que construyeron

determind una clasificacion mas exacta de las especies de ovinos actuales.

Siguiendo con el contexto de la historia evolutiva, Liu et al., (2018) determinaron
esta junto con la filogeografia de ovejas tibetanas por medio de secuencias de la
region D-loop del ADNmt. Ellos tomaron muestras de sangre de 636 ovejas
pertenecientes a 15 poblaciones que viven dentro de las areas de Quinghai y la
meseta tibetana en China. Sus resultados revelaron la existencia de 4 linajes
maternos y una alta diversidad dentro de ellos. La estimacion de los parametros
demograficos a partir del analisis de desajuste revel6 que hubo al menos una
expansién demogréfica de las ovejas tibetanas dentro de las areas de Quinghai y la

meseta tibetana.
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Otro estudio sobre el origen genético de los ovinos fue realizado por Brahi et al.,
(2015) para determinar el origen de ovinos de Africa occidental. Ellos encontraron
qgue los ovinos estudiados tiene un origen euro asiatico. En 2011, Pariset et al.,
investigaron la distribucion geografica de la diversidad genética de las razas ovinas
de Albania, Grecia, e Italia para recopilar informacion sobre la historia migratoria de
la especie. Los resultados que obtuvieron revelaron una diferenciacion genética
significativa dentro de las razas de ovinos, ademas de gque encontraron un patrén

de migracién que ocurrioé en tiempos postneoliticos.

Por su parte, Koseniuk y Stota, 2016 determinaron la diversidad genética de las
razas ovinas polacas Swiniarka, Wrzoséwka, Pomorska y Wielkopolska basandose
en el polimorfismo de la regién D-loop del ADN mitocondrial. Y realizaron también
un andlisis filogenético para conocer el origen genético de las razas. Encontraron
que, entre las 4 razas polacas analizadas, Wrzosowka tuvo la diversidad genética
mas alta, mientras que Swiniarka obtuvo los valores mas bajos. ldentificaron
también un intercambio extenso de haplotipos, lo que reveld una estructura débil de

razas polacas y la existencia de flujo de genes entre las razas estudiadas.

En 2018, Mustafa analiz6 las secuencias de ADNmt de ovinos y bovinos para
conocer como varian en abundancia, composicion y organizacion entre individuos,
razas y especies relacionadas. Este autor encontré que las secuencias repetitivas
gue evolucionan rapidamente permiten estudiar los procesos de evolucién
cromosdmica 0 gendmica, homogeneizacién o diversificacion en ovejas y mas

ampliamente a lo largo de los bévinos.
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Debido a la falta de estudios que se centran en la relacion genética entre las
poblaciones de ovinos criollos de Europa y Sudamérica, Bravo et al., (2019)
analizaron la diversidad y estructura genética de 179 ovinos pertenecientes al sur
de Chile. Ellos confirmaron el origen genético de la poblacién criolla doméstica en
Chile y su relacion con las razas europeas. Ademas de que las poblaciones
conservaron altos niveles de diversidad genética. Aunado a esto, Bravo et al., (2015)
realizaron un estudio de diversidad genética en ovinos criollos para evaluar la
variacion genética dentro y entre las razas, ademas de estimar la relacion
filogenética entre razas con fines de conservacién. Los resultados indicaron una alta
variabilidad genética, baja consanguinidad y diferenciacion genética. El arbol
filogenético mostré una separacion entre Hampshire de Valdivia, Hampshire de San

José y las otras poblaciones de ovinos criollos.

En el ganado, la mayoria de los rasgos de importancia econémica son de naturaleza
cuantitativa, resultado de la interaccion entre el genotipo y el ambiente (Haley, 2002;
Carion, 2006), los cuales presentan un nivel alto de heredabilidad (h=0.9). Esto hace
posible integrarlos en programas de mejoramiento genético para incrementar la
productividad animal, previo a la identificacion de genes que codifican a rasgos

morfolégicos de interés comercial (Casas et al. 2000).
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CAPITULO 3. ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE OVINOS
CRIOLLOS EN LA REGION DE LAS ALTAS MONTANAS.
3.1 INTRODUCCION.
En México, la ganaderia es una de las actividades productivas mas dinamicas. In-
troducida en México durante la época de la colonizacion (Saucedo, 1987), la
ganaderia permanece muy arraigada al ambiente rural donde los ovinos son criados
en diferentes tipos de sistemas productivos y con propositos diversos, como la
produccion de carne, lacteos, piel y otros derivados (Pablo, 2017).El estado
mexicano de Veracruz, es el tercer productor de ganado ovino. Esta actividad se
encuentra organizada en tres distritos de produccion: norte, centro y sur con un
inventario de ovinos de 28%, 33% y 39%, respec-tivamente (SAGARPA, 2009).
Dentro de esta organizacién, los ovinos se manejan en sistemas de produccién de
subsistencia, (42%), subsistencia empresarial (21%) y empre-sarial (37%). Aqui, las
razas que se utilizan dentro del sistema de produccion ovina de subsistencia son
las razas puras, los cruzamientos derivados de Pelibuey, Black Belly y Dorper, y las
razas criollas (Pérez-Hernandez 2010). Las razas criollas son asi denominadas por
ser descendientes de las razas originales traidas durante la colonizacion. En estas
razas criollas, es posible observar una amplia gama de morfotipos originados por la
versatilidad genética innata de los ovinos y por la diversidad de condiciones
climaticas y geograficas de cada region rural. Pocos estudios han explorado la
extension de la diversidad genética de los morfotipos de ovinos que se observan en
las regiones rurales en México. Debido a que la diversidad genética es necesaria
para mantener la variabilidad de las poblaciones (Rimieri, 2017), evitar la

vulnerabilibilidad a factores bidtiicos y abioticos (Herrera et al., 2010), mejorar la
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respuesta a los cambios en su entorno (Nicolas-Tamgmone, 2016), desarrollar
planes y estrategias de conservacion y mejoram-iento (Espinosa-Garcia et al.,
2015), entre algunos, existe interés en su estudio para el aprovechamiento y
desarrollo de sistemas de produccion ovina que fortalecezcan la soberania
alimentaria (Mariscal y Mathez-Stiefel, 2010). Debido a lo anterior, el objetivo de
este estudio fue examinar la extension de la diversidad genética y las relaciones
genéticas que mantienen poblaciones de ovinos de raza criolla de las Altas
Montafias de Verzcruz, Mexico, particularmente de las localidades de Tehuipango,

Astacinga y Tlaquilpa, mediante marcadores moleculares tipo microsatélite.

3.2 MATERIALES Y METODOS.

3.2.1 Poblacion muestreal y muestreo:

Las poblaciones de ovinos bajo estudio se seleccionaron de los municipios de
Tehuipango, Astacinga y Tlaquilpa ubicados en la Region de las Altas Montafias de
Veracruz, México (Figura 6). Rebafios de ovinos criollos con supuesto transfondo
genético de las razas Churra, Laza, Castellana, Canaria y Manchega se eligieron
para el muestreo, el cual qued6é dividido en tres poblaciones: Poblacién 1
(Astacinga) de la cual se recolectaron 21 muestras, Poblacién 2 (Tehuipango) donde
se recolectaron 33 muestras y Poblacién 3 (Tlaquilpa) donde se recolectaron 36
muestras. El numero total de individuos muestreados fue de n=90.

Las muestras consistieron de sangre obtenida de cada animal mediante puncion
cardiaca de la vena yugular (Figura 7) de acuerdo con el procedimiento reportado

por Burgos-Paz y colaboradores (2007) y la utilizacion de tubos plasticos Vacutainer
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Plus con EDTA (Becton-Dickinson) en donde se recolecté de 3 a 4 ml sangre de

cada animal.
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Figura 6 Ubicacion de los puntos de muestreo en los municipios de Astacinga,
Tehuipango y Tlaquilpa.
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‘j

lFigura 7 Toma de muestras de sangre en ovinos criollos de la Region de las Altas

Montanas.

Figura 8 Ovinos criollos muestreados en la region de las altas montafias: A) Ovino criollo
negro, B) Ovino criollo negro/blanco/café, C) Ovino criollo blanco, D) Ovino criollo gris, E)

Ovino criollo café/ cara negra, F) Ovino criollo negro/ blanco/ café, G) Ovino criollo café y H)

Ovino criollo blanco/gris/negro.
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3.2.2 Extraccién de ADN y PCR.

El ADN se extrajo con el Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) con
algunas modificaciones descritas en el Anexo 1. La genotipificacion de cada
individuo se hizo con cuatro marcadores moleculares tipo microsatélite (SSR). Estos
marcadores fueron OarFCB128, SRCRSPY9, ILSTS5 y ILSTS11 los cuales se
escogieron con base en el panel de marcadores recomendado por la FAO (2011) y
el valor del PIC reportado por diferentes estudios de diversidad genética. Las
secuencias flanqueantes de estos SSR y el tamafio en pares de bases (pb) se
indican en el Cuadro 2. La amplificacion de los SSR se hizo mediante PCR en
voliumenes de reaccion de 20 ul con los siguientes componentes: 40 ng de ADN,
buffer 1X, 0.1 uM de cada primer, 1.5 mM de MgClz, 0.16 mM de cada dNTP, 0.6 U
de Tag polimerasa (Promega) y agua grado PCR suficiente para alcanzar el
volumen final de reaccién. El programa de amplificacién para ILSTS11 e ILSTS5
consistié en una etapa inicial de desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, seguida
por 30 ciclos de 94°C por 60 s, 53°C por 60 s, 72°C por 60 s; y una extension final
de 72°C por 5 min. Para SRCRSP9 y OarFCB128, el programa sigui6 las mismas
etapas, con excepcion de la temperatura de alineamento la cual fue de 50°C y 56°C,
respectivamente. La amplificacion de cada SSR se verifico en gel de agarosa 1.5%
para confirmar la presencia de cada amplicon.

Cuadro 2 Microsatélites utilisados para describir la diversidad genética de Ovinos

criollos de la Region de las Altas Montafias (FAO, 2011).

Locus Secuenciab' - 3 Tamafio Fuente

pb
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OarFCB128-F ATTAAAGCATCTTCTCTTTATTTCCTCGC 96-136  Agaviezor et al., 2012

OarFCB128-R CAGCTGAGCAACTAAGACATACATGCG

SRCRSP9-F AGAGGATCTGGAAATGGAATC 119-143 Luna-Gonzalez et al.,
2012

SRCRSP9-R GCACTCTTTTCAGCCCTAATG

ILSTS5-F GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 174-221 Sifuentes-Rincon,
2007

ILSTS5-R TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC

ILSTS11-F GCTTGCTACATGGAAAGTGC 256-294 Carrera-Menezes et
al., 2020

ILSTS11-R CTAAAATGCAGAGCCCTACC

3.2.3 Electroforesis de los SSR
Para determinar el tamafio en pb de cada amplicén, se hizo electroforesis en geles
de poliacrlamida no desnaturalizante. Para ello se siguio el protocolo descrito en
CIMMYT (2006) utilizando 3 ul de cada reaccion por pozo en geles preparados con
acrilamida:bisacrilamida 19:1 y el sistema de electroforesis vertical MGV-216-33
(CBS Scientific®, USA) con los siguientes parametros: migracién a 250 V durante
1.5 h, amortiguador de corrida TBE 1X (0.09 M Tris-borato, 2 mM EDTA pH 8.0) y
25 ng de marcador de peso molecular de 20 pb (Sigma-Aldrich) colocado cada 10
muestras. La deteccion de cada fragmento se hizo mediante tincion con plata
siguiendo el protocolo detallado por Sanguinetti y colaboradores (1994). Cada gel
se documento en formato TIFF en el transluminador MiniBis Pro16 mm (Bio Imaging

Systems ®, Israel). Los pesos de cada banda en pb se determinaron con el software
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GelAnalyzer version 19.1 para construir la matriz de datos moleculares en hojas de

trabajo Excel.

3.2.4 Analisis de la diversidad y estructura genética.
Cada marcador fue probado para determinar su equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante Chi cuadrada y también fue examinado para calificar su polimorfismo y
obtener los parametros de diversidad poblacional. Estos parametros fueron:
frecuencias alélicas al 5% de confiabilidad, nUmero de alelos por locus (Na), numero
efectivo de alelos (Ne), heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho), indices de
fijacion F (FIS, FIT y FST), asi como el AMOVA, todos los cuales se obtuvieron
mediante el soporte de los softwares GenAlEx V.6.503 (Peakall y Smouse, 2012),
DarWin V. 6.0 (Perrier y Collet, 2006) y PowerMaker V.3.25 (Liu y Muse, 2005)
Peakall y Smouse, 2012; Bernard, 2018). Un arbol de relaciones genéticas, con
base en distancias euclidianas promedio entre pares, se construyo utilizando el

software DarWin.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION.

3.3.1 Extraccion de ADN y PCR.
Se obtuvieron 90 muestras de ADN genomico de buena calidad a partir de las
muestras de sangre colectadas, las concentraciones de ADN se llevaron a un

volumen final de 25ng/ul para amplificar los loci microsatelites (Cuadro 2).
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3.3.2 Electroforesis de los SSR.

De las 90 extracciones de ADN correspondientes al numero de individuios de los
gue se tomaron muestras, las cuales fueron sometidas a PCR y posteriormente
visualizadas por medio de electroforesis en acrilamida (CIMMYT, 2006), sefalaron
la presencia de mas de un alelo en los cuatro microsatélites, lo que indica que fueron

100% polimérficos (OarFCB128, SRCRSPY, ILSTS5 y ILSTS11).
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Figura 9 Ejemplo de alelos observados para el locus ILSTS11. Primera linea
corresponde al marcador de peso molecular, las siguientes a los polimorfismos

derectados en 10 individuos de la poblacion 2 que corresponde a Tehuipango

3.3.3 Andlisis de diversidad y estructura genética.
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Desviaciones significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en algunos de
los loci examinados sugirieron apareamientos no aleatorios en las poblaciones de
ovinos criollos. Se encontré que solo el locus ILSTS11 esta en HWE en las 3
poblaciones, el resto de loci microsatélites se encontraron en HWE solo en una de
las tres poblaciones. En este caso, el locus ILSTS5 se encontrd en equilibrio para
la Poblacion 1 (Astacinga) y el locus OarFCB128 junto con el locus SRCPS9, se
encontraron en HWE dentro de la Poblacion 2 (Tehuipango) (Cuadro 3). Como la
ley del equilibrio Hardy-Weinberg enuncia que las proporciones genéticas se
mantendran estables dentro de las generaciones solo cuando se cumplen criterios
como una poblacion con un namero considerable de individuos, con reproduccion
aleatoria y sin que ninguna fuerza evolutiva actie sobre ellos (Ortega, 2017), dentro
de un estudio de diversidad genética debe determinarse si hay desviaciones
significativas del HWE en los loci utilizados para tener una perspectiva sobre la
estabilidad sexual, estructura y dinamica de las poblaciones (Luque, 2014), y
entender como se estd presentando la herencia y variacion genética en los
individuos (Bjorklund, 2005).

El equilibrio Hardy-Weinberg mostr6 que las frecuencias de los microsatelites
evaluados en las tres poblaciones ovinas, no se han mantenido estables entre
generaciones, proba-blemente debido a que estos animales ovinos provienen de
una poblacion con un bajo numero de individuos fundadores o a que ha existido
escasa reproduccion aleatoria. El desequlibrio detectado en los loci pudo ser
motivado, en parte, por la necesidad de los productores indigenas de dirigir
cruzamientos con sementales con caracteristicas fenoti-picas de valor comercial

(Ortega, 2017), o bien, por la seleccion familiar habitual entre los productores de la
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region. Desde esta perspectiva de frecuencias alélicas, es claro que la herencia y
variacion genética en los ovinos criollos empieza a ser afectada por al menos una
de las fuerzas evolutivas, una situacion que pone en riesgo a esta variabilidad gené-
tica que se ha conjuntado en respuesta a la adaptacion a las condiciones de Altas
Monta-fias de la region central de Veracruz, y que bajo términos de supervivencia,
resistencia a enfermedades, identidad regional, etc. ha sido fundamental para estos

ovinos y sus pro-ductores.

Cuadro 3 Prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg para los loci en las poblaciones

de Ovinos criollos.

Pop Locus Grados  Chi- Probabilidad Significancia

de cuadrada (p-valor)

libertad
Popl ILSTS11 36 23.833 0.940 ns
Popl ILSTS5 66 69.686 0.355 ns
Pop1l SRCRSP9 10 26.071 0.004 *x
Pop1l OarFCB128 28 52.308 0.004 o
Pop?2 ILSTS11 36 41.382 0.247 ns
Pop2 ILSTS5 66 148.901  0.000 ok
Pop2 SRCRSP9 45 56.012 0.126 ns
Pop?2 OarFCB128 36 49.965 0.061 ns
Pop3 ILSTS11 36 41.348 0.248 ns
Pop3 ILSTS5 45 68.033 0.015 *
Pop3 SRCRSP9 55 88.053 0.003 *x
Pop3 OarFCB128 28 80.500 0.000 il

Ns = No significativo, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

*Marcadores que no se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (p<0,05).
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Los cuatro microsatélites (OarFCB128, SRCRSP9, ILSTS5 e ILSTS11) fueron todos
polimorficos y codominantes (Figura 9). Se considera un loci polimorfico, cuando
éste presenta mas de un alelo entre todos los loci analizados dentro de una
poblacién (Beretti, 2017). Por lo tanto, de los cuatro microsatélites genotipados, los
valores de polimorfismo fueron 0.83, 0.88. 0.84 y 0.85 para ILSTS11, ILSTS5,
SRCRSP9 y OarFCB128, respectivamente. Los loci examinados representaron una
herramienta que ademas de discriminar a nivel genético los individuos, fueron Gtiles
para distinguir la pequefia diferenciacion poblacional que se detecté. Con ello, el
valor informativo de los loci seleccionados podria aplicarse en otras poblaciones
ovinas criollas que se desarrollan en sistemas de produccion indi-gena, con la
finalidad de establecer un pedigree que ayude a la toma de desiciones en la mejora
genética y la conservacion del germoplasma animal. Por lo que la seleccién de estos
loci para genotipificar las tres poblaciones de ovinos fue altamente informativa con
base en aquello reportado por Botstein et al. (1980), quienes enuncian que los loci
son altamente informativos cuando sobrepasan valores de >0.50 (Cuadro 4).

Las frecuencias alélicas y el recuento de alelos por microsatélite dentro de cada
poblacion, se presentan en el Cuadro 4. El microsatélite ILSTS11 presento un total
de 15 alelos diferentes dentro de las 3 poblaciones, ILSTS5 presenté un total de 20
alelos SRCRSP9 contabilizé 13 alelos y OarFCB128 registré 12 alelos diferentes.
El tamafio minimo y maximo de los alelos oscilé entre 260 pb y 294 pb para

ILSTS11, 186 pby 216 pb para ILSTS5, 108 pb y 130 pb para OarFCB128 y 90 pb
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Cuadro 4. Frecuencias alélicas de los marcadores microsatélite examinados en tres poblaciones de ovinos criollos de

Veracruz, México.

Marcador Alelo Pop 1 Pop 2 Pop 3
ILSTS11 260 0.000 0.030 0.000
ILSTS11 268 0.048 0.015 0.028
ILSTS11 270 0.048 0.000 0.028
ILSTS11 274 0.024 0.000 0.000
ILSTS11 276 0.048 0.000 0.056
ILSTS11 278 0.190 0.182 0.167
ILSTS11 279 0.000 0.015 0.000
ILSTS11 280 0.262 0.318 0.222
ILSTS11 282 0.000 0.091 0.125
ILSTS11 284 0.214 0.136 0.167
ILSTS11 286 0.000 0.015 0.056
ILSTS11 288 0.024 0.000 0.000
ILSTS11 289 0.000 0.030 0.000
ILSTS11 290 0.024 0.030 0.014
ILSTS11 294 0.119 0.136 0.083
ILSTS5 186 0.048 0.000 0.000
ILSTS5 188 0.000 0.015 0.000
ILSTS5 190 0.143 0.076 0.111
ILSTS5 192 0.000 0.015 0.000
ILSTS5 193 0.000 0.015 0.000
ILSTS5 194 0.024 0.076 0.069
ILSTS5 195 0.000 0.000 0.014
ILSTS5 196 0.143 0.152 0.083
ILSTS5 198 0.119 0.061 0.042
ILSTS5 200 0.167 0.212 0.208
ILSTS5 214 0.024 0.000 0.000
ILSTS5 202 0.000 0.015 0.000
ILSTS5 204 0.024 0.076 0.083
ILSTS5 206 0.024 0.030 0.069
ILSTS5 208 0.024 0.061 0.014
ILSTS5 210 0.119 0.121 0.056
ILSTS5 212 0.048 0.045 0.000

Marcador Alelo Pop 1 Pop 2 Pop 3
ILSTS5 212 0.048 0.045 0.000
ILSTS5 214 0.024 0.000 0.000
ILSTS5 216 0.024 0.000 0.000
OarFCB128 108 0.048 0.015 0.000
OarFCB128 110 0.190 0.227 0.111
OarFCB128 112 0.095 0.152 0.000
OarFCB128 114 0.000 0.030 0.000
OarFCB128 116 0.000 0.045 0.042
OarFCB128 118 0.286 0.121 0.111
OarFCB128 119 0.000 0.000 0.014
OarFCB128 120 0.167 0.182 0.153
OarFCB128 124 0.000 0.000 0.097
OarFCB128 126 0.024 0.000 0.125
OarFCB128 128 0.071 0.045 0.014
OarFCB128 130 0.048 0.015 0.000
SRCRSP9 90 0.262 0.197 0.042
SRCRSP9 92 0.214 0.182 0.194
SRCRSP9 94 0.024 0.015 0.069
SRCRSP9 96 0.190 0.121 0.194
SRCRSP9 98 0.167 0.197 0.250
SRCRSP9 100 0.048 0.076 0.014
SRCRSP9 102 0.000 0.045 0.014
SRCRSP9 104 0.000 0.000 0.042
SRCRSP9 106 0.000 0.030 0.000
SRCRSP9 108 0.000 0.015 0.014
SRCRSP9 110 0.000 0.000 0.014
SRCRSP9 112 0.000 0.000 0.014
SRCRSP9 200 0.000 0.061 0.000
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y 200 pb para SRCRSPS9. Estos tamafios e intervalos son similares con lo reportado
en otros trabajos de diversidad genética, tales como el realizado por Agaviezor et al.,
2012, en una poblacién de ovinos nigerianos, donde OarFCB128 registro valores de
96 a 130 pb. Luna-Gonzalez y colaboradores, en 2012, reportaron alelos de entre 119
y 200 pb, para el microsatélite SRCRSPS9, en un estudio de diversidad genética y
paternidad en una poblacién de cabras. Ocampo-Gallego, 2014, reportd tamafios de
alelos de entre 262-292 pb para ILSTS11 y un intervalo de 107-133pb para
SRCRSPSY9, en un estudio de caracterizacion genética de ovinos en Colombia. Por
su parte, Da Silva (2012) en un estudio de caracterizacion zoométrica y genética de
ovinos en Brasil, utilizando los microsatélites ILSTS11, ILSTS5 y SRCRSP9,
reportaron tamafios que oscilaron entre 266-288pb, 181-201pb y 99-135pb
respectivamente. Por su parte, Ocampo et al., 2017, en un estudio de caracterizacion
genética de ovinos criollos colombianos, también utilizaron los microsatélites
ILSTS11, ILSTS5 y SRCRSP9, para los cuales obtuvieron tamafios de alelos entre
los rangos de 262-292 pb, 176-214 pb y 107-133 pb, respectivamente. Hussain y
colaboradores, en el 2019, realizaron un estudio de diversidad genética molecular y
relacion de razas indigenas de ovinos criollos de Pakistdn por medio loci de
microsatélites, dentro de los marcadores seleccionados se encontraban ILSTS11 y
OarFCB128 para los cuales reportaron un tamano de alelos que oscilaba entre 300-

382pb y 106-136pb, respectivamente.
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Figura 10 Frecuencias alélicas del locus ILSTS11 dentro de las 3 poblaciones.

FRECUENCIAS ALELICAS PARA ILSTS5
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Figura 11 Frecuencias alélicas del locus ILSTS5 dentro de las 3 poblaciones.
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FRECUENCIAS ALELICAS PARA SRCRSP9
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Figura 12 Frecuencias alélicas del locus SRCRSP9 dentro de las 3 poblaciones.

FRECUENCIAS ALELICAS PARA OARFCB128
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Figura 13 Frecuencias alélicas del locus OasFCB128 dentro de las 3 poblaciones.
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Los estudios de diversidad genética son esenciales para la conservacion de especies
ya que la diversidad garantiza su supervivencia. Dentro de los programas de
mejoramiento genético, la diversidad genética es la base para el éxito dentro de las
poblaciones sometidas a mejoramiento (Zhang et al., 2009).

En el Cuadro 4 se presentan los estadisticos de diversidad genética revisados para
las 3 poblaciones de ovinos criollos. Dentro del cuadro se presentan el marcador, la
frecuencia del alelo mas comun dentro de las poblaciones, el nimero de genotipos,
el tamafio de muestra, el nimero de alelos observados, la diversidad genética, la
heterocigosidad y el contenido de informacion polimérfica (PIC).

El alelo con mayor frecuencia para ILSTS11 tuvo un valor de 0.27 y corresponde al
alelo con tamafio de 280 pb. Para el caso de ILSTS5, la mayor frecuencia la present6
el alelo de 200 pb con un valor de 0.2: Para OarFCB128, el alelo con mayor frecuencia
fue el de 110 pb con un valor de 0.17, y para el caso del marcador SRCRSP9, la
mayor frecuencia la presento el alelo con tamafio de 98 pb con un valor de 0.21.

El nimero de alelos observados por locus tuvo valores de 16 (ILSTS11), 20(ILSTS5),
14 (SRCRSP9) y 15 (OarFCB128), donde el promedio de alelos por poblacion tuvo
un valor de 16.25. Dichos resultados son superiores a los resultados reportados por
Ocampo et al., 2017, quienes en un estudio en un estudio de caracterizacion de
ovinos criollos colombianos reportaron 11 alelos diferentes para ILSTS11, 12 alelos
para ILSTS5 y 12 alelos para OarFCB128. Los valores de diversidad del presente
trabajo se encuentran por encima también de los resultados reportados por Hussain
et al., 2019, quienes identificaron apenas 2 alelos para el locus OarFCB128 y 4 alelos
para ILSTS11 en dos poblaciones diferentes de ovinos criollos. Ocampo et al., 2014,
reporté la presencia de 14 alelos diferentes para ILSTS11, 16 alelos ILSTS5 y un total

de 10 alelos diferentes para SRCRSP9. Otro estudio sobre el que se comparé la
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diferencia superior sobre los alelos obtenidos fue con respecto al estudio realizado
por Muhammad et al., 2017, acerca del polimorfismo genético y andlisis de cuellos de
botella en ovinos, donde también utilizaron los mismos 4 marcadores microsatélites
en una poblacién de ovinos de Balkhi. En este caso, para los marcadores ILSTS11 e
ILSTS5, reportaron la presencia de Unicamente 2 alelos diferentes, 3 alelos para el
marcador SRCRSP9 y 4 alelos diferentes para el marcador OarFCB128. Santos-Silva,
(2008) en una evaluacion de la diversidad y diferenciacién genética en razas de
ovinos portugueses de lana gruesa realizada con marcadores microsatélites, incluy6
a los marcadores ILSTS5 e ILSTS11 para los cuales encontré 8 alelos. Por lo tanto,
el numero de alelos encontrado en este estudio, sugieren que los ovinos criollos de
Astacinga, Tehuipango y Tlaquilpa tienen una alta diversidad alélica, quizas debida al
flujo constante de ejemplares entre los rebafos.

En el caso de la heterocigosidad, la cual es considerada uno de los parametros que
mejor representan la variabilidad dentro de una poblacién (Kim et al., 2002), ésta fue
de 0.60 (ILSTS11), 0.81(ILSTS5), 0.76 (SRCRSP9) y 0.77 (OarFCB128), con un
promedio de 0.73. Vega-Hernandez y Gutiérrez-Velazquez (2015) indican que la
heterocigosidad de los individuos est4d asociada a un mejor desempefio y
adaptabilidad por parte de los individuos de las poblaciones. En este contexto,
Brommer et al. (2015) establecen que cuando los individuos cuentan con una baja
heterocigosidad, estos tienen menores aptitudes y probabilidades de sobrevivir en un
medio dado y dejar descendencia, por lo que el valor de este parametro es usado
como indicador de la endogamia dentro y entre poblaciones. En este sentido, el grado
de heterocigosis de los animales ovinos evaluados en este estudio sugieren que para

una finalidad de aprovechamiento, la heterocigosidad poblacional po-dria moverse de
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una manera dirigida a condiciones bioculturales de manejo de sistemas de mayor
rendimiento.
Cuadro 4 Estadisticos de diversidad genética de tres poblaciones de ovinos criollos

de las Altas Montafias de Veracruz, México (n=90).

Frecuencia
Marcador del alelo NO.' De No. De He Ho PIC
Genotipos alelos

mas comun
ILSTS11 0.27 34 16 0.85 0.60 0.83
ILSTS5 0.20 33 20 0.89 0.81 0.88
SRCRSP9 0.21 29 14 0.85 0.76 0.84
OarFCB128 0.17 21 15 0.86 0.77 0.85
Promedio 0.22 29.25 16.25 0.86 0.73 0.85

El grado de diferenciacion genética (FST), fue de 0.025 (ILSTS11), 0.011(ILSTS5),
0.029 (SRCRSP9) y 0.034 (OarFCB128), lo cual reveld que los ovinos de las altas
montafias del centro de Veracruz tienen una diferenciacion genética baja que sugiere
cambios minimos en la estructura genética de la poblacién (Cuadro 6). Por otra parte,
el coeficiente de endo-gamia (FIS) para cada locus fue negativo: -0.234 (ILSTS11), -
0.150 (ILSTS5), -0.248 (SRCRSP9) y -0.221 (OarFCB128), lo cual indica una mayor
incidencia de apareamientos no aleatorios entre individuos emparentados.

Estos resultados difieren de aquellos reportados por Ocampo et al. 2014, quienes, en
un estudio de caracterizacion genética de ovinos en Colombia, reportaron valores
para FIS superiores a 0, lo que sefial6 un déficit de heterocigotos, atribuido
principalmente a que las razas pudieran estar en endogamia o bien sometidas a
seleccién para adquirir ciertas caracteristicas. Las poblaciones de ovinos estudiadas
por Muhammad et al., 2017, reportaron también valores también superiores a 0

atribuidos a deficiencia de heterocigosidad y variacidbn genética, resultado de la
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tendencia reproductiva de estas poblaciones. Por consiguiente, el porcentaje de
endogamia total (FIT) para cada locus examinado en los ovinos criollos de las Altas
Montafias de Veracruz, México, fue de -0.203 (ILSTS11), -0.077 (ILSTS5), -0.139
(SRCRSP9) y -0.111 (OarFCB128),) (Cuadro 6).

Cuadro 5 Estadisticos F de los loci examinados en poblaciones de ovinos criollos

de Veracruz, México.

Locus Fis Fit Fst

ILSTS11 -0.234 -0.203 0.025
ILSTS5 -0.150 -0.137 0.011
SRCRSP9 -0.248 -0.212 0.029
OarFCB128 -0.221 -0.18 0.034
Promedio -0.213 -0.183 0.025

Las distancias genéticas de Nei o similitud de poblaciones considera cambios en las
frecuencias alélicas derivados tanto de mutaciones como de efectos de deriva
genética, por lo que es un pardmetro adecuado para estudios filogenéticos.

En este estudio, el dendrograma mostré que las distancias genéticas de Nei oscilaron
entre 0.062 y 0.089, donde se identificaron dos grupos con caracteristicas genéticas
simi-lares (27%). El primero agrupa a la Poblacion 1 (Astacinga) y a la Poblacién 2
(Tehuipan-go), lo cual sefiala que estas poblaciones presentaron un alto grado de
similitud genética, el segundo grupo representado por la Poblacién 3 (Tlaquilpa), se
diferencio genéticamente de poblacién 1y 2(Figura 14).

Las distancias genéticas también muestran la diversidad y distribucion de cada una
de las variantes del ADN, en tal situacion, cuando se encuentran distribuidas
homogéneamente en un area geografica determinada, se consideran como una
poblacién continua en la que el flujo genético a través de la migracion no tiene
barreras; en caso contrario, cuando son heterogéneas o en parches, dan lugar a

subpoblaciones, las cuales pueden empezar a diferenciarse entre ellas. Este proceso
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ocurre de forma lenta y gradual, particularmente cuando el nimero de variantes
génicas presentes en la poblacién original es muy grande, pero cuando las variantes
son pocas, la diferenciacion se acelera notablemente (Camarena et al., 2014).
Vazquez (2014), afirma que cuando los miembros de una poblacion tienen un acervo
genético amplio, con suficientes alelos pre-adaptados y éstos ocupan nuevos
espacios, la fuerza selectiva del nuevo ambiente favorecera la formacién de grupos
locales con cierto grado de diferenciacion dando lugar a subpoblaciones, si éstas
conservan la capacidad de reproducirse, daran lugar a aquello que se conoce como

razas o subespecies.

El grado de diferenciacién genética obtenido por el indice FST (Cuadro 6), va de 0.025
(ILSTS11), 0.011(ILSTS5), 0.029 (SRCRSP9) y 0.034 (OarFCB128), revelando una
diferenciacion genética baja y sugiere cambios minimos en la estructura genética de
la poblacién (Hernandez, 2010). EIl coeficiente de endogamia (FIS) obtenido en la
poblacion por cada locus fueron bajos: -0.234 (ILSTS11), -0.150 (ILSTS5), -0.248
(SRCRSP9) y -0.221 (OarFCB128), de hecho, los valores obtenidos sugieren que hay
un exceso de heterocigotos para los loci. Resultados que difieren de los reportados
por Ocampo et al. 2014, quienes, en un estudio de caracterizacién genética de ovinos
en Colombia, reportaron valores para FIS superiores a 0, lo que indicaba un déficit de
heterocigotos, esto atribuido pirncipalmente a que las razas pudieran estar en
endogamia o bien sometidas a seleccion para adquirir ciertas caracteristicas. Las
poblaciones de ovinos reportadas por Muhammad et al.,, 2017, reportan también
valores también superiores a 0 y lo atribuyen a deficiencia de heterocigosidad y

variacion genética, resultado de la tendencia reproductiva de estas poblaciones. El
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porcentaje de endogamia total para cada locus va de -0.203 (ILSTS11), -0.077
(ILSTS5), -0.139 (SRCRSP9) y -0.111 (OarFCB128), (Cuadro 6).

La matriz de distancias genéticas de Nei o matriz de similitud de poblaciones (Figura
14) considera cambios en las frecuencias alélicas derivados tanto de mutaciones
como de efectos de deriva genética la cual es adecuada para estudios filogenéticos.
La distancia genética de Nei oscilo entre 0.062 y 0.089, se indetificaron dos cluster,
el primero correspone a la poblacion 1 (Astacinga) y a la Poblacion 2 (Tehuipango),
sugiriendo que estas poblaciones tinen un alto grado de similitud, el segundo cluster
esta conformado solo por la poblacién 3 (Tlaquilpa). La distancia genética entre las
poblaciones muestra que estdn muy cerca una de la otra. La similitud entre las
poblaciones puede ser atrinuida a que, al estar en regiones muy cercanas, se
posibilita el cucre entre ellas. La matriz de distancias genéticas muestra que la
diversidad y distribucién de cada una de las variantes del ADN, cuando se encuentran
distribuidas homogéneamente en un &area geogréfica determinada, se consideran
como una poblacion continua en la que el flujo genético a través de la migracién no
tiene barreras; en caso contrario, cuando son heterogéneas o en parches, dan lugar
a subpoblaciones, empezando a diferenciarse entre ellas. Este proceso ocurre de
forma lenta y gradual cuando el niumero de variantes génicas presentes en la
poblacion original es muy grande, pero cuando las variantes son pocas, la
diferenciacion se acelera notablemente (Camarena et al., 2014).

Vazquez (2014), afirma que cuando los miembros de una poblacion que tienen un
acervo geneético con suficientes alelos pre-adaptados y estos ocupan nuevos
espacios, la fuerza selectiva del nuevo ambiente favorece la formacion de grupos
locales con cierto grado de diferenciacion, pero que conservan la capacidad de

reproducirse, a esas supoblaciones se les conoce como razas o0 subespecies.
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Frankham (2005), establece que en ocasiones los planes de manejo ayudan en el

aumento de variabilidad genética en poblaciones pequefas.
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Figura 14 Agrupamiento de tres poblaciones de ovinos criollos de las Altas
Montafas de Veracruz, México revelado por cuatro marcadores microsatélite. Las

distancias genéticas estandar de Nei se encuentran anotadas en cada rama.

Finalmente, el AMOVA corroboré la convergencia de las poblaciones e indic6 que la
mayor variacion genética fue aportada por los individuos de la poblacion (99%), y que
hubo una casi nula variacion entre las diferentes poblaciones (1%) (Figura 15). Al
respecto, Dashab et al., 2011 reportaron en dos subpoblaciones de ovinos que el
2.4% de la variacion total fue interpoblacional y el 97,6% estuvo relacionada con la

variacion intrapoblacional.
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Figura 15 Particion de la diversidad genética entre individuos, dentro de individuos

y entre poblaciones de Ovinos criollos mediante microsatélites
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3.4 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados, las tres poblaciones de ovinos criollos de las Altas
Montafias de Vercruz, México, portan una alta diversidad genética calificada con
base en la genotipificacion de cuatro marcadores microsatélite. La diferenciacion
genética entre las poblaciones es baja y con exceso de genotipos heterocigoticos,
muy probablemente debido a la cercania geografica o quizas a las practicas de
crianza. Con este estudio se tiene un panorama con respecto a la diversidad y
estructura genética de los ovinos criollos de la region de las Altas Montafas,
panorama que podria ayudar al disefio de planes de proteccion y aprovechamiento
de los ovinos criollos.
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CAPITULO 4. ORIGEN ANCESTRAL DE OVINOS CRIOLLOS DE LA REGION

DE LAS ALTAS MONTANAS.

4.1 INTRODUCCION.
En México, la ganaderia comenzd con la introduccion del ganado bovino, seguida
de la introduccion de algunas razas ovinas por parte de los espafioles (Saucedo
1987). Las razas de ovinos que se introdujeron en México durante la época de la
colonizacion espafiola fueron las razas: Manchega, Lacha, Churra, Merino
espafiola, Castellana y Raza Aragonesa. A los individuos que descienden de los
animales que trajeron los espafioles durante los siglos XV al XVII se les define como
“ovinos criollos” (Gayosso-Vazquez y Morales 2009).
Posteriormente, en una época mas actual, especificamente en los afos treinta,
ciertos programas gubernamentales comenzaron con la introduccion de nuevas
razas europeas modernas. La mayoria de la llegada de estos ovinos, ha sido por
medio de machos y sin seguir un sistema definido de cruzas, quedando animales
con una composicién genética en diverso grado de absorcion, y en otros casos, la
composicién multirracial no se encuentra definida (Segura y Montes 2001; Ulloa-
Arvizu et al., 2009).
En el centro de México se pueden encontrar rebafios encastados con Suffolk o
Hampshire, que originalmente estaban compuestos por animales “criollos” (Ulloa-
Arvizu et al., 2009). Cada raza ganadera es resultado de siglos de evolucion de
especies y sus gestores en un medio natural, maximizan la eficiencia y adaptacion

al medio y a la sociedad (San y Ayanz, 2015).
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En las dltimas décadas, las ovejas criollas han experimentado una fuerte
diversificacion debido a mutaciones, adaptaciones a ambientes locales y seleccion
debido a multiples propésitos dirigidos a satisfacer diversas necesidades humanas
(Aguilar-Martinez et al., 2017).

El origen de las ovejas domesticas (Ovis aries) datan de la descendencia del muflon
asiatico y se domesticaron en el cercano oriente, distribuyéndose hasta el oeste de
Africa, lugar donde se cree, es origen de los ancestros de la oveja Pelibuey, aunque
no se cuenta con un registro claro de si estos animales provenian del Oeste Africano
o de las Islas Canarias (Aguilar-Martinez et al., 2017).

Trabajos recientes han demostrado la eficiente identificacién del ancestro de las
Ovis aries, y la pertenencia de estas, a especies salvajes encontradas en la region
de la Creciente Feértil (Ovis orientalis). Las especies domesticas se encuentran en
al menos 4 linajes genéticos distinguibles, conocidos como “haplotipos” (Zeder,
2008).Sin embargo, no se tiene registro claro del ingreso de estas ovejas a México,
pero se considera fueron introducidas entre 1930 y 1940 durante el periodo de la
conquista, aunque algunos autores remarcan la ya existencia del ovino en la regién
(Aguilar-Martinez et al., 2017).

Con base a lo anterior, podemos aseverar que los ovinos, al igual que otros
animales domésticos, no son nativos de México ni del continente Americano, puesto
que llegaron desde la peninsula Ibérica; primero en calidad de alimento y luego
como pie de cria, constituyendo la base racial del ganado lanar en América (Vivas
et al., 2020).

En este contexto, es de gran importancia estudiar el linaje materno para conocer

sobre la evolucion, la filogenia y la diversidad genética dentro y entre diferentes
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razas de ganado (Bravo, 2019). El ADNmt es el mas utilizado en la realizacion de
estudios de filogenia y filogeografia. La Filogenia estudia las relaciones de afinidad
y parentesco de los animales, tratando de explicar, en lo posible, el origen y la
historia evolutiva de los taxones (Tinaut y Ruano, 2002).

Para poder determinar el correcto origen de los Ovinos Criollos de México, es
necesaria la implementacion de técnicas moleculares, puesto que con ellas es
posible identificar con mayor exactitud los origenes de dichos ovinos. El objetivo de
este trabajo es identificar el origen ancestral a través del analisis de la region D-loop
del ADN mitocondrial de razas criollas de ovinos de la region de las Altas Montafias,

Veracruz, especificamente en los municipios de Astacinga, Tehuipango y Tlaquilpa.

4.2 MATERIALES Y METODOS.

4.2.1 Extraccién de ADN y amplificacion por PCR de la region D-loop.

El ADN de las muestras de sangre de 90 individuos fue extraido usando el kit
Wizard® Genomic DNA Purification, con algunas modificaciones. Los pasos y la
adecuacion de la extraccion de ADN se presentan en el Anexo 1.

Una vez realizada la extraccion de ADN se realizo la amplificaciéon por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de los primers DL para le regién
D-loop, los cuales se encuentran detallados en el cuadro 7. Las PCR’s se realizaron
siguiendo los cuidados para evitar contaminacion, manejo adecuado y uso eficiente

de reactivos (Espinoza, 2007).
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Cuadro 6 Primers utilizados para la amplificacién de la region D-loop (Lopez-

Oceja, 2016).

Primer Secuencia

DL-F 5'-GCC TCT CCAGTATTAAACTTG CTA -3

DL-R 5'- AAG ACA GAC ATAAGATATGTIT GGG T -3

Los primers para la regién D-loop se genotiparon mediante PCR a un volumen total
de 20 pl con el siguiente contenido: 4 ul de ADN, 4 pl de 5x Buffer para PCR, 1.06
Ml del primer Forward y 1.06 pl de primer Reverse, 7.33 ul de agua grado biologia
molecular, 1.2 pl de MgClz, 1.3 pl de dNTPs y 0.13 pl de Taq polimerasa. El
programa de amplificacién de PCR incluy0 las siguientes etapas, desnaturalizacién
inicial a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 60 s, 58°C por 60 s, 72°C
por 60 s; 72°C por 5 min y una extension final de 10°C hasta retirar las muestras.
Los productos obtenidos a partir de las reacciones de PCR, se limpiaron mediante
el método de columnas Sephadex (Saavedra-Rodriguez et al., 2004) y se enviaron
a secuenciar a la empresa MacroGen (Corea) para la secuenciacion de los
fragmentos obtenidos de las muestras colectadas. En Macrogen se utiliza la técnica
de Sanger, la tecnologia capilar y el secuenciador Applied Biosystems 3730XLs

para la secuenciacion simple de nucledétidos (www.macrogen.com).
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4.2.2 Analisis estadisticos.

4.2.2.1Analisis y alineamiento de las secuencias.

Después de obtener las secuencias se procedio a realizar su visualizacion, se
compararan con secuencias conocidas género Ovis obtenidas en la base de datos
del GenBank (National Center for Biotechnology Information) y se editarén en
Bioedit y en Sequencher (Nishimura, 2000; Marmi et al., 2007) GeneCodes (para
observar la calidad de las secuencias y posibles sitios polimorficos, que permita
reconocer los diferentes haplotipos presentes en el conjunto de las poblaciones
estudiadas. Posteriormente se realizo el alineamiento de las secuencias.

Las secuencias se alinearon en una matriz, con el algoritmo Clustal-W (Thompson
et al., 1994) implementado en el programa MEGA v.7 (Kumar et al., 2016) con el
propésito de homogenizar la longitud de las secuencias. Una vez teniendo las
secuencias alineadas, con el mismo software se estimo, la composicion nucleotidica
en % de cada una de las bases en las secuencias y la frecuencia de cada par de
nucleotidos: (ii) pares idénticos, (si) pares transicionales, (sv) pares transversos, y
la tasa de transversion y transicion (R).

Se realizo una matriz de modelo de sustitucién nucleotidica para conocer qué
modelo se ajusta a los datos de las secuencias de los ovinos con la funcién “Find
best DNA/Protein Models”, bajo el coeficiente del Criterio de Informacion Bayesiana
(BIC), con valor promedio del Criterio de Informacién Akaike (AICc) y mayor valor
del parametro de Maximum Likelihood (InL) (Nei y Kumar, 2000). También, se
realizo una matriz de distancias genética por parejas, la cual se calculara utilizando
el modelo que mejor se ajuste. Estos modelos se realizaran utilizando el software

MEGA v.7 (Kumar et al., 2016).
89



4.2.2.2 Elaboracion de arboles filogenéticos

De acuerdo con la matriz de distancias génicas creado en el programa MEGA v.7
(Kumar et al.,, 2016), se realizo un arbol filogenético, utilizando el método de
reconstruccion basados en matrices de distancias genéticas, con el criterio del
proceso evolutivo conocido como Maxima verosimilitud (Kimura, 1980).

En el mismo programa, se utilizo el flograma mas parsimonioso con Maxima
Parsimonia (MP), para el andlisis de diferencias entre poblaciones, que se basa en
identificar entre todos los arboles, el que requiere el menor nimero de cambios
evolutivos (minimo numero de sustituciones). El arbol se obtendra utilizando el
algoritmo de agrupamiento Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) (Nei y Kumar, 2000).
Para evaluar otro modelo de relaciones entre secuencias, se construyo una red de
haplotipos, para determinar el nimero de haplotipos diferentes y la frecuencia de
estos en las poblaciones estudiadas. Las relaciones genealdgicas de los haplotipos
se presentaran utilizando el método de Median-Joining, que sera implementado en
el programa Network©v.5 (Fluxus Technology Ltd, 1999-2016), que permite deducir
los pasos mutacionales entre haplotipos en base a la tipologia de una red o arbol
de haplotipos. Una red es una alternativa heuristica para inferir eventos
filogeograficos, donde se trazan las relaciones evolutivas entre haplotipos (alelos en
poblaciones), las cuales se compone de nodos y conexiones que los unen, los
nodos representan las secuencias analizadas o vectores medios y las conexiones

las diferencias mutacionales entre los nodos.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION.

4.3.1 Extraccion de ADN y amplificacion por PCR de la region D-loop.

Se obtuvieron 90 muestras de ADN a partir de las muestras de sangre colectadas,
las concentraciones de ADN se llevaron a un volumen final de 25ng/ul para
amplificar los primers de la region D-loop (Cuadro 7).

4.3.2 Analisis y alineamiento de secuencias.

Las secuencias obtenidas para la region D-loop del ADN mitocondrial a partir de las
muestras de ovinos criollos, se compararon con las bases de datos publicas de
secuencias nucleotidicas utilizando el algoritmo BLAST. Esto permitié determinar su
identidad con los haplotipos ovinos previamente reportados para el D-Loop
mitocondrial (Anexo 2). Las secuencias presentaron un porcentaje de identidad del
100%, a pesar de que el tamafio de las secuencias oscilaba en fragmentos
pequefios de entre 120 y 150 pb.

Una de las secuencias que se uso como referencia fue la secuencia de la Raza
Aragoneasa (L.29055.1), para realizar el alineamiento y edicion de las muestras de
ovinos criollos empleando el programa Sequencher (Nishimura D. 2000) (Figura 16)
y el programa MEGA (Figura 17). Con base a estos alineamientos se pudo
reconocer un solo sitio variable, situado en la pocision numero 794 (Figura 16). En
base al alineamiento realizado en MEGA, se pudieron detectar los sitios
conservados (Figura 18), sitios variables (Figura 19), sitios parsimoniosos, donde
no se logro detectar ningun sitio informativo para parsimonia (Figura 20) y sitios
singleton (Figura 21). El Gnico sitio variable, se reconoce como una mutacion en la

pocosion numero 2, y al encontrarse dentro de una region codificante, esta
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provocando un cambio en el marco de lectura (Figura 22), cambiando de
aminoacidos, obteniendo una Prolina (P), en lugar de de Leucina (L). Dentro de lo
mamiferos la substitucion de los nucletodios es rapida, se considera se sustituye un
promedio de un par de nucleétidos dentro de una poblacién cada dos afos (Kimura,
1968).

4.3.3 Elaboracién de arboles filogenéticos

Al no contar con mas de un sitio variable dentro de las secuencias de ovinos criollos,
no es posible continuar con el andlisis filogenético, puesto que, los analisis de
parsimonia, requieren ademas de sitios polimorficos, sitios informativos: caracteres
que favorezcan la construccion del arbol filogenetico (Eguiarte et al., 1997).
Sin embargo, en un trabajo realizado por Arvizua et al., 2019, estimaron el origen
de una poblacién de ovinos criollos pertenecientes al estado de Chiapas, por medio
de la region Citocromo C Oxidasa del ADN mitocondrial con la técnica de PCR-
RFLP, y gracias a este trabajo se determino que la poblaciones ovinos crillos bajo
estudio tenian una descendencia de origen Europeo y sugirieron la implementacion
de un estudio utilizando la region D-loop del ADN mitocondrial para lograr un mayor
entendimiento de los origenes de estos ovinos.

La region D-loop del ADN mitocondrial ha sido utilizada para realizar analsis
filogeneticos en ganado ovino criollo mexicano, tal como en el trabajo realizado por
Alonso et al. 2017, quienes colectaron muestras de sangre de ovinos criollos en los
estados de Veracruz, México y Chiapas y compararon sus secuencias con
secuencias de razas Europeas reportadas, dentro de las razas que utilizaron

destacan la Raza Aragonesa, Raza Churra y la Merino Espafiola.
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mitocondrial en Sequencher software.

Species/abbry
1. Aragonesa FyR ccfficfficc
2.07 FYR Astacinga. ccWeffce
3.C4FyR Astacinga cclcifcc
4. A12R DL Tehuipango) -

5.A3R DL Astacinga |-
6. A4RDL Astacinga.
7.B1R DL Astacinga
8. BER DL Tehuipango.
9.C11R DL Astacinga
10.C4R DL Astacinga
11.C6R DL Astacinga
12.07 DL Astacinga
13. E12R DL Tiaquipa.
14.F1R DL Tiaquipa
15. G3R DL Thaquipa.
16. GER DL Tiaquipa
17.G7R DL Thaquipa

ccBccclcccc
ccAlcccAcccale
ccllcccaccclac

PPPEOOOBONOOO6000

©ObOODODODODODODODODDD

Figura 17 Alineamiento de sencuencias de la region D-loop del ADN
mitocondrial en MEGA.
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ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAATCTEC
ACATACAACACGGACT TCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAATCC
ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACALARA

. D7 FYR Astacinga
. C4 FyR Astecinga

. A12R DL Tehuipango
. A3R DL Astacinga
. AR DL Astacinga
. BIR DL Astacinga

ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACTCEC
ACATACAACACGGACT T TCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACTC
ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAATCTEC
ACATACAACACGGACT TCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAATCC
ACATACAACACGGACT T TCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACTC
ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACTEC
ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACC
ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAATCTEC
ACATACAACACGGACT TCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAATCC
ACATACAACACGGACT T TCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACTC
ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAATCTEC

. BER DL Tehuipango

. C11R DL Astacinga
0. C4R DL Astacinga

1. C6R DL Astacinga
2. D7 DL Astacinga

3. E12R DL Tlaquilpa
4. FIR DL Tlaquilpa

5. G3R DL Tlaquilpa

ACATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACTC

7. GTR DL Tlaqilpa

Figura 18 Sitios conservados en las secuencias de la region D-loop del ADN

llos (en amarillo).
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. Aragonesa FyR

ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCAC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGBGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC

ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAA

. D7 FYR Astacinga
. C4 FyR Astacinga

. A12R DL Tehuipango
. A3R DL Astacinga
. AR DL Astacinga
. BIR DL Astacinga

ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ATACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC

. BER DL Tehuipango

. C11R DL Astacinga
0. C4R DL Astacinga

1. C6R DL Astacinga
2. D7 DL Astacinga

3. E12R DL Tlaquilpa
4. FIR DL Tlaguilpa

5. G3R DL Tlaquilpa

6. GGR DL Tlaquilpa

7. G7R DL Tlaquilpa

Figura 19 Sitios variables observados en las secuencias de la region D-loop del

ADN mitocondrial de Ovinos Criollos (en amarillo).
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ACAACACGGACTTICCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCTATACAAGAAAAGCACAACTCAC:
ACAACACGGACTTICCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACTCATC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC

ACAACACGBGGBGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGTCATCAA
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. D7 FYR Astacinga
. C4 FyR Astacinga

. A12R DL Tehuipango
. A3R DL Astacinga
. AR DL Astacinga
. BIR DL Astacinga

ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCAC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCAC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGBGGBGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGBGBACTITCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGBGGBGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCAC
ACAACACGBGBACTITCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCATC

. BER DL Tehuipango
. C11R DL Astacinga
0. C4R DL Astacinga
1. C6R DL Astacinga
2. D7 DL Astacinga

3. E12R DL Tlaquilpa
4. FIR DL Tlaguilpa
5. G3R DL Tlaquilpa
6. G6R DL Tlaquilpa
7. GTR DL Tlaqilpa
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Figura20 S

del ADN mitocondrial de Ovinos Criollos.
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¥ 6. A4R DL Astacinga

[|7. B1R DL Astacinga

¥ 8. BSR DL Tehuipango

[49. C11R DL Astacinga

0. C4R DL Astacinga
1. C6R DL Astacinga
2. D7 DL Astacinga

3. E12R DL Tlaquilpa
4. FIR DL Tlaguilpa

5. G3R DL Tlaquilpa
6. GER DL Tlaguilpa

7. GTR DL Thaquilpa

ACAACACGBGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCACTCA
ACAACACGGACTTCCCACTCCACAAGCCCACATAACAACCCATACAAGAAAAGCACAACCACTC -

Figura 21 Sitios singleton observados en las secuencias de la region D-loop del

ADN mitocondrial de Ovinos criollos.
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Figura 22 Modificaciones en el marco de lectura de las secuencias de la region

D-loop del ADN mitocondrial de Ovinos criollos.
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4.4 CONCLUSION.
La Filogenia estudia las relaciones de afinidad y parentesco de los animales,
tratando de explicar, en lo posible, el origen y la historia evolutiva de estos, los del
ADN mitocondrial presenta una taza de mutacibn mas rapida que los genes
nucleares, por lo que se has utilizado en la realizacion de estudios de filogenia y
filogeografia. Dentro de las regiones del ADNmt, una de las mas utilizadas para la
reconstruccion filogenética en ovinos es la region D-loop, misma que fue utilizada
en este estudio, sin embargo, la regién seleccionada para amplificar fue una regién
pequefia, que no aporto muchos datos de variabilidad, como lo han sefiado otros
autores en otras regiones del mundo lo que repercutio en el analisis filogenético.
Por lo que es necesario el replanteamiento de la zona a amplificarpara poder inferir

la historia evolutiva de los Ovinos criollos de la Region de las Altas Montafas.
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ANEXOS.
Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN Promega.
Aislamiento de ADN gendmico de sangre completa.
Nota: La sangre se debe recolectar en tubos anticoagulantes con EDTA, heparina

0 citrato para evitar la coagulacion

1. Para 300 pl de volumen de muestra: se agregaron 900 ul de solucién de lisis
celular a un tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 ml..

2. Se agito suavemente el tubo con la sangre hasta que estuvo completamente
mezclada; luego esta se transfirio al tubo que contiene la solucion de lisis celular y
se invirtio 5—-6 veces para mezclar.

3. La mezcla se incubo durante 10 minutos a temperatura ambiente invirtiendo el
tubo de 2-3 veces una vez durante la incubacion (para lisar los glébulos
rojos). Después, se centrifugararon los tubos a a 13,000-16,000 x g durante 20
segundos a temperatura ambiente.

4. Al termino, se retiro y desecho el sobrenadante sin alterar el sedimento blanco
visible. Aproximadamente quedaron 10-20 pl de liquido residual en el tubo de 1,5
ml (muestra de 300 pl). Si la muestra de sangre fue congelada, se repitieron los
pasos 1-4 hasta que el sedimento se observo blanco.

Nota: Cuando algunos globulos rojos o restos celulares se observaron en la pastilla,
se agrego una alicuota adicional de solucion de lisis celular y se repitieron los pasos

3yd4.
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5. Después se agito vigorosamente el tubo hasta que los glébulos blancos se
resuspendieron (10-15 segundos) completamente, esto para obtener una lisis
celular eficiente.

6. Posteriormente se agrego la solucion de lisis de nacleos en un volumen 1:1 (300
pl para un volumen de muestra de 300 pl). Se realizaron pipeteos de la solucion de
5-6 veces para lisar los globulos blancos, hasta que la solucion se torno muy
viscosa. Si en los tubos se seguian observando grupos de células después de
mezclar, se procedio a incubar la solucién a 37 ° C hasta que los grupos se
rompieron.

Si los grupos aun eran visibles después de 1 hora, se agrego solucion adicional de
lisis de nucleos (100 pl para un volumen de muestra de 300 pl) y se repitio la
incubacion.

7) Se agrego soluciéon de ARNasa (1.5 pl para 300 ul de volumen de muestra) al
lisado nuclear y se mezclo la muestra invirtiendo el tubo 2-5 veces. Posteriormente
se dejo incubar la mezcla a 37 ° C durante 15 minutos, y luego se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

8. Posteriormente se agrego solucion de precipitacién de proteinas (100 pl para un
volumen de muestra de 300 pl) al lisado nuclear y se sometio a vortex por 10-20
segundos. Pequefios grupos de proteinas fueron visibles después del vortex.

Nota: Si se agreg6 solucion adicional de lisis de nucleos en el paso 6 se debia
agregar un total de 130 pl de solucion de precipitacion de proteinas para 300 pl de

volumen de muestra.
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9. Se centrifugo a 13,000-16,000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente
para un volumen de muestra de 300 pl. A este punto debia verse un granulo de
proteina marrén oscuro.

10. Se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 ml que
contenia 300 pl de isopropanol a temperatura ambiente. Nota: Puede que quedara
algo de sobrenadante en el tubo original que contenia el granulo de proteina. Se
debe dejar este liquido residual en el tubo para evitar contaminar la soluciéon de ADN
con la proteina precipitada.

11. Se mezclo suavemente la solucion por inversion hasta que las hebras blancas
de ADN en forma de hilo formaron una masa visible.

12. Se centrifugo a 13,000-16,000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente
para 300 pl de muestra. EI ADN fue visible como una pequeiia bolita blanca.

13. Se decanto el sobrenadante y se agrego un volumen de muestra de etanol al
70% a temperatura ambiente al ADN. Se invirtio suavemente el tubo varias veces
para lavar el sedimento de ADN y los lados del tubo de microcentrifuga. Se
centrifugo como en el paso 12.

14. Se aspiro cuidadosamente el etanol con una pipeta Pasteur estirada 0 una
punta de pipeta de 200ul . (Nota: La pastilla de ADN es muy floja en este punto y se
debe tener cuidado para evitar aspirar el sedimento con la pipeta). Se invirtio el tubo
en papel absorbente y se dejo secar el sedimento al aire durante 10-15 minutos.
15. Finalmente se agrego solucion de rehidratacion de ADN (100 pl para un volumen
de muestra de 300 pul) al tubo y se dejo rehidratando el ADN incubando a 65 ° C
durante 1 hora. Mezclando peridodicamente la solucion con golpes suaves al tubo.

16. Al ADN se almacena a 2-8 ° C.
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Anexo 2. Haplotipos ovinos previamente reportados para el D-Loop mitocondrial

Secuencias Description Nombre Max Total Query E-Value Per.Ident
cientifico score score cover

Al12 Ovis aries isolate Bo22 D-loop, complete sequence; Ovis aries 159 159 100%  2.00E- 100.00
mitocondrial 35

A3 Ovis aries isolate Bo22 D-loop, complete sequence; Ovis aries 176 176 100% 2.00E- 100.00%
mitocondrial 40

A4 Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 182 242 100%  7.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 42

Bl Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 189 189 100%  3.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 44

B8 Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 183 183 100% 1.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 42

Cl1 Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 178 178 100%  6.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 41

Ca Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 178 178 100%  6.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 41

C6 Ovis aries isolate Bo22 D-loop, complete sequence; Ovis aries 178 178 100%  6.00E- 100,00%
mitocondrial 41

D7 Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia completa; Ovis aries 195 195 97%  7.00E- 100,00%
mitocondrial 46

E12 Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 176 176 98%  2.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 40

F1 ADN mitocondrial Shanablal19 de Ovis aries, bucle D, Ovis aries 189 189 100%  3.00E- 100,00%
secuencia parcial 44

G7 r Ovis aries 176 176 100%  2.00E- 100,00%
wvis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia completa; 40

mitocondrial
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G3 Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 180 180 98% 2.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 41

G6 Ovis aries aislar el bucle D de Bo22, secuencia Ovis aries 171 171 100% 1.00E- 100,00%
completa; mitocondrial 38
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