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RESUMEN

Los ovinos (Ovis aries) son una especie de importancia econémica que posee gran
diversidad biol6gica, sin embargo, en Meéxico se ha puesto poca atencion en el
establecimiento de programas de evaluacion genética, por lo que es necesario sentar las
bases que permitan en un futuro aprovechar la diversidad de esta especie, para
incrementar su productividad. Actualmente es posible analizar la diversidad genética de
las poblaciones a través del andlisis de sus genomas; por sus caracteristicas, los
microsatélites se han convertido en los marcadores moleculares mas utilizados para este
tipo de estudios. El objetivo de este trabajo fue la evaluacion de la diversidad genética
de cuatro poblaciones ovinas; tres de ellas correspondientes a las razas Blackbelly,
Dorper y Pelibuey y la otra correspondiente a un hibrido F; de las razas Hampshire y
Suffolk; mediante cuatro marcadores microsatélites descritos para bovino (ETH10,
INRA23, INRA37 y TGLAS3) y cinco descritos para ovino (BM143, BM6444, MAF36,
MAF70 y OarFCB11) todos reportados como altamente polimorficos en las especies
correspondientes. Se genotipificaron 25 individuos de cada poblacion, con los 9 loci
descritos. Los marcadores del panel bovino mostraron menor grado de polimorfismo
con respecto al de ovino; en ambos casos y con excepcion del marcador INRA37, los
rangos alélicos fueron cercanos a los reportados. La prueba del equilibrio de Hardy-
Weinberg demostré que, en general, los loci estuvieron en desequilibrio debido a un
déficit de heterocigotos, con excepcion de BM143 en la poblacion F; y TGLA53 en la
poblacién Blackbelly, en los que se observé exceso de heterocigotos. El Unico locus en
equilibrio fue ETH10 en la poblacion Pelibuey. El locus INRA37, que estd reportado
como polimdrfico en la especie bovina, mostré una sola forma alélica conservada en las
cuatro poblaciones analizadas, éste alelo es 10 pb mas pequefio que el tamafio alélico
mas bajo del rango reportado en bovino. EI AFC vy el célculo de distancias genéticas
mostraron resultados similares; en ambos se observé que el panel de marcadores de
bovino tuvo menor poder para diferenciar las poblaciones con respecto al panel ovino;
sin embargo, éste se vio incrementado al utilizar los dos paneles. Las poblaciones méas
cercanas fueron Pelibuey y Blackbelly, la poblacion F; fue cercana a estas dos
poblaciones, aunque como un grupo bien definido; mientras que Dorper fue una
poblacion independiente de las otras tres. Los resultados establecen las bases para el

analisis posterior de la diversidad genética de diferentes razas de ovinos en México.
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SUMMARY

Sheep (Ovis aries) is an economic important specie with a great biological diversity. In
Mexico there are not programs focused on the establishment of genetic evaluation of
this specie. In order to get the foundations that allow taking advantage of this specie
diversity and increasing their productivity in a near future, it is necessary to initiate
these evaluations. Nowadays, the populations genetic diversity can be studied analysing
the genome, microsatellite have became the most popular molecular markers for this
studies. The goal of this study was to evaluate the genetic diversity in four sheep
populations. Three of them corresponded to a breed: Blackbelly, Dorper and Pelibuey,
the fourth one was a F; hybrid of Hampshire and Suffolk breeds. Twenty-five
individuals of each population were analysed using nine microsatellites, four of them
from bovine genome (ETH10, INRA23, INRA37 and TGLA53) and five reported for
sheep (BM143, BM6444, MAF36, MAF70 and OarFCB11). Amplification products
were observed by electrophoresis in LI-COR sequencer and genotyped in SAGAST
software. Cervus 2.0 program was used in allelic diversity analysis that included: alleles
by locus, allelic range and frequencies, Ho and He, and PIC. Genetix 4.02 software was
used to determinate Hardy-Weinberg equilibrium, AFC and genetic distances.
Polymorphism in bovine markers was lowest than sheep markers. In both cases allelic
ranges were near to those previously reported, except for INRA 37 locus. Hardy-
Weinberg equilibrium test indicate that all loci were in disequilibrium by heterozygotes
deficit, except for BM143 in Hampshire/Suffolk and TGLA53 in Blackbelly
populations, which had an increase of heterozygotes. ETH10 in Pelibuey population
was the only locus at equilibrium. INRA37 is reported as polymorphic in bovines, but in
this study the four analysed sheep populations presented one conserved allelic form
with an allelic size smallest (10 bp) than reported in bovines. In both cases bovine
markers were less powerful to differentiate populations than sheep markers. However,

their use as a panel was successful in the sheep genetic diversity analysis.
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ABREVIATURAS
AFC Anélisis Factorial de Correspondencias
°C Grados centigrados
ADN Acido desoxirribonucléico
cM Centimorgan
dNTP’s Desoxirribonuclettidos trifosfatados
F1 Primera generacion filial
g Gramos
He Heterocigocidad esperada
Ho Heterocigocidad observada
ISAG Sociedad Internacional de Genética Animal
kg Kilogramo
ug Microgramo
puL Microlitro
uM Micromolar
mL Mililitro
mM Milimolar
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mm milimetro cuadrado

min minuto

MgCl, Cloruro de Magnesio

ng Nanogramo

pb Pares de bases

PE Poder de exclusion

PIC Contenido de informacion polimérfica
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
rpm Revoluciones por minuto

S Segundos

Taq ADN Polimerasa de Thermus aquaticus
U/uL Unidades por microlitro

X Veces de concentracion

Vi
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1. INTRODUCCION

La diversidad bioldgica o biodiversidad se define como "la variedad de organismos en
todas sus formas, interacciones y niveles"; se ha considerado también como sinénimo de
diversidad de especies, diversidad de ecosistemas y diversidad genética. En esta
definicion es importante la interdependencia entre la conservacion y el ecosistema, ya
que la aplicacion adecuada y prioritaria de estos campos de estudio es sinbnimo de
manejo sustentable [Garcia, 2001].

Uno de los componentes basicos para la conservacion y explotacion de las especies y/o
poblaciones es el conocimiento de la diversidad genética, pues mediante el analisis de
sus genomas se puede obtener el perfil genético de cada individuo debido a que es
exclusivo, lo que hace posible diferenciarlo de los demas salvo en el caso de gemelos
homocigotos [Cockett, 1999 a; Garcia, 2001].

Entre los animales domésticos, el ganado ovino (O. aries) posee gran diversidad
bioldgica debido a los procesos adaptativos que ha tenido en el transcurso de su
evolucion, asi como al proceso de seleccion desde que se inicié su domesticacion hasta
nuestros dias; ésta diversidad permite que la especie sea utilizada para diferentes
propositos zootécnicos. Actualmente existen razas y lineas especializadas en la
produccién de leche, carne y lana; asi como otras con mejores caracteristicas de
prolificidad, instinto maternal, longevidad, menor edad a la pubertad y estacionalidad
[Leymaster, 2002].

Los ovinos domésticos no existian en el Continente Americano y los primeros
ejemplares introducidos tienen su origen en las razas europeas que llegaron poco
después de los viajes de conquista y colonizacion a principios del siglo XV1. Durante el
periodo colonial llegaron a México ovinos provenientes de Espafia que dieron origen al
ganado criollo [Perezgrovas, 1998]. La posterior introduccién y adaptacion de diferentes
razas provenientes principalmente de Australia y Estados Unidos ha permitido
incrementar el acervo genético y actualmente se cuenta con ejemplares de la especie que

se han adaptado a los diferentes nichos ecoldgicos del pais [Medrano, 2000].
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Segun datos oficiales, en México se explotan veinte razas de ovinos, de las cuales sélo
cinco han participado en pruebas de comportamiento productivo, pero en ninguna se

esta llevando a cabo evaluaciones genéticas [SAGARPA, 2001 a].

De manera general, las razas adaptadas a cada uno de los nichos ecoldgico-
agropecuarios del pais deben ser consideradas como recursos geneticos sujetos de
evaluacion para que sean aprovechados tanto para fines productivos como de
conservacion; por ejemplo, existe un interés marcado en evaluar genéticamente al
borrego criollo de Chiapas, el cual tiene mejores niveles de supervivencia debido a que
ha sido seleccionado en forma empirica por mas de 480 afios; sin embargo, las
evaluaciones realizadas hasta el momento se han basado solamente en caracteristicas

fenotipicas [Perezgrovas, 1998].

Actualmente se cuenta con herramientas tecnologicas como los marcadores moleculares
que permiten evaluar los niveles de diversidad genética presentes en las diferentes
poblaciones animales y detectar aquellas que pueden ser reservorios de variantes
genéticas Unicas, potencialmente importantes en la industria pecuaria, tales como
resistencia a enfermedades o adaptacion a situaciones ambientales extremas
[SAGARPA, 2001 b].

Los marcadores moleculares méas utilizados para este tipo de investigaciones son los
microsatélites; estos marcadores se encuentran dispersos por todo el genoma de los
eucariotes, son altamente polimdrficos, se heredan de manera codominante [Ciampolini
et al., 1995] [Morera et al., 1999] y permiten determinar la variabilidad genética con
base en las frecuencias alélicas de dichos loci en las poblaciones; ademas permiten
obtener genotipos individuales con los cuales es posible establecer las relaciones filiales
entre los individuos que conforman un hato. Una caracteristica adicional de los
microsatélites es que se encuentran conservados entre especies que comparten un
mismo origen evolutivo [FitzSimmons et al., 1995] lo que permite que los marcadores
obtenidos a partir del genoma de una especie puedan ser aplicados potencialmente para
realizar estudios entre especies emparentadas filogenéticamente [Ellegren et al., 1997].
Por ejemplo, las especies ovina (O. aries) y bovina (Bos taurus) divergieron de un

ancestro, lo que ha permitido realizar diversos trabajos en los que se han utilizado con
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éxito marcadores genéticos derivados del genoma bovino para diversos estudios

genomicos en la especie ovina [Ellegren et al., 1997; Cockett, 1999 a].

En este trabajo se evalud la aplicabilidad de cinco marcadores microsatélites descritos
como altamente polimorficos en ovinos [Arranz et al., 2001 a] y cuatro descritos en
bovinos [Salazar, 2002] para establecer un panel que permita analizar la diversidad
genética de cuatro poblaciones ovinas correspondientes a tres razas y un hibrido F;, con
esto se pretende establecer las bases que serviran para realizar estudios genémicos que
permitan a su vez el disefio de programas de mejoramiento genético mediante
mecanismos de monitoreo y sistemas de evaluacion continua para asegurar la
preservacion y mejoramiento de la productividad de esta especie [SAGARPA, 2001 b].
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de los ovinos

Los ovinos domésticos (O. aries) son mamiferos rumiantes que pertenecen a la familia
Bovidae y la subfamilia Caprinae (Figura 1). Generalmente, su cuerpo esta cubierto de
lana, aunque se han desarrollado razas con pelo. Esta especie puede 0 no presentar
cuernos, algunas veces esta caracteristica es observada solo en los machos. Son de
temperamento ddcil y con un marcado instinto gregario, en la mayoria de las razas su
ciclo reproductivo es estacional y por lo general tienen de una a dos crias por parto
[ERZU, 2003].

Orden Suborden Familia Subfamilia Genere Especie

Artiodactila I—I Ruminantia I— —| Bovinae I—l Bas I—l LTS |

e Capra I—I hircus |

Figura 1. Clasificacién taxonémica de los ovinos.

Los ovinos proveen mas productos que cualquier otra especie doméstica, tales como
carne, grasa y leche para elaboracién de alimentos; hueso y cuernos para la elaboracién
de diferentes articulos; piel y lana para la elaboracién de prendas [Grigaliunaite et al.,
2004].

A diferencia de otras especies como los bovinos, todavia existen poblaciones silvestres
de los posibles ancestros de los ovinos domésticos como son; el borrego urial (O.
orientalis) borrego muflon (O. musimon) y borrego argali (O. ammon) sin embargo, el

origen de los ovinos domésticos modernos no se ha determinado con exactitud
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[Grigaliunaite et al., 2004]. Se cree que la domesticacion de esta especie comenzé al
final del periodo Mesolitico en Asia Menor y desde entonces, la especie ha estado sujeta
a un proceso de seleccion que ha dado como resultado una gran diversidad de razas, de

las cuales actualmente se reconocen 450 [Arbiza y De Lucas, 1997].

Comunmente las razas ovinas son clasificadas de acuerdo con su capa como razas de
lana y razas de pelo, aunque la mejor clasificacion es la de “biotipos productivos”, de
esta manera se pueden clasificar en razas productoras de carne, leche, lana y pieles.
Algunas razas pueden estar muy especializadas para una sola caracteristica productiva,
mientras que otras pueden ser aptas para mas de un fin productivo, estas razas son
denominadas de doble propdésito [ERZU, 2003]; por lo que desde un punto de vista
productivo, la diversidad de razas es importante ya que los productores pueden elegir
aquellas que puedan satisfacer sus requerimientos de acuerdo con los objetivos de

produccién [Leymaster, 2002].

2.2. La ovinocultura en México

Los ovinos del continente americano tienen su origen en las razas europeas que fueron
introducidas poco después de los viajes de conquista y colonizacion desde principios del
siglo XVI. Las primeras ovejas fueron embarcadas en los puertos de Cadiz y Sevilla, o
en los reabastecimientos en las Islas Canarias. Las cronicas de la época, sefialan la
llegada de las ovejas Churra, Lacha y Manchega; aunque estudios fenotipicos mas
recientes realizados en el ganado criollo sugieren que también pudieron haberse

introducido las razas Castellana y Canaria [Medrano, 2000].

En México, a lo largo del periodo colonial comprendido de 1521 a 1821, se introdujeron
de manera frecuente ovinos provenientes de Espafia, con los cuales se fue creando un
mosaico genético de la especie que actualmente se identifica como ganado criollo o

autoctono [Perezgrovas, 1998].

A finales del siglo X1X, el gobierno mexicano decidi6 apoyar el desarrollo del campo y
se organizd un congreso agricola, con lo que se fundaron sociedades especializadas y se

importd ganado de origen americano y europeo. Durante el siglo XX ingresaron al pais
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gran nuamero de razas que contribuyeron a ampliar el acervo genético del ganado local y
generaron individuos o poblaciones bien adaptados a las condiciones de los diferentes

nichos ecoldgico-agropecuarios del pais [Medrano, 2000].

En fechas recientes se ha incrementado el interés por la crianza y explotacion de ovinos
debido a que en los ultimos afios se ha presentado gran demanda de su carne;
desafortunadamente la producciéon nacional solo alcanza a cubrir el 42.3 % de la
demanda, mientras que el 57.7 % restante tiene que ser cubierto con importaciones de
carne congelada y animales en pie provenientes de paises como Australia y Nueva
Zelanda [L6pez, 2003].

De acuerdo con datos oficiales hasta el afio 2001, el inventario de ovinos en México era
de 5°980,000 cabezas [SAGARPA, 2001 a] y hasta 1999 el 55 % de los rebafios se
concentraba en el centro del pais (México, Hidalgo, Puebla, Michoacan, Querétaro,
Guanajuato, Tlaxcala, Morelos y DF.) el 23 % en la zona norte (San Luis Potosi,
Zacatecas, Durango, Coahuila, Nuevo Leo6n, Tamaulipas y Chihuahua) el 16 % en la
zona sur (Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Campeche, Tabasco y Yucatan) y el 6 % restante

en otros estados del pais [Arteaga, 1999].

La mayor parte del inventario nacional corresponde a ganado criollo y sélo un pequefio
porcentaje corresponde a razas definidas y se encuentra disperso entre unos 5000
productores, de los cuales sélo el 34 % vive totalmente de la explotacion de la especie y
el resto son generalmente productores rurales con rebafios pequefios (de 10 a 75
cabezas) cuyo proposito productivo es el autoconsumo. En este tipo de explotaciones la
mano de obra es familiar y el manejo zootécnico de los rebafios consiste en un sistema
tradicional basado en el pastoreo diurno y encierro nocturno; en algunas ocasiones se da
suplementacion alimenticia; se maneja empadre libre y las practicas sanitarias son

minimas, siendo la desparasitacion la mas comun [Medrano, 2000].

Actualmente, en México se identifican veinte razas, de las cuales nueve se consideran
localmente adaptadas. EI grado de explotacion de las razas Criollo, Hampshire, Pelibuey
y Suffolk es alto, el de Rambouillet se considera moderado; mientras que el de las
quince razas restantes es bajo. La mitad de las razas muestran una tendencia ascendente

en cuanto a su uso, destacando las razas de pelo y algunas recién introducidas orientadas
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a la produccién de carne; cuatro razas muestran comportamiento estable y cinco
(Criollo, Corriedale, Merino, Ramboulliet y PolyPay) una tendencia descendente,
debido principalmente al bajo precio de la lana [SAGARPA, 2001 a].

De todas las razas existentes en México, s6lo cinco (Dorset, Hampshire, Pelibuey,
Rambouillet y Suffolk) han participado en pruebas de comportamiento productivo, pero
en ninguna se estan llevando a cabo evaluaciones genéticas de los rebafios. Un 40 %
utiliza inseminacion artificial y transferencia de embriones, aunque la disponibilidad de

sementales 0 semen con evaluaciones genéticas es limitada [SAGARPA, 2001 a].

Ademas de las razas descritas se cuenta con una importante poblacion de ovinos criollos
que con el paso del tiempo se han adaptado a las condiciones de los diferentes nichos
ecoldgico-agropecuarios del pais, este tipo de ganado presenta caracteristicas
heterogeneas, pero con una marcada influencia del tipo merino que se difundio
ampliamente en gran parte del centro y norte del pais y aunque su rendimiento
productivo es bajo, posee caracteristicas de rusticidad como resistencia a condiciones
climaticas extremas y enfermedades parasitarias, que podrian ser aprovechables en

produccion animal [Perezgrovas, 1998].

2.3. Descripcion de las razas ovinas analizadas en este estudio

2.3.1. Blackbelly

Es una raza de pelo también conocida como “Panza Negra” o “Barbados”. Se considera
que esta raza surgio en la isla de Barbados como producto de la cruza de borregos de
lana introducidos por comerciantes holandeses y borregos africanos traidos por los
esclavos y se ha seleccionado por mas de 300 afios en busca de alta prolificidad,
ganancia de peso Yy resistencia a parasitos y enfermedades. El borrego Blackbelly es
rustico, prolifico, no estacional, con excelente habilidad materna y abundante
produccién de leche, lo que permite a las hembras criar dos o tres corderos con facilidad
si cuentan con alimentacion adecuada. Fisicamente es un animal de talla media, la
coloracion que presenta varia de marrén claro hasta café obscuro en todo el cuerpo
salvo la parte ventral que es de color negro (Figura 2). Algunos individuos tienen

manchas negras en el cuerpo; y no presenta cuernos [AMCO, 2001]. La crianza de esta
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raza se ha difundido ampliamente en México debido a que se ha adaptado a las
condiciones climaticas tanto de los trépicos como de las zonas templadas, donde existe

la tendencia a desarrollar animales de conformacion carnica.

Figura 2. Ejemplar de la raza Blackbelly [Tomada de AMCO (2001)]

2.3.2. Dorper

Raza de pelo desarrollada durante la década de 1930 como resultado de la cruza de las
razas Dorset Horn y Black Head Persian, para obtener un animal capaz de soportar las
condiciones climéaticas extremas de Sudafrica en donde fue generada. Las hembras
tienen fuerte instinto maternal con larga vida productiva y facilidad de parto. Esta raza
se caracteriza por ser animales robustos sin deposicion de grasa y algunos individuos
poseen cuernos pequefios [AMCO, 2001]. Los machos maduros alcanzan pesos que
varian entre 110 y 140 kg y las hembras entre 90 y 100 kg; su cuerpo es de color blanco
y la cabeza negra (Figura 3), aunque existen animales completamente blancos y son
conocidos con el nombre de White Dorper [OSU, 2003]. A pesar de que es considerada
como raza de pelo, es comdn encontrar individuos cuya capa es una mezcla de pelo y
lana; sin embargo, esta caracteristica no es deseable. En su introduccion a México la
raza Dorper demostro alto desempefio productivo en el trépico y en el norte del pais y se

ha utilizado para cruzas con animales criollos.
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Figura 3. Ejemplar de la raza Dorper [Fotografia cortesia del Centro de Mejoramiento Genético Ovino del
Estado de México. Universidad Auténoma del Estado de México (CEMEGO-UAEM)].

2.3.3. Hibrido F; Hampshire x Suffolk

En la zona centro del pais es muy comin encontrar explotaciones que utilizan la cruza
entre individuos de las razas Hampshire y Suffolk, ya que se ha observado que el
hibrido de ambas razas tiene una tasa de crecimiento mayor que las razas puras
[Comunicacion personal. Jorge Osorio Avalos. Coordinador del Centro de
Mejoramiento Genético Ovino del Estado de México. Universidad Autonoma del
Estado de México]; sin embargo, en la literatura no existe la descripcion de las
caracteristicas de este hibrido, por lo cual seran descritas por separado cada una de las

razas que la constituyen a fin de que se conozcan sus caracteristicas.

La raza Hampshire es considerada de doble proposito y fue desarrollada en el Condado
de Hampshire, Inglaterra de donde obtuvo su nombre. Se originé a partir de la mezcla
de estirpes de ovejas que coexistian a lo largo de las fronteras del Condado.
Historicamente, se reconocen dos contribuciones principales; la de Sir John Twyman
con el uso de un morueco Costwold y la de Sir William Humprey por la introduccion de
dos moruecos Southdown mas grandes y destacados; posteriormente, los granjeros del
Condado continuaron con la seleccion y la mejora de la raza que en aquel tiempo se
consider6 superior a cualquier otra oveja [OSU, 2003]. Esta raza es de tamafio medio,
cara negra, lana blanca, miembros fuertes cubiertos de lana en el tercio inferior sobre
pelo obscuro, la lana es mas densa en los miembros posteriores, no posee cuernos y la

cabeza se encuentra cubierta de lana, excepto en la nariz y cualquier cobertura de lana
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que interfiera con la vision es considerada como un defecto serio. Los machos maduros
pueden alcanzar hasta 130 kg de peso, mientras que las hembras hasta 95 kg (Figura 4)
[AMCO, 2001].

Figura 4. Ejemplar de la raza Hampshire [Fotografia cortesia del CEMEGO-UAEM ]

La raza Suffolk es considerada también de doble propdsito y se origin6 en Inglaterra
como resultado de la cruza de carneros Southdown con borregas Norfolk Horned;
aparentemente, el resultado de esta cruza mejord las caracteristicas de las dos razas
progenitoras. Los individuos de esta raza son animales de talla grande y conformacion
musculosa, su cuerpo es largo y alto con vellon de lana blanca y pelo negro en cabeza y
patas; no tienen cuernos, sus patas son largas, rectas y negras, y estan cubiertas de lana
hasta la rodilla y corvejones, hacia abajo estan limpias. Los machos maduros pueden
alcanzar un peso hasta de 160 kg, mientras que las hembras alcanzan hasta 115 kg
(Figura 5)[AMCO, 2001].

Figura 5. Ejemplar de la raza Suffolk [Fotografia cortesia del CEMEGO-UAEM)

10
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2.3.4 Pelibuey

Es una raza de pelo también conocida con los nombres de “Carnero pelo de buey”,
“Cubano rojo” y “Borrego Tabasco”. Es descendiente de la raza West African Dwarf.
Esta raza se ha adaptado muy bien a las zonas tropicales y en México ha tenido éxito al
introducirla a las zonas costeras; sin embargo, su uso se ha vuelto cada vez mas comun
en zonas templadas. Los borregos Pelibuey tienen una conformacion carnica con buenas
masas musculares, estan cubiertos de pelo espeso y corto, su cabeza es mediana, con
orejas de implante lateral y no tienen cuernos. Los colores que se distinguen en esta raza
son: canelo, blanco y pinto. Los animales de esta raza son de talla mediana, los machos
adultos alcanzan un peso de 54 kg mientras que las hembras llegan a los 34 kg; su
indice de prolificidad es de 1.24 corderos por parto (Figura 6)[AMCO, 2001].

Figura 6. Ejemplar de la raza Pelibuey (color canelo). [Fotografia cortesia del CEMEGO-UAEM].

2.4. Importancia de la conservacion de la diversidad genética en las poblaciones

animales

La diversidad genética se refiere a la variacion a nivel de los genes del individuo
(polimorfismo) y provee un mecanismo para que las poblaciones se adapten a su
ambiente cambiante. A un mayor nimero de variaciones ambientales, existen mas
posibilidades de que al menos uno de los individuos tenga una variante alélica que se
adapte al nuevo ambiente y produzca descendencia con la variante que se reproducird y

continuaré en la poblacion en las generaciones siguientes [NBII, 2004].

11
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En los mamiferos, las fuentes de variacion se deben principalmente a dos eventos que
pueden ocurrir a nivel de su ADN: la mutaciéon y la recombinacion durante la
gametogénesis. La mutacion es el cambio en la secuencia nucleotidica del ADN y puede
darse de manera espontanea o inducida [Lewin, 2001]. La recombinacién es un evento
esencial de la reproduccion sexual durante la meiosis, que consiste en el intercambio de
material genético entre dos cromosomas homologos y da como resultado diferentes

combinaciones de alelos.

Durante los ultimos afios la conservacion de razas y/o poblaciones ha tomado auge,
debido principalmente a la conciencia que se ha tomado sobre la necesidad de preservar
los recursos genéticos, tal como quedd patentado a partir de la “Cumbre Sobre el Medio
Ambiente y Desarrollo” celebrada en Rio de Janeiro, Brasil en 1992. [Aranguren y
Jordana, 2001].

La importancia e interés de la conservacion de razas se puede resumir en cuatro
aspectos: el primero de ellos es de orden genético-productivo, ya que la diversidad es
necesaria para mantener la variabilidad de las poblaciones, lo que permite la adaptacion
a diferentes ambientes, algunas veces adversos. EI segundo aspecto es cientifico, ya que
el estudio de cada raza en particular puede ser de interés para detectar a corto 0 mediano
plazo posibles genes Unicos y valiosos desde el punto de vista productivo, en el
momento actual o en el futuro. El tercero es de orden histérico-cultural, ya que es
necesaria la conservacion de determinadas razas que representan el patrimonio genético
de un pais al ser parte viva de su historia. Y el cuarto es de indole ecoldgico-ambiental,
ya que los ecosistemas son el resultado del equilibrio entre el clima, flora y fauna, por lo
que cualquier factor que afecte a alguno de estos componentes estaria atentando en
contra de dicho equilibrio; la finalidad de un programa de conservacion de animales
vivos in situ es el mantenimiento de la cantidad méxima de diversidad genética con el
minimo incremento posible de consanguinidad por generacién [Aranguren y Jordana,
2001].

En los animales domésticos, los recursos genéticos constituyen un patrimonio de valor
inestimable, ya que la pérdida de la diversidad genética puede causar problemas

asociados a la consanguinidad como son baja fertilidad, susceptibilidad a agentes

12
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infecciosos y la aparicion de sindromes o enfermedades que repercuten en la calidad de

vida y eficiencia productiva del animal [Aranguren y Jordana, 2001].

2.5. Estudio de la diversidad genética: marcadores moleculares

En la actualidad, el estudio de la diversidad genética se ha enfocado en la determinacion
de los patrones de diversidad del genoma de los individuos haciendo uso de los

marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con algun rasgo
genético en un organismo. Los primeros estudios para realizar perfiles genéticos estaban
basados en el uso de proteinas y durante mucho tiempo la tipificacion sanguinea fue una
herramienta utilizada principalmente para determinar parentesco entre individuos;
posteriormente, se comenzaron a utilizar marcadores inmunologicos; sin embargo, el
uso de proteinas presenta varias limitantes, que van desde el tipo de muestra que se
utiliza (en la mayoria de los casos debe ser obtenida a partir de sangre fresca) hasta la
escasa disponibilidad comercial de antisueros, por lo que en la mayoria de los casos los

laboratorios tenian que elaborar sus propios reactivos [Bowling, 2001].

A partir de la primera mitad de la decada de 1990 surgié una nueva generacion de
marcadores basados en técnicas moleculares para analizar el ADN, que resultaron mas
confiables debido a que la muestra para analizar podia ser de cualquier tejido, incluso de
individuos ya fallecidos. Estos marcadores mostraron mayor polimorfismo y su
disponibilidad comercial para realizar estos ensayos resulto ser muy amplia. En
animales domésticos los marcadores de ADN han tenido mucha aplicacion para realizar

mejoramiento asistido [Haley y Visscher, 2000].

Dentro de los marcadores genéticos basados en polimorfismos del ADN se encuentran
los Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP’s)
Polimorfismos de un Solo Nucle6tido (SNP’s), Repeticiones en Tandem de NUmero
Variable (VNTR’s) y las Repeticiones Cortas en Tandem (STR’s) que son conocidos

también con el nombre de microsatélites [Bowling, 2001; Dunner y Cafién, 2003].

13
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2.5.1. Marcadores microsatélites

Los microsatélites se han convertido en una herramienta Gtil para realizar estudios de
diversidad genética en poblaciones. Tedricamente se encuentran en todos los eucariotes
y consisten en repeticiones de secuencias que van de 2 a 6 nucle6tidos dispuestos en
tandem, distribuidos de manera uniforme por todo el genoma como loci y presentan
herencia mendeliana simple; son codominantes, por lo que se pueden diferenciar los
individuos homocigotos de los heterocigotos [Aranguren y Jordana, 2001]. Se ha
observado que existe conservacion de las secuencias de microsatélites entre especies
que comparten el mismo origen evolutivo [Ellegren et al., 1997; Morin et al., 1998]. La
importancia funcional de estas secuencias aun no estd completamente establecida; sin
embargo, se ha observado que pueden estar asociados a regiones codificantes, donde

pueden servir como potenciadores de las mismas [Goldstein y Schlétterer, 1999].

La arquitectura tipica de un microsatélite consiste en secuencias conservadas que
flanquean a las secuencias repetitivas, a lo que se le conoce como microsatélites
perfectos; en algunos casos existen algunas secuencias intercaladas con las repetitivas
(microsatélites imperfectos) los cuales adoptan esta estructura por la adquisicion de
diferentes mutaciones puntuales hasta que eventualmente se convierten en secuencias no
repetitivas (Figura 7) [Goldstein y Schlotterer, 1999] .

A 5- AGTCTAGTAGCTAGATGTGTGTGTGTGTGTGTGTAGGTGTGTGTCACCTAGATAGATCAG -3

B 5 AGTCTAGTAGCTAGATGTGTGTGTGACTCATTAGTGTGTGTAGG TCAC CTAGATAGATCA -3

Figura 7. Arquitectura tipica de un microsatélite perfecto (A) y uno imperfecto (B). Las secuencias
flanqueantes conservadas se muestran en azul, las secuencias repetitivas en naranja y las mutaciones
puntuales del microsatélite imperfecto en negro.

La arquitectura de los microsatélites permite que puedan ser facilmente analizados por

PCR, ya que las secuencias no repetitivas flanqueantes permiten disefiar los iniciadores
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especificos para cada locus y el tamafio del fragmento amplificado depende del nimero

de repeticiones que tenga cada alelo (Figura 8).
Alelo 1: 72 pb
5CACCTGGGAAGCCTCCATATACACACACACACACACACACACACACACACACCCATAAAGAATCTGCCTGC 3

Alelo 2: 66 pb

5-ACCTGGGAAGCCTCCATATACACACACACACACACACACACACACCCATAAAGAATCTGCCTGCAGY

80 pb | —— Allot Allod
70 pb | ——
60 pb| — Alelo2 Alelo2
40 ph | =——
20 pb | ——

Figura 8. Polimorfismo de los microsatélites. La imagen muestra dos formas alélicas de un microsatélite
(Alelo 1: 72 pb y Alelo 2: 60 pb) las secuencias flanqueantes (azul) permiten disefiar los iniciadores para
la amplificacién por PCR, las secuencias repetitivas (naranja) determinan el tamafio del producto de

amplificacion.

Actualmente es aceptado que el mecanismo principal que genera variaciones en la
longitud de los microsatélites es un evento denominado “slippage” el cual consiste en
un desplazamiento de las cadenas del ADN desnaturalizado, seguido de un mal
apareamiento de las bases complementarias. En teoria, a medida que hay ganancia de
repeticiones, las secuencias proveen un sustrato mas eficiente para el slippage, 1o que
dara como resultado la expansion o reduccion del tamafio de la secuencia. Algunos
estudios in vitro indican que la proporcién de este evento es dependiente del tamafio de
la unidad repetitiva (mayor para repeticiones de dinucle6tidos) y de su secuencia (menor
para segmentos ricos en G-C), aunque se ha sugerido que la proporcion de mutacion
muestra una correlacion con la longitud de la secuencia [FitzSimmons et al., 1995;
MacHugh, 1996; Goldstein y Schlotterer, 1999].

En la figura 9 se describen las fases del mecanismo de slippage: en (a) se representa un

punto durante la replicacion en la cual las cadenas estdn separadas temporalmente en
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una de las secuencias (region en negro); (b) el slippage ocurre a ambos lados de la
separacién y forma “loops” en la cadena debido al mal apareamiento de una repeticion;
(c) el loop se mueve a lo largo de la secuencia, en el lado izquierdo del hueco, el loop
encuentra un reemplazo de un solo nucleétido (en color blanco) que lo interrumpe; (d)
la interrupcion evita que el slippage continte y el loop se mueve en la direccion
opuesta; (e) al lado derecho del hueco, el movimiento del loop es libre y continGa hasta
llegar a la secuencia flanqueante (region en blanco); (f) aunque el loop queda junto a la
region flanqueante, el hueco puede cerrarse a medida que la cadena superior aumenta su
numero de repeticiones, arreglada en la mayoria de los casos por el sistema de

reparacion de desapareamiento [MacHugh, 1996].

(a)
{b)
& — L e ——
(d)
(e)
| ﬁ
— ;
f)

Figura 9. Mecanismo de slippage (Tomado de MacHugh, 1996).

La velocidad de mutacion de los microsatélites es mas alta que la de las mutaciones

puntuales, que son del orden de 10° a 10™°. En sistemas in vivo se han estimado
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alrededor de 107 eventos de mutacién por generacion en el ratén, mientras que en el ser
humano se han estimado alrededor de 10 a 10™ eventos [Goldstein y Schidtterer,
1999].

Existen dos métodos para generar secuencias de microsatélites. EI primero es conocido
como de novo y consiste en la clonacion en bibliotecas y posterior secuenciacion de las
clonas. El segundo es el método de inter-especies y consiste en evaluar la aplicabilidad
de los marcadores generados en una especie, en otra emparentada filogenéticamente
[Morin et al., 1998]. Este método ha sido importante dentro de la gendmica
comparativa, ya que ha permitido establecer mapas genéticos en gran ndmero de

especies estrechamente relacionadas [O’Brien et al., 1999].

2.5.2. Aplicaciones de los microsatélites

Debido a que los microsatélites poseen caracteristicas tales como: polimorfismo,
herencia mendeliana simple, codominancia, ademas de la facilidad para su analisis en el
laboratorio, son considerados por varios autores como una herramienta poderosa para
estudios de genética de poblaciones [Aranguren y Jordana, 2001] y han sido utilizados
para realizar estudios evolutivos, reconstruccion de arboles filogenéticos, analisis de
diversidad genética en poblaciones, identificacion de alelos especificos de raza y
especie, determinacion de flujo genético, elaboracion de mapas gendmicos,
identificacion de QTL’s, disefio de esquemas de introgresion de genes para
mejoramiento genético y determinacion de paternidad, entre otras aplicaciones
[Goldstein y Schiotterer, 1999].

Desde su descripcion los microsatélites han tenido uso relevante en biotecnologia
animal, tanto en especies domésticas como en silvestres. Actualmente se han reportado
microsatélites para las principales especies domésticas que incluyen al bovino, ovino,
cerdo, caballo, perro, gato, gallina, pavo e incluso algunas especies menos comunes
como las vicufias [Wheeler et al., 2001] y avestruces [Bello y Sanchez, 2004]. La
mayoria de los trabajos realizados incluyen la evaluacion de la diversidad genética
dentro de algunas razas para evitar los efectos adversos de la consanguinidad [Morera et

al., 1999; Blott et al., 2003], la evaluacion de la variabilidad entre razas para determinar
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sus distancias genéticas [Ciampolini et al., 1995], el andlisis de la diversidad genética
en poblaciones de animales autoctonos con fines de conservacion [Li et al., 2001] el
establecimiento de paneles con alto poder de exclusion para verificacion de paternidad
[DeNise et al., 2003; Salazar, 2002] mapeo genético [Burt et al., 2003] y deteccion de
QTL’s [Moore et al., 2001; Walling et al., 2004].

2.6. Avances en la genémica de la especie ovina

Los ovinos son organismos diploides y su genoma se encuentra organizado en 26 pares
de autosomas y 2 cromosomas sexuales (2n=54). Los autosomas son telocéntricos, con
excepcion de tres pares de cromosomas grandes metacéntricos (1, 2 'y 3). El cromosoma
X es el mas grande de los acrocéntricos y el Y es el menor de los metacéntricos.
Diversos estudios han revelado que existe gran similitud entre los cromosomas de ovino
(O. aries) y los de bovino (B. taurus) basados en patrones de bandas similares y loci
mapeados [Cockett, 2001], lo que ha permitido aprovechar muchos de los marcadores
generados en el bovino para generar el mapa gendémico del ovino, ya que
taxonémicamente los bovinos y los ovinos se encuentran agrupados en la familia
Bovidae [Fox y Myers, 2001] y se ha documentado que divergieron a partir de un

ancestro comun hace aproximadamente 16 a 28 millones de afios [Ellegren et al., 1997].

Lo anterior ha permitido que muchos de los marcadores estudiados en la especie bovina
se hallen conservados en otros rumiantes y puedan ser aplicables en la especie ovina con
éxito; incluso muchos de ellos se mantienen en la misma posicion en el genoma y son

denominados microsatélites ortdlogos [Goldstein y Schlétterer, 1999].

La primera version del mapa genémico ovino fue publicada por Crawford et al. (1995)
[Cockett, 2001] y contenia 246 marcadores, de los cuales 86 fueron microsatélites de
novo de la especie ovina, 126 microsatélites bovinos, 1 microsatélite de venado y 33
genes especificos previamente descritos. La cobertura total de este mapa fue de 2070
cM (cerca del 75 % del genoma) y los marcadores fueron asignados a los 26 autosomas.
Tres afios después, de Gortari et al.(1998) [Cockett, 2001] publicaron la segunda
version del mapa, que contenia 519 marcadores, de los cuales 402 fueron microsatélites

de bovino, 101 microsatélites de ovino y 16 genes especificos, con una cobertura de
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3063 cM y un promedio de 6.5 cM de espaciamiento entre cada marcador [Cockett et
al., 2001].

A diferencia de otras especies domésticas, en la especie ovina existen menos reportes
publicados en cuanto a la identificacion QTL’s, por lo que se han establecido proyectos
para este fin tomando como referencia lo reportado en otras especies de mamiferos
[Walling et al., 2004] y ha permitido la identificacion QTL’s asociados con: resistencia
a infestaciones parasitarias, produccion de leche y calidad de la lana y la canal, algunos
de estos QTL’s se han asignado a cromosomas especificos como caracteristicas

monogénicas (Cuadro 1) [Cockett et al., 2001].

Adicionalmente, se han realizado algunos trabajos para la produccion de ovejas
transgénicas que son utilizadas como biorreactores para la produccion de proteinas de
interés farmacoldgico y terapéutico, por ejemplo, la alfa-lantitripsina empleada en el
tratamiento de la fibrosis quistica [PPL Therapeutics, 2004]. Pero quizas el evento mas
conocido de la gendmica en ovinos ha sido la clonacion de la oveja Dolly mediante la
transferencia nuclear a partir de células de la glandula mamaria, lograda por el equipo
del Dr. Wilmut y colaboradores en el Instituto Roslin de Edimburgo [Campbell et al.,
1996].

En lo que respecta a estudios de diversidad genética en ovinos basados en
microsatélites, existen trabajos realizados principalmente para diferenciacion entre razas
autoctonas, estos estudios han permitido inferir sobre su posible origen con fines de
conservacion [Arranz et al., 2001; Stahlberger-Saitbekova, 2001; Grigaliunaite et al.,
2003] .

2.7. Andlisis de la diversidad genética

La diversidad genética tipicamente se estudia mediante medidas tales como el
polimorfismo, promedio de heterocigocidad, diversidad alélica y frecuencias alélicas y
genotipicas. La diversidad alélica es el nimero promedio de los alelos por locus, y las
frecuencias alélicas y genotipicas corresponden a las proporciones de cada alelo y cada

genotipo para cada locus analizado en una poblacion [Garcia de Ledn, 2003]. Dentro de
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una poblacién con reproduccion sexual y cruzamientos aleatorios (panmictica) se

establece un equilibrio de las frecuencias alélicas y la frecuencia de cada alelo

permanece constante de generacion en generacion. Esto ocurrird mientras se cumplan

las condiciones de la ley de Hardy-Weinberg [Garcia de Ledn, 2003]. En la actualidad,

la necesidad de facilitar el analisis de los datos genéticos ha propiciado la generacion de

programas computacionales con base estadistica que puedan desarrollar estos calculos

de manera sencilla'y en un lapso de tiempo muy corto [Weir, 1996].

Cuadro 1: Genes de interés en la especie ovina.

Gen o QTL

Caracteristica

Descripcion

Booroola de la
Fecundidad (FecB)

Callipyge (CLPG)

Carwell

Condrodisplasia
Hereditaria Ovina
(Sindrome del
Cordero Arafia)

Doble musculatura
de la oveja Texel

Una copia del gen incrementa en un
cordero el tamafio de la camada.

Hipertrofia pronunciada en los musculos
de los cuartos traseros. Se desarrolla
aproximadamente a las tres semanas de
edad.

Incremento del muasculo longissimus de
las chuletas.

Desorden genético recesivo causante de
deformidades esqueléticas en corderos
jovenes que incluyen alargamiento y
desviacion de los  miembros vy
encorvamiento de la columna vertebral.

Incremento de la masa muscular similar a
la doble musculatura de los bovinos

Mutacion codominante para el rango de ovulacion
y parcialmente dominante para el tamafio de la
camada localizada en el cromosoma 6 (Cockett et
al., 2001).

Mutacion heredada de forma Unica denominada
“sobredominancia polar” localizada en la
terminacion distal del cromosoma 18 (Cockett et
al., 1999 (b))

Mutacion localizada aproximadamente en la
misma posicién que Callipyge en el cromosoma
18. (Cockett et al., 2001)

Ubicado en la terminacion telomérica del
cromosoma 6. Se ha propuesto como gen
candidato al Receptor 3 del factor de crecimiento
de los fibroblastos (Cockett et al., 1999 (b)).

Se ha sugerido al gen de la miostatina o a un
locus cercano como responsable. El andlisis con
microsatélites ha permitido detectar QTL's
asociados en los cromosomas 2 y 18 (Walling et
al., 2001).

2.8. Programas computacionales utilizados para el anélisis de diversidad genética

A la fecha existen una gran cantidad de paquetes computacionales que permiten realizar

el analisis de diversidad genética. A continuacion se describen los utilizados en este

trabajo.
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2.8.1. Programa SAGA®T

El programa SAGA®' estd disefiado para genotipificar mediante el analisis de
microsatélites; este programa permite analizar de manera automatizada los geles de
electroforesis como imégenes obtenidas desde un servidor (secuenciador), para ello
transfiere automaticamente la imagen del gel después de la electroforesis e inicia el
analisis, posiciona los carriles y calibra los tamafios de las bandas de acuerdo con los
rangos de peso establecidos de los loci en la base de datos creada para el proyecto.
Finalmente proporciona un informe que incluye la identidad de la muestra analizada, el
locus analizado y el tamafio de los alelos para la muestra y el locus en particular [LI-
COR, 2002].

2.8.2. Programa Cervus 2.0

El programa Cervus 2.0 fue disefiado para realizar analisis de paternidad a gran escala
utilizando loci codominantes. Los tipos de analisis que realiza el programa son: célculo
de frecuencias alélicas, simulacion de analisis de paternidad y analisis de paternidad
propiamente dicho; los métodos que utiliza Cervus son de exclusién y de probabilidad
[Marshall et al., 1998]. Los resultados que incluye el analisis con Cervus para cada
locus son: el nimero de alelos encontrado y sus frecuencias alélicas, nimero de
individuos analizados, total de homocigotos y heterocigotos, Ho y He, PIC (nimero de
alelos encontrados por locus para cualquier marcador de ADN, en donde a mayor

numero de alelos, el valor de PIC es mas alto [Liu y Cordes, 2004].

2.8.3. Programa Genetix 4.02

El programa Genetix 4.02, permite el célculo de un conjunto de parametros utilizados
en genética de poblaciones tales como los estadisticos F de Wrigth, la distancia genética
de Nei y el desequilibrio gamético. Para cada uno de ellos se genera, mediante
procedimientos de re-muestreo, permutando alelos entre los individuos en el caso del
Coeficiente de Consanguinidad Individual con relacion a la subpoblacién (Fis) una
distribucion de los valores del parametro bajo la hipétesis nula (por ejemplo, equilibrio

Hardy-Weinberg en el caso de los estadisticos F) [Belkhir et al., 2004].
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Genetix permite realizar la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg mediante prueba
por permutaciones del Fis (Coeficiente de Consanguinidad Individual con relacion a la
subpoblacion); para ello efectda cierto numero de permutaciones (entre 50 y 50000)
sobre la base de datos original. Con este andlisis se obtiene una distribucion del
estimador bajo la hipotesis nula (Ho) de que F;s = 0, que significa que la poblacién se
encuentra en equilibrio pues Ho = He. El desequilibrio puede deberse a déficit (Fis > 0)

0 exceso de heterocigotos (Fis < 0).

Genetix cuenta con una herramienta que permite establecer un analisis factorial de
correspondencias, este procedimiento describe la asociacion de variables cualitativas, en
la que cada individuo esta representado sélo una vez por el valor de cada modalidad
(locus) y variable (alelos para cada locus). En este caso, los individuos analizados
vienen de poblaciones y estan representados por los valores propios de sus frecuencias
alélicas; los valores de inercia en cada eje pueden ser interpretados como combinaciones
lineales de los valores Fsr (Varianza de frecuencias alélicas entre poblaciones)
monolocus, los resultados son mostrados como gréficas bidimensionales o
tridimensionales en las que los individuos se ven como nubes de puntos en el
hiperespacio, que tiene tantas dimensiones como modalidades (alelos) haya en todas las
variables (alelos en los diferentes loci) y la relacion que guarda con respecto a los
demés individuos esta en funcion de la distancia que existe entre ellos [Belkhir et al.,
2004].
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3. JUSTIFICACION

La diversidad genética es una condicion natural para todas las poblaciones de seres
vivos, sin embargo, en algunas ocasiones se presentan algunos eventos que pueden
conducir a la perdida de ésta. En el caso de los animales domésticos, la diversidad
genética se ha perdido como resultado de la seleccion artificial a la que con distintos
fines los ha sujetado el ser humano, lo que ha resultado en razas con alto grado de
consanguinidad. Desde el punto de vista conservacionista, la pérdida de la diversidad
genética involucra la posible pérdida de genes unicos, asi como la extincion de algunas
razas o variedades de una especie en particular. Por otro lado, desde el punto de vista
productivo esta bien documentado que la pérdida de la diversidad genética, conlleva a la
disminucion en la productividad de los animales por depresion endogamica [Aranguren
y Jordana, 2001].

A nivel mundial la ovinocultura se ha convertido en una industria muy importante, por
ejemplo, en el 2002, Australia contaba con un inventario de 98.2 millones de cabezas de
ganado ovino, alcanzando exportaciones relacionadas con esta actividad superiores a los
223 millones de dolares [FAO, 2003], por lo que es considerada como una de las
industrias mas valiosas en ese pais. Entre los paises con mayor produccion de carne de
ovino destacan China, Australia, Nueva Zelanda, Gran Bretafia, y Estados Unidos, por
su parte México de acuerdo con datos de la FAO [2003] era el productor numero 83 a

nivel mundial y se estimaban ingresos tan s6lo de 11,000 délares.

Desde que fueron introducidos a México en la época de la conquista, los ovinos se
convirtieron en una especie de importancia econémica y cultural, por la facilidad de su
manejo y produccion de carne y lana; sin embargo, lejos de aprovechar los recursos
genéticos del ganado criollo adaptado desde entonces a cada uno de los nichos
ecologico-agropecuarios del pais, se ha optado por introducir razas exoticas, bajo la
creencia, no siempre cierta, de que éstas tienen un mejor desempefio productivo que el
ganado autéctono; algunas de estas razas exoticas se han adaptado bien a las
condiciones de explotacién de México y han contribuido para incrementar el acervo
genético; sin embargo, esta practica ha ocasionado que en algunas regiones las
poblaciones de ganado criollo hayan desaparecido y con ellas tal vez algunos genes

Unicos [Perezgrovas, 1998].
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A diferencia de otros paises, en México, la especie ovina no ha sido sometida a
evaluaciones geneéticas, por lo que es necesario establecer estrategias que permitan
llevar a cabo este tipo de evaluaciones, encausadas a futuro hacia el mejoramiento
genético asistido y conservacion de los recursos genéticos de los rebafios mexicanos. El
presente trabajo esta dirigido al establecimiento de las herramientas moleculares

adecuadas que permitan dar los primeros pasos para lograr dicho objetivo.
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4. OBJETIVO GENERAL

Establecer un panel de microsatélites que sea aplicable para el analisis de la
diversidad genética de razas de ovinos en México.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la aplicabilidad de los microsatélites empleados en la
genotipificacion de bovino, para realizar estudios de diversidad genética en la

especie ovina.
Determinar la aplicabilidad de los microsatélites empleados en estudios de
genotipificacién de ovinos, para realizar estudios de diversidad genética, en

distintas razas de esta especie que son explotadas en México.

Establecer un panel de microsatélites especifico para la tipificacion de
individuos en las razas bajo estudio.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Materiales

Con el apoyo del Centro de Mejoramiento Genético Ovino de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma del Estado de México, se
seleccionaron cuatro explotaciones ovinas del Valle de Toluca en el Estado de México,
tres de ellas correspondientes a las razas: Blackbelly, Dorper, Pelibuey y la cuarta
correspondiente a una cruza F; de Hampshire x Suffolk. De cada explotacion se
tomaron muestras de 25 individuos. En el caso de las razas Blackbelly, Dorper y
Pelibuey; el tipo de muestra obtenida fue pelo de los corvejones (incluyendo la raiz);
mientras que para la cruza F; fue papel (Whatman Chromatography 3MM Cat. 3030

917) manchado con una gota de sangre capilar de las orejas.

Las explotaciones de Blackbelly, Pelibuey y la F; son de sistema semiextensivo; es
decir, que los animales son mantenidos en corral pero salen a pastar en pradera, su fin
productivo es vender animales para abasto. La explotacion de Dorper es de sistema
intensivo tecnificado en el que los animales son mantenidos en corral y su fin

productivo es vender animales de raza pura para pie de cria.

6.2. Métodos

6.2.1. Extraccion de ADN gendmico a partir de pelo

De cada pelo se cortaron aproximadamente 5 mm incluyendo la raiz, tomando de 30 a
40 pelos por cada individuo y luego se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL y a cada
uno se le agregé 50 uL de resina de purificacion (ReadyAmp™ Genomic DNA
Purification System A7710 de PROMEGA) y se mezclaron al vortex durante 15 s,
posteriormente se incubaron a 56° C durante 1 hora, enseguida se agitaron por 15 s al
vortex y se incubaron a 100 °C durante 8 min, se agitaron al vortex por 15 s y se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 3 min. Se recuper0 el sobrenadante y se pasé a un
tubo eppendorf nuevo de 1.5 mL. Las muestras obtenidas se secaron al vacio en el
concentrador de ADN (CentriVap Concentrator, LABCONCO Cat. 79700-00), se
resuspendieron en 40 uL de solucion TE 1X y se almacenaron a —20 °C [Sifuentes et
al., 2004].
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6.2.2. Extraccion de ADN genomico a partir de papel manchado con sangre

De cada muestra se eligié la porcion de papel en la que la mancha de sangre era mas
intensa y se recorté una pieza de aproximadamente 25 mm?, la cual fue depositada en un
tubo eppendorf con 1.5 mL de agua libre de nucleasas. Se mantuvieron durante 10 min a
temperatura ambiente agitando en vortex cada 2 min. Enseguida se centrifugaron a
14,000 rpm durante 2 min, se decantd el sobrenadante y se adicionaron 50 pL de la
resina de purificacion (ReadyAmp™) se agitaron en vortex y se incubaron a 56° C
durante 20 min, se incub6 a 100 °C durante 8 min, se agito en vortex durante 15 sy se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 3 min. Se recuperd el sobrenadante en un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 mL. Las muestras se secaron al vacio en el concentrador de
ADN (CentriVap Concentrator) se resuspendieron en 40 pL de solucion TE 1X y se
almacenaron a —-20 °C. Debido a que la cantidad de ADN obtenida con estas dos
técnicas fue limitada, no se realiz6 cuantificacion. Sifuentes et al. [2004] describen que
la cantidad de ADN contenida en 1 0 2 uL de la solucion de extraccion (la cual es
variable en cada muestra) es suficiente para la amplificacion por PCR y lectura en el

equipo de secuenciacion LI-COR.

6.2.3. Seleccion y optimizacion de las condiciones de amplificacion de los

microsatélites

El criterio principal fue seleccionar microsatélites reportados con alto contenido de
informacién polimorfica (PIC) y con heterocigocidad mayor a 60 % en cada una de las
especies de las cuales se originaron (O. aries y B. taurus). El cuadro 2 muestra las
caracteristicas de los marcadores utilizados en este estudio. Para la optimizacion de la
PCR se seleccionaron al azar quince muestras de ADN de pelo, cinco de cada una de
las poblaciones de las tres razas puras y cinco de papel manchado con sangre de la

poblaciéon F;.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los microsatélites analizados.

Locus CrBov cM CrOv cM RangoBov Rango Ov AlelosBov AlelosOv Secuencia de Iniciadores

BM143 6 49.4 6 60.2 90-116 102-128 NR 15 5'-ACCTGGGAAGCCTCCATATC-3
5-CTGCAGGCAGATTCTTTATCG-3'

BM6444 2 88.4 2 252.2 147-157 NR NR 13 5-CTCTGGGTACAACACTGAGTCC-3'
5'-TAGAGAGTTTCCCTGTCCATCC-3’

ETH10 5 70 NR NR 211-219 NR 8 NR 5'-GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA-3'
5'-CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC-3

INRA23 3 NR NR NR 197-223 NR 11 NR 5'-GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC3'
5'-TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC-3

INRA37 10 69.9 NR NR 120-146 NR 12 NR 5'-GATCCTGCTTATATTTTAACCAC-3'
5'-AAAATTCCATGGAGAGAGAAAC-3'

INRA40 2 7.5 NR NR 156-240 NR 36 NR 5'-TCAGTCTGGAGGAGAGAAAAC-3'
5'-CTCTGCCCTGGGGATGATTG-3

MAF36 26 72.6 22 77.9 NR 117 NR 19 5'-CATATACCTGGGAGGAATGCATTACG-3’
5'-TTGCAAAAGTTGGACACAATTGAGC-3’

MAF70 4 41.7 4 53.3 NR 140 NR 13 5'-CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC-3’
5'-GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC-3’

OarFCB11 2 120.4 12 34.4 NR 126-138 NR 10 5'-GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC-3
5'-GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC-3'

TGLA53 16 40.6 12 34.4 152-186 NR 12 NR 5'-GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA-3’
5-ATCTTCACATGATATTACAGCAGA-3’'

Cr Bov (Cromosoma Bovino), Cr Ov (Cromosoma ovino), cM (Distancia en Centimorgan), Rango Bov (Rango alélico en bovino), Rango Ov (Rango alélico en ovino),

Alelos Bov. (NUmero de alelos reportados en Bovino), Alelos Ov. (NUmero de reportados en Ovino). NR (No reportado),
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6.2.4. Establecimiento del panel bovino

Se evalu6 un panel integrado por nueve microsatélites derivados del genoma bovino
(D1S34, D2S26, ETH10, INRA23, INRA37, INRA40, TGLA126, TGLAS53 vy
TGLAA44) reportados por la ISAG como altamente informativos para la genotipificacion
en ésta especie [Salazar, 2002]. Para la optimizacion de estos marcadores se tomaron
como referencia las condiciones de amplificacion descritas por Salazar [2002] y De la
Rosa [2003]. ElI volumen final en todas las reacciones de PCR fue de 10 uL y las
concentraciones de Buffer (1X), dNTP’s 0.4 mM (Promega, Cat. U1240) y Taq
Polimerasa 0.125 U/uL (Promega, Cat. A351H) se mantuvieron constantes. En el
Cuadro 3 se muestran los cuatro programas de amplificacion basados en la técnica de
“Touch Down” [McPherson y Mgller, 2000] que fueron utilizados para la optimizacién,
mientras que las condiciones de amplificacion iniciales y las optimizadas se muestran en
el Cuadro 4.

Cuadro 3. Programas de amplificacion por PCR.

TDTG TD55 TD60 TD65
Tiempo Temp. °C  No.Ciclos Temp. °C  No.Ciclos Temp. °C No.Ciclos Temp. °C No.Ciclos
5 min 95 1 95 1 95 1 95 1
45s 95 95 95 95
45s 58 — 2 cada ciclo 62 — 2 cada ciclo 65 — 2 cada ciclo 68 — 2 cada ciclo
45s 72 5 72 5 72 5 72 5
45s 95 95 95 95
45s 50 55 60 65
45s 72 30 72 30 72 25 72 25
10 min 72 1 72 1 72 1 72 1

6.2.5. Establecimiento del panel ovino

Se evalud un panel de seis microsatélites reportados como altamente polimorficos en
estudios de diversidad genética en ovinos [Arranz et al., 2001 a]. Los microsatélites
fueron: BM143, BM6444, BM4621, MAF36, MAF70 y OarFCB1l. Para su
optimizacion se disefiaron cuatro experimentos con distintas combinaciones de

concentraciones de ADN, cloruro de magnesio, los iniciadores y los programas del
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termociclador (Cuadro 5) hasta obtener las condiciones que permitieran una

amplificacion de buena calidad (Cuadro 6).

Cuadro 4. Condiciones de PCR para los marcadores de bovino.

ETH10 INRA23 INRA37 INRA40 TGLAS3
Reactivo A B A B A B A B A B
ADN 50 ng 1ul 50 ng 3uL 50 ng 2uL 50 ng 2uL 50 ng 2uL
MgCl, 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM 3mM 2.5mM 2.5mM 2mM 2mM
'S“écr:fl‘ggr 0.005yM 0.01uM  0.02uM  0.0125pM  0.015.M 0.015uM  0.02uM  0.02uM  0.01uM  0.025uM
'/Sr']ﬂ:gr?{l do 0025uM 005:M  01uM  0.0625uM  0.075uM 0.075:M  O.uM  0.1uM 0.05uM  0.125uM
Programa TD55 TDTG TDTG TD60 TDTG

Las columnas A muestran las condiciones de amplificacion descritas por Salazar (2002) y De la Rosa

(2003) (A*) para bovino. Las columnas B muestran las condiciones finales de amplificacion optimizadas

para ovino.

Cuadro 5: Experimentos de optimizacion de la PCR para los marcadores de ovino.

Reactivo Experimento A Experimento B Experimento C  Experimento D
ADN Bajo 1 uL Bajo 1 uL Alto 2 pL Alto 2 uL
MgCl, Bajo 2mM Alto 3mM Bajo 2mM Alto 3mM
Iniciador Alto 0.072mM  Bajo 0.02mM  Bajo 0.02mM  Alto 0.072mM
Sentido

Iniciador Alto 0.36mM  Bajo 0.ImM  Bajo 0.1mM Alto 0.36mM
Antisentido

Cuadro 6. Condiciones optimizadas para la PCR con los marcadores de ovino.

Reactivo BM143 BM6444 MAF36 MAF70 OarFCB11
ADN 1uL lulL 2 uL lul 1ul
MgCl, 2 mM 2 mM 3mM 2 mM 1.5 mM

Iniciador

Sentido 0.072 uM 0.02 uM 0.015 uM 0.02 uM 0.01 uM

Iniciador

Antisentido 0.36 uM 0.1 uM 0.075 uM 0.1 uM 0.05 uM

Programa TD65 TD60 TD55 TD60 TD65
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6.2.6. Genotipificacion

Se amplificaron los diez marcadores para los 25 individuos de cada una de las
poblaciones y el producto de amplificacion fue visualizado por electroforesis en gel de
acrilamida al 6.5 % de 25 cm de longitud y 0.4 mm de grosor de acuerdo con las
especificaciones para genotipificacion del proveedor [LI-COR, 1999]. Para determinar
el tamario de los alelos se utilizd como referencia un marcador de peso molecular (Size
Standard IRDye 800 50-350bp, LI-COR). La genotipificacion se realiz6 utilizando el
programa SAGA®T, con las iméagenes de los geles de electroforesis obtenidas desde el
secuenciador LI-COR, aungue el programa posiciona los carriles y calibra los tamafios
de las bandas de manera automatica, se realizd una correccion manual de aquellos

carriles y bandas mal asignados.
6.2.7. Analisis de la diversidad alélica

El anélisis de la diversidad alélica se realizd con el programa Cervus 2.0 [Marshall et
al., 1998] a partir de los datos obtenidos de la genotipificacién con el programa
SAGA®'. El analisis para cada locus incluy6: el nimero de alelos encontrado y sus
frecuencias alélicas, numero de individuos analizados, total de homocigotos y

heterocigotos, Ho y He, PIC y PE.

6.2.8. Prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg y determinacion de distancias

genéticas

La prueba para medir la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg se realiz6 en el
programa Genetix 4.02 la prueba del F;s sobre 1000 permutaciones para todos los loci
utilizados en las poblaciones. Con el mismo programa se realizé un AFC para el panel
ovino y bovino por separado y posteriormente con los dos paneles de manera
simultanea. Asi mismo se calcularon las distancias genéticas entre las poblaciones con
el método de Nei, 1972. Una vez obtenidos los datos de las distancias genéticas, éstos

fueron editados para generar un arbol con el programa Neighbor Joining.
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7. RESULTADOS
7.1. Extraccion de ADN gendmico y optimizacion de los paneles de marcadores

Se obtuvo ADN gendmico de buena calidad a partir de pelo y papel manchado con
sangre; puesto que no se llevo a cabo la cuantificacion del ADN, se observd que, en
general, la concentracion obtenida a partir de 30 de raices pelo y de 25mm? de papel
manchado fue suficiente para llevar a cabo todo el analisis; sin embargo, para el caso de
algunos loci (INRA23, INRA40 y OarFCB11) fue necesario incrementar a 40 el nimero
de raices de pelo. De los nueve marcadores derivados del genoma bovino que fueron
elegidos para este trabajo, se lograron optimizar las condiciones de amplificacion para
cinco tomando como base las condiciones descritas por Salazar [2002]. De igual forma,
de los seis marcadores derivados del genoma ovino propuestos se optimizaron las
condiciones para cinco. De esta manera quedo integrado un panel con un total de diez
marcadores para el anlisis de la diversidad genética (Cuadro 7).

Cuadro 7: Panel de los marcadores microsatélites optimizados

Panel de Microsatélites

Panel Bovino Panel Ovino
ETH10 ETH10
INRA23 INRA23
NIRA37 NIRA37
INRA40 INRA4O
TGLA53 TGLA53

7.2. Genotipificacion de las poblaciones

La amplificacion de los diez marcadores microsatélites para los 25 individuos de cada
poblacion se llevo a cabo de manera exitosa, salvo algunos problemas técnicos
minimos, los cuales se debieron principalmente a las cantidades limitadas de ADN,
mismos que se resolvieron incrementando la cantidad de ADN por reaccién de PCR o
bien concentrando los productos de amplificacion para mejorar su lectura en el equipo
LI-COR; en la Figura 10 se muestra un gel de electroforesis con la calidad ideal para ser

leido por el programa SAGAC®' para genotipificacion, se muestran las amplificaciones

32



Evaluacion de la diversidad genética de razas de ovinos en México mediante el uso de marcadores microsatélites

de la poblacion F; con MAF70 e INRA37. Los marcadores que mostraron mayor
requerimiento de ADN fueron INRA23, INRA40 y OarFCB11, lo que limit6 el nimero
de individuos analizados con estos marcadores (Cuadro 8), de estos tres marcadores
INRA40 no pudo ser amplificado en las poblaciones Pelibuey y Blackbelly, por lo que

se descartd para realizar el analisis de diversidad entre poblaciones.

pb pb pb

1
145 [ o 0 = 145
INRA37
120 - i k353 . 120
105 " A . T— il AR R 105
00 = = T Wi = - 100
04 - 110 04

Figura 10. Gel de electroforesis en el equipo LI-COR.

En general la asignacion de tamafos alélicos de manera automatizada con el programa
SAGA®T se realiz6 de manera adecuada, Ginicamente se tuvo que hacer una correccién
manual de algunas bandas, cuando la fluorescencia en ellas era demasiado intensa o
débil y el programa fue incapaz de discriminar para la asignacion de alelos. EI nimero
de individuos analizados por poblacion y por locus se muestra en el Cuadro 8. La figura
11 muestra la manera en que el programa SAGA®" presenta la asignacion de alelos para
cada individuo durante la genotipificacion. (A) muestra la diversidad de alelos
encontrados (dentro del rango de 114 a 164 pb) para el locus BM6444 en la poblacién
Blackbelly. (B) muestra a INRA37 en la poblacién F; Hampshire/Suffolk con un solo
alelo (110 pb) para todos los individuos. Los nimeros en colores representan el tamafio
de cada alelo encontrado, aquellos que aparecen cursivas son los que se corrigieron

manualmente.
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Cuadro 8. Niimero de individuos analizados con el Programa SAGA®" por poblacién y por locus.

Locus Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey
BM143 24 25 25 24
BM6444 25 25 25 25
ETH10 25 25 25 25
INRA23 24 25 21 16
INRA37 25 22 25 25
INRA40 0 18 23 11
MAF36 24 25 25 25
MAF70 24 24 25 25
OarFCB11 15 25 25 21
TGLA53 23 25 25 23
(A) BM6444 Blackbelly (BY INRA37 Hamp/Suff

29 110 110
30 110 110
110 10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Figura 11. Genotipificacion en el programa SAGA®'

7.3. Analisis de la Diversidad Alélica

El andlisis de diversidad alélica realizado con el programa Cervus 2.0 mostrd que la
mayoria de los loci fueron polimorficos; el niamero de alelos encontrados por locus fue
variable para cada poblacion y se describe con detalle en el Cuadro 9. Por ejemplo, el
locus BM6444 tuvo el mayor numero total de alelos (21), mientras que MAF36
presentd el mayor nimero de alelos dentro de una poblacion (13) para la poblacion F;.
Dentro de los marcadores polimérficos ETH10 tuvo el menor nimero total de alelos (7)
de los cuales cuatro se encontraron en la poblacion Dorper. EI marcador INRA37 sélo

mostré un alelo, el cual estuvo conservado en las cuatro poblaciones.

34



Evaluacion de la diversidad genética de razas de ovinos en México mediante el uso de marcadores microsatélites

Cuadro 9. NUmero de alelos por locus encontrado en cada poblacion.

Poblacién
Locus Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey Total
BM143 9 7 8 8 11
BM644 10 8 10 9 21
ETH10 2 4 1 2 7
INRA23 9 7 10 9 12
INRA37 1 1 1 1 1
MAF36 9 9 13 8 17
MAF70 7 10 8 9 14
OarFCB11 9 9 6 9 13
TGLAS53 10 4 9 8 14

Los rangos alélicos obtenidos fueron cercanos a los reportados en la literatura [Salazar,
2002, US-MARC, 2003], sin embargo, se observd que los marcadores de bovino
tuvieron menor nimero de alelos en la especie ovina con respecto a los reportados en la
especie focal y que los rangos se encontraron dentro de los valores bajos reportados. Por
otro lado, los microsatélites de ovino mostraron mayor numero de alelos con respecto a
los de bovino y los rangos observados fueron mas amplios que los reportados. El locus
INRA37 del panel bovino mostr6 un solo alelo conservado en las cuatro poblaciones
ovinas analizadas; este alelo Unico fue de 110 pb, 10 pb més corto que el tamafio alélico
mas bajo del rango reportado para la especie bovina (120-146 pb) en la que ademas es

polimorfico (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion de los rangos alélicos reportados contra los obtenidos.

Locus Reportado Obtenido
BM143 90-116 95-115
BM6444 147-157 114-164
ETH10 211-219 193-213
INRA23 197-215 195-219
INRA37 120-146 110
MAF36 117 96-128
MAF70 140 129-157
OarFCB11 126-138 112-142
TGLAS53 155-179 129-157
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7.3.1. Frecuencias alélicas

Los loci BM143 y MAF36 mostraron series alélicas de 95 a 115 pb y 96 a 128 pb
respectivamente, mientras que los loci BM6444 y MAF70, con excepcion de un alelo
(120 y 141 para cada caso) también mostraron series alélicas de 114 a 164 pb y 129 a
157 pb respectivamente (Cuadro 11).

Cuadro 11. Frecuencias alélicas

Frecuencias Alélicas

Locus Alelos pb Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey
BM143 95 0.0625
97 0.1042 0.12 0.1 0.1875
99 0.0208 0.04 0.0642
101 0.125 0.04 0.0417
103 0.125 0.28 0.02
105 0.3333 0.38 0.36 0.3958
107 0.02 0.02 0.0625
109 0.0625 0.1 0.125
111 0.1042 0.14 0.1042
113 0.0625 0.02 0.22 0.0208
115 0.04
BM6444 114 0.16
116 0.04 0.04
118 0.12
122 0.06
124 0.04
126 0.12 0.2
128 0.02 0.28 0.14
130 0.22 0.04 0.04
132 0.04 0.26
134 0.12 0.04 0.06
136 0.02
138 0.18 0.22 0.08
140 0.04
142 0.04 0.04
144 0.06
146 0.06
148 0.12 0.02 0.28
150 0.02 0
152 0.02 0.14
162 0.08
164 0.02
OarFCB11 112 0.02
120 0.0333
122 0.1 0.02 0.025
124 0.2333 0.14 0.38 0.05
126 0.1667 0.2 0.06 0.25
128 0.2667 0.18 0.275
130 0.0333
132 0.0333 0.05
134 0.12 0.1
136 0.0333 0.28 0.08 0.1
138 0.1 0.18 0.2 0.1
140 0.02 0.1 0.05
142 0.02
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Continda Cuadro 11...

Locus Alelos pb Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey
MAF36 96 0.02
98 0.02
100 0.02 0.02 0.04
102 0.06 0.1 0.16
104 0.16 0.02 0.28 0.22
106 0.1 0.14 0.3
108 0.4 0.06 0.14
110 0.14 0.02 0.04 0.04
112 0.02 0.14 0.02
114 0.02
116 0.06
118 0.06
120 0.68 0.1
122 0.02 0.02
124 0.02 0.1
126 0.06 0.02 0.06
128 0.04 0.06
MAF70 129 0.0208
131 0.0208 0.06
133 0.1042 0.02 0.16
135 0.625 0.2292 0.32 0.08
137 0.0833 0.3125 0.14 0.46
139 0.0208 0.02
143 0.1042
145 0.125 0.06
147 0.0833 0.0208 0.02
149 0.0833 0.08
151 0.0417 0.06 0.04
153 0.0625 0.06
155 0.0208 0.14 0.04
157 0.0417 0.06
ETH10 193 0.02
197 0.96 1 0.9829
199 0.92
201 0.04
203 0.04
209 0.0202
213 0.02
INRA23 195 0.02
199 0.1458 0.48
201 0.1875 0.119 0.1875
203 0.0208 0.08 0.0238
205 0.04 0.0476 0.0313
207 0.0417 0.04 0.381 0.0313
209 0.0417 0.119 0.0313
211 0.1875 0.0238 0.0313
213 0.1667 0.22 0.0476 0.2813
215 0.1458 0.12 0.0476 0.125
217 0.0625 0.119 0.1563
219 0.0714 0.125
INRA37 110 1 1 1 1
TGLAS53 136 0.02 0.1
140
142 0.16
144 0.2391 0.86 0.26 0.1304
146 0.1304 0.1739
148 0.1957 0.08 0.1522
150 0.0435
152 0.0652 0.02 0.02 0.0217
154 0.0652 0.1 0.02 0.0217
156 0.0217 0.22 0.0217
158 0.0217 0.1 0.1522
160 0.1957 0.3261
162 0.0217
174 0.04
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7.3.2. Heterocigocidad y contenido de informacion polimérfica

El célculo de las frecuencias alélicas permitié determinar la heterocigocidad y comparar
entre la He y Ho En general, la He fue mayor que la Ho; unicamente en el caso de
BM143 para la poblacion F; y TGLAS3 para la poblacion Blackbelly se observo que la
He fue mayor que la Ho. EI unico locus que mostroé una He igual a la Ho fue ETH10 en
la poblacion Pelibuey (Cuadro 12). Por su parte los valores de PIC muestran que los
marcadores descritos para ovino fueron méas polimérficos con respecto a los descritos
para bovino (Figuras 12 y 13) ya que su valor se mantuvo siempre >0.7 excepto para
MAF36 en la poblacion Dorper y MAF70 en Blackbelly, mientras que en el panel
bovino s6lo INRA23 y TGLAbS3 (excepto en la poblacion Dorper) tuvieron valores
cercanos a 0.8; para el locus ETH10 el valor mas alto fue de 0.147 en la poblacion
Dorper. El marcador INRA37 tuvo un valor de PIC = 0 ya que s6lo mostré un alelo en

todas las poblaciones.

Cuadro 12. Valores de He y Ho.

Poblacion
Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey Total
Locus He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho
BM143 0.841 0.667 0.756 0.52 0.8 0.84 0.788 0.667 0.817 0.673
BM644 0.873 0.8 0.771 0.771 0.844 0.24 0.833 0.32 0.929 0.4
ETH10 0.078 0 0.154 0.154 0 0 0.04 0.04 0.409 0.03
INRA23 0.87 0.625 0.711 0.711 0.82 0.714 0.853 0.688 0.886 0.674
INRA37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAF36 0.791 0.72 0.522 0.44 0.88 0.84 0.824 0.36 0.881 0.59
MAF70 0.592 0.292 0.829 0.708 0.82 0.64 0.754 0.36 0.82 0.5
OarFCB11 0.851 0.467 0.83 0.48 0.78 0.76 0.845 0.65 0.86 0.6
TGLA53 0.856 0.87 0.255 0.2 0.85 0.76 0.816 0.565 0.812 0.594
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Figura 12. PIC obtenido con el panel ovino.
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7.3.3. Prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg

TGLAS3

Figura 13. PIC obtenido con el panel bovino.

La prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg demostrd que el unico locus en equilibrio

fue ETH10 en la poblacion Pelibuey (Fis = 0), mientras que los demas loci se

encontraron en desequilibrio con un Fis > 0 y sélo en dos casos (BM143 en la poblacién
F1y TGLAS53 en la poblacién Blackbelly) el valor de Fis < 0 (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Valores del Fis calculados para la prueba al equilibrio de Hardy-Weinberg.

Poblacion

Marcador Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey
BM143 0.21115 0.31654 -0.0566 0.15693
BM6444 0.08571 0.69296 0.71984 0.62055
ETH10 1 0.48663 N.A. 0
INRA23 0.28571 0.0445 0.13043 0.19903
INRA37 N.A. N.A. N.A. N.A.
MAF36 0.09148 0.16057 0.04364 0.568
MAF70 0.51286 0.14815 0.22659 0.52787

OarFCB11 0.46006 0.42687 0.0246 0.23529
TGLAS3 -0.01617 0.21824 0.10413 0.3125

7.3.4. Exploracion de la diversidad mediante el andlisis factorial de

correspondencias

El AFC demostrd que el panel de marcadores de bovino agrupé a las poblaciones
Blackbelly, F; y Pelibuey; sin embargo, no fue posible realizar una diferenciacion clara
entre ellas; por otro lado, muestra a la poblacion Dorper fue independiente de las otras
tres (Figura 14). Por su parte el AFC realizado con el panel de marcadores de ovino,
mostré a las poblaciones Blackbelly, F; y Pelibuey relativamente agrupadas, pero
diferenciadas entre si; mientras que F; y Pelibuey mostraron mayor grado de relacién
genética; nuevamente la poblacion Dorper fue un grupo independiente de las otras tres
(Figura 15). EI AFC que combind los marcadores de bovino y ovino agrupé a las
poblaciones Blackbelly, F; y Pelibuey. A pesar de que estas poblaciones se muestran
como un solo grupo, la diferenciacion entre ellas es mas marcada que cuando se utiliza
cada uno de los paneles por separado. La poblacion Blackbelly estuvo relacionada
genéticamente tanto con F; como con Pelibuey; sin embargo, no existe relacién
genética estrecha entre éstas Ultimas. De nuevo la poblacion Dorper se mostré como un
grupo independiente y bien definido, aunque la distancia que mostré con respecto a las

otras tres poblaciones es mayor que la observada con el panel ovino (Figura 16).

40



Eje 3 (6.07%)

1 1 i ...._
T LN T~
1 1 1 1 1 __.._ ",
e g ..__.____
" T L ________
ro gl L_...__..q__.
I | I 1 Py _.___._
P T T | _________
' __n_______
o _J_.____.h.__._
_|r_|_.|_ (- _____
1 1~ I _____
Lo ' ._w,h.___._.__
el LRty i
[ ~/ 1y ._.r.___
T - ._._h______
[ . ___.__.._._..-,._.
[ _______h_
L - | P
" ___.._..__.__
[ ________...
1ol _..mv.. ._.__.______
—1TF - .,,I__q_____
I _.,_____._ '
- R T~ S
[ _unm. ___._._____
o ___._.”_.mq__
' R | _.q____..m_...
P B _______.,_;_
[ I ___._qq_ [
I L 'y
I I __h___._._ '
' ___._______
|||||| PTG e
" | __ _f_...____.__
1| 1 1
o W ____f__f_._____ _"_
[ ___._,,,__h__
P R T | ___.“_..,___._
oo _.___n_f_z_._
" m_.‘_ __._q___m__._,,,__
I I 1) ..____.___ _._..
I..IJ....TI_..._._____..____
1 1 [ 'y
[ et BT L
| I 1
[ ' 1y i
P O .__,,,_x_n__
L _.____._.,._.__
| WA _:___._,_,_._
ooy Py
1 | 'y L
=== == - = r " .______._.;._
P ettt TN T T
P WL T
I..I:I.:.II;.IM 1 __.._
PR _.____
ST T T LR
e it N IR
R
(R RN T
-wTA - n . L 1
fm T mm m T T T T T TT T T
e S il
e —h =t e e PN

{5z g aly

Eje 1 (10.26%)

Figura 14. Gréfica tridimensional del AFC obtenido con el panel bovino
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7.3.5. Distancias Genéticas

El andlisis de distancias genéticas de Nei 1972, mostro resultados similares a los del

AFC. Al calcular las distancias utilizando los marcadores del panel bovino se muestra

que las poblaciones més cercanas son Pelibuey y Blackbelly (0.032) y las mas alejadas

son Dorper y Pelibuey (0.780) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Distancias genéticas obtenidas con el panel bovino

Marcadores del panel Bovino

Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey
Blackbelly 0 0.641 0.083 0.032
Dorper 0 0.732 0.78
Hamp/Suff 0 0.098
Pelibuey 0

Las distancias genéticas obtenidas con el panel de marcadores de ovino indicaron que

las poblaciones mas cercanas fueron F; y Blackbelly (0.391), mientras que las méas

alejadas fueron Dorper y Blackbelly (0.995) (Cuadro 15).

Cuadrol5. Resultados del calculo de distancias con el panel ovino

Marcadores del panel Ovino

Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey
Blackbelly 0 0.995 0.391 0.522
Dorper 0 0.816 0.803
Hamp/Suff 0 0.477
Pelibuey 0

Las distancias obtenidas utilizando los dos paneles de marcadores de manera simultanea

mostraron que las poblaciones méas cercanas son Blackbelly y F; (0.171), mientras que

las més alejadas son Pelibuey y Dorper (1.651) (Cuadro 16)
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Cuadro 16. Resultados del calculo de distancias con los paneles ovino y bovino de manera simultanea.

Panel con los 9 marcadores

Blackbelly Dorper Hamp/Suff Pelibuey
Blackbelly 0 0.745 0.171 0.596
Dorper 0 0.758 1.651
Hamp/Suff 0 0.648
Pelibuey 0

El dendrograma obtenido a partir de las distancias calculadas con los dos paneles de
marcadores, mostré dos grupos principales; uno de estos grupos formé dos subgrupos;
el primero de ellos con las poblaciones Blackbelly y Pelibuey, y el segundo
representado por la cruza F;. La poblacion Dorper se mostro diferente a las otras tres

poblaciones (Figura 17).

r—Blackhel

Pelibuey

- Hamp/Suf

Dorper

Figura 17. Dendrograma de distancias genéticas.
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8. DISCUSION

La ovinocultura en México es una actividad que tiene un gran arraigo cultural y gran
importancia comercial; sin embargo, se ha prestado poca atencion a la conservacion de
la diversidad y su aplicacion en el mejoramiento genético de los rebafios [SAGARPA,
2001 b]. La tendencia de los ultimos afios en la ovinocultura mexicana ha sido preferir
individuos de raza pura, con la creencia de que su rendimiento es mejor que el de los
individuos hibridos o criollos, lo que ha dado como resultado la pérdida progresiva de la
diversidad genética de los rebafios. Todas las razas de ovinos que existen en el pais han
sido de reciente introduccion y generalmente el crecimiento de estas poblaciones se ha
realizado a partir de un nimero reducido de individuos, por lo que el acervo genético de
estos animales en nuestro pais es probablemente menos diverso que en aquellos en los

que se generaron dichas razas [Blott et al., 2003].

En este trabajo se establecieron y optimizaron herramientas moleculares para la
genotipificacién de razas de ovinos. Primero se obtuvo ADN gendmico a partir de pelo
y papel manchado con sangre. La técnica empleada y optimizada permitié obtener ADN
de buena calidad a partir de un promedio de 30 pelos por individuo 6 25 mm? de papel
manchado con sangre. Salazar [2002] y De la Rosa [2003] utilizaron 50 ng de ADN
gendmico para la amplificacion por PCR de microsatélites en bovinos; mientras que
Arranz et al. [2001 a] emplearon 25 ng para la amplificacion de microsatélites de ovino.
En ambos, casos el ADN fue obtenido a partir de sangre periférica. EI ADN obtenido
con la técnica descrita en este trabajo, a pesar de ser limitada, resultd ser suficiente para

la amplificacion eficiente y analisis de nueve de los loci propuestos.

Los microsatélites elegidos para conformar el panel bovino habian sido utilizados con
éxito para la genotipificacion de esa especie [Peelman et al., 1998; Smith et al., 2001;
Salazar, 2002] pero su uso no habia sido reportado en la especie ovina. De acuerdo con
autores como Ellegren et al. [1997], Cockett [2001] y Grigaliunaite et al. [2003]
quienes reportan la aplicacién de marcadores genéticos moleculares entre las especies
bovina y ovina, se esperaba que los nueve marcadores pudieran ser aplicables en la
genotipificacion de ovinos para el analisis de diversidad; sin embargo, en una primera
fase Unicamente se pudieron optimizar las condiciones de amplificacion para cuatro de

ellos. El locus INRA40 no pudo ser amplificado en dos de las cuatro poblaciones
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(Blackbelly y Pelibuey), esto coincide con lo reportado por Slate et al. [1998] quienes
no lograron amplificacion con este marcador en una raza ancestral de oveja (O. aries)
denominada Soay, lo que deja abierta la posibilidad de que este locus presente alelos
nulos en algunas razas de la especie ovina. La presencia de alelos nulos puede deberse a
gue uno o ambos sitios de union de los iniciadores hayan sufrido mutaciones puntuales,
inserciones o deleciones de fragmentos de ADN, lo que impide la amplificacion, para
confirmar que se trata de alelos nulos la estrategia sugerida es el disefio de nuevos
iniciadores, que reconozcan secuencias alternativas cercanas al microsatélite [Callen y

Thompson, 1993].

En el caso de los marcadores del panel ovino, sélo uno de seis marcadores fue excluido
del andlisis, todos los marcadores habian sido utilizados con éxito para establecer el
grado de relacién genética en ovejas domésticas por Arranz et al. [2001], Stahlberger-
Saitbekova et al. [2000] vy variacion de la estructura poblacional de Borrego Cimarron
(O. Canadensis) por Gutiérrez-Espeleta et al. [2000]; y por lo tanto, como se esperaba
pudieron ser aplicables también para determinar diversidad genética en poblaciones de

ovinos explotados en México.

La genotipificacion y el andlisis del PIC, (el cual se relaciona directamente con la He y
conforme este valor se aproxima a 1 indica mayor variabilidad de la poblacion [Perales,
2003]) mostraron que los marcadores de bovino tuvieron menor grado de polimorfismo
con respecto a los descritos para ovino (en promedio el PIC del panel ovino fue de 0.75
y el del panel bovino de 0.37); en estudios previos realizados por Ellegren et al [1997]
se evaluaron de manera reciproca microsatélites de ovino y bovino para ambas especies,
y se observo que el tamafio de los alelos y el polimorfismo generalmente eran mayores
en la especie focal con respecto a la especie emparentada, estos investigadores sugieren
que se debe a que para la mayoria de los estudios de diversidad genética se prefieren
marcadores polimorficos y por lo tanto existe una seleccion sesgada a favor de estos en
las especies que se estudian, y que sin embargo, un marcador que es polimérfico en una
especie no necesariamente tiene que ser polimérfico en otra en la que pueda ser
aplicable. Con base en los resultados en este trabajo los loci del panel ovino, asi como el
INRA23 y TGLAS3 del panel bovino podrian ser aplicables para pruebas de identidad,

como por ejemplo asignacion de paternidad [DeNise et al., 2003].
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El locus INRA37 de bovino produjo un solo alelo de 110 pb, el cual estuvo conservado
en las cuatro poblaciones ovinas analizadas; este hallazgo coincide con los resultados de
un estudio realizado por Slate et al. [1998] quienes reportaron que este locus al ser
analizado en la oveja Soay (O. aries), ciervo rojo (Cervus elaphus) y venado Sika
(Cervus nippon) mostré un solo alelo; sin embargo, no se describe el tamafio del alelo
en cada una de las especies estudiadas. Este tipo de resultados han despertado interés
para explicar los mecanismos de evolucion de los microsatélites. A este respecto
Ellegren et al [1997] sugieren que existe una correlacion positiva entre el tamafio de los
alelos y el polimorfismo de los loci y se ha sugerido que aquellos loci con mayor
numero de repeticiones tienden a aumentar su polimorfismo debido a que la posibilidad
de que ocurran malos apareamientos por deslizamiento de las secuencias (slippage)
durante la recombinacién, es mayor con respecto a aquellos loci mas cortos
[Rubinsztein et al.,1995].

Dentro de las aplicaciones que tienen los microsatélites se encuentran los estudios de
trazabilidad [Cunningham y Meghen, 2001]. Un requisito indispensable para que un
marcador pueda utilizarse en este tipo de estudios es que deben presentar alelos
especificos, que no se encuentren en otras especies, razas 0 variedades de organismos
que puedan alterar el producto final. De acuerdo con esto, el marcador INRA37 puede
ser utilizado potencialmente como marcador especifico de especie para este fin, ya que
el alelo observado en las cuatro poblaciones ovinas analizadas es de 110 pb, mientras
que el rango alélico reportado en la especie bovina es de 120 a 146 pb. El hallazgo de
este locus monomorfico en la especie ovina podria tener también una aplicacion
potencial para realizar estudios evolutivos e incluso, puede ser indicativo de algun tipo
de seleccion direccional asociada con alguna caracteristica deseable en esta especie con
interés productivo. Con base en lo anterior se considera necesario realizar estudios mas
profundos al respecto considerando mayor diversidad de razas ovinas e incluso de otras
especies de rumiantes domésticos emparentados filogenéticamente como la cabra

(Capra hircus).

Todos los loci analizados con excepcién de ETH10 en la poblacion Pelibuey, se
encontraron en desequilibrio genético. Al asociar los resultados del Fis con la Ho y He
se observo que en todos los casos, excepto BM143 en la poblacion F; y TGLA53 en

Blackbelly, el valor de Fis fue mayor a 0, lo que se interpreta como un déficit de
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heterocigotos, mientras que en los dos casos mencionados el valor de F;s fue menor a 0,
lo que se interpreta como que existe un exceso de heterocigotos. El déficit de
heterocigotos puede deberse a factores como la consanguinidad debida a la presion
selectiva a la que se han sometido las diferentes razas [Li et al., 2004] y la
subestrucutracion poblacional (Efecto Whalund) [Morera et al., 1999], mientras que el
exceso de heterocigotos puede deberse a la introgresion de variantes alélicas nuevas en
la poblacion, lo cual esta acorde con la funcion zootécnica y el tipo de explotacion de
cada una de las poblaciones, ya que en las tres poblaciones con explotacion
semiextensiva para produccion de animales para abasto (Blackbelly, F;
Hampshire/Suffolk y Pelibuey), es una préctica comdn la introduccion de individuos
provenientes de otras explotaciones sin importar mucho la pureza racial y fue donde se
observé un locus en equilibrio y dos loci con exceso de heterocigotos. Por otro lado, en
Dorper, raza que se utiliza en sistema de explotacidn intensivo, para producir animales
para pie de cria, en la cual la introduccion de nuevos individuos es mas reservada, ya
que la pureza racial es muy importante, mostrd todos los loci en desequilibrio, que

puede estar asociada a déficit de heterocigotos por consanguinidad.

Aunado a lo anterior, cabe mencionar que Dorper es la raza de mas reciente
introduccién al pais, por lo que esto puede ser un factor mas que limite la diversidad
genética de la raza [Dotter, 1999]. Es importante sefialar que deberan realizarse estudios
adicionales que descarten otras variables no consideradas tales como el tamafio de

muestra que podria sesgar los resultados al calcular el equilibrio de Hardy-Weinberg.

El AFC represent6 la relacion genética entre las poblaciones utilizando primero los
paneles de bovino y ovino por separado y luego de manera conjunta. EI AFC se mostro
como método de exploracion confiable para determinar las relaciones genéticas entre
poblaciones, ya que los resultados obtenidos coincidieron totalmente con los de los
calculos de distancias por el método de Nei, 1972. El grado de polimorfismo observado,
asi como el nimero de marcadores empleados para el anélisis de diversidad genética
entre poblaciones, pueden afectar el poder de diferenciacion entre ellas. El panel de
bovino, al ser utilizado de manera independiente, tuvo menor poder de diferenciacion
entre poblaciones, lo que se debe a que los marcadores de bovino fueron menos
polimdrficos que los de ovino; asi mismo, cuando se utilizaron los marcadores de los

dos paneles de manera conjunta, el poder para diferenciar entre las poblaciones fue
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mayor que cuando se utilizaron por separado. Las poblaciones que mantuvieron mayor
relacion genética entre si fueron Blackbelly y Pelibuey; mientras que la Fi mostrd
relacion con ambas, por su parte la poblacién Dorper no mostré ninguna relacion

genética con las otras tres poblaciones.

A este respecto, es importante mencionar que las razas Blackbelly, Hampshire, Pelibuey
y Suffolk son las de explotacion mas comun en el Valle de Toluca y se han realizado
cruzas de manera empirica e incluso accidental entre ellas, 1o que ha ocasionado que
haya intercambio de material genético. Generalmente los ovinocultores que llevan a
cabo esta practica deciden utilizar para su explotacion, ya sea razas de lana o de pelo,
pero raramente llegan a utilizar de los dos tipos, aunque no es una regla general
[Comunicacion personal Jorge Osorio Avalos. CEMEGO-UAEM] por lo que no es raro
encontrar que la poblacién Blackbelly haya mostrado mayor relacion con la Pelibuey

que con la F;.

Dorper no mostrd ninguna relacion con las otras tres poblaciones, pues es de
introduccién mas reciente en el pais y ademas en el Valle de Toluca el uso de esta raza
no es tan comdn como el de las otras tres, aunado a que la explotacion de donde fueron
obtenidas las muestras, tiene como prioridad la pureza racial, pues su objetivo principal
es vender animales para pie de cria, por lo tanto, esta poblacion es més cerrada, lo que
ha provocado que exista mayor consanguinidad debido a las practicas endogamicas de
reproduccion. Es aqui donde cobra importancia el uso de los microsatélites, ya que
mediante el establecimiento de programas de evaluacion continua de la diversidad de las
poblaciones, se puede evitar futuros efectos adversos por el manejo restringido o

endogamia en los hatos explotados comercialmente.

Los marcadores microsatélites utilizados en este trabajo fueron capaces de establecer la
relacion genética entre las poblaciones analizadas; sin embargo, debido a la gran
diversidad de razas ovinas, incluyendo individuos criollos, que son explotadas bajo
distintas condiciones de manejo en Meéxico, es necesario realizar estudios
complementarios que incluyan mayor numero de razas con tamafios de muestra
mayores, asi mismo deberan evaluar otros loci descritos para ovino y otros rumiantes,
ya que se observé que su polimorfismo puede variar con respecto a los reportados

previamente. Inclusive, pueden realizarse algunos hallazgos interesantes como el de
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INRA37 con posibles aplicaciones en estudios evolutivos o de bdsqueda de variantes

genéticas de interés productivo y trazabilidad.
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9. CONCLUSIONES

Se establecio la aplicabilidad de cuatro marcadores microsatélites empleados en la
genotipificacion de bovino (B. taurus) para realizar estudios de diversidad genética en la
especie ovina. El polimorfismo de los microsatélites de bovino en las poblaciones
ovinas fue menor al reportado en la propia especie y el marcador INRA37 de bovino
mostr6 una sola forma alélica conservada entre las cuatro poblaciones ovinas

analizadas.

Se establecié también la aplicabilidad de cinco marcadores microsatélites empleados en
estudios de genotipificacion de ovino (O. aries) para realizar estudios de diversidad

genética en razas de esta especie explotadas en México.

Con los marcadores microsatélites de bovino y ovino optimizados en este trabajo se
establecié un panel de nueve marcadores aplicable para el anélisis de la diversidad
genética de razas ovinas explotadas en México. El uso de los marcadores de bovino y
ovino de manera conjunta permite establecer una mejor diferenciacion genética de las
poblaciones, que cuando son utilizados de manera independiente. El analisis de cuatro
poblaciones de ovinos con este panel permitié observar que en general los loci se
encontraron en desequilibrio de Hardy-Weinberg. Se mostré6 que las poblaciones
Blackbelly y Pelibuey resultaron ser las que mantienen una relacién genética mas
estrecha, mientras que Hampshire/Suffolk se observé relacionada con ambas. Por otro
lado Dorper se mostré como una poblacion independiente, lo que esta de acuerdo con el

tipo y objetivo zootécnico de cada una de las explotaciones.
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10. RECOMENDACIONES

Los resultados de este trabajo permiten establecer las siguientes recomendaciones:

1) Emplear los paneles de marcadores utilizados en este trabajo para la evaluacion
de la diversidad genética de otras explotaciones ovinas, que incluyan a otras

razas e individuos criollos.

2) Realizar estudios que permitan determinar la aplicabilidad potencial del locus
INRA37 en la especie ovina, como marcador especifico de especie para estudios

evolutivos o de trazabilidad.

3) Determinar la aplicabilidad de los marcadores usados en este trabajo para
correlacionar las frecuencias alélicas con caracteristicas de interés productivo e
iniciar la deteccion de loci asociados a caracteristicas cuantitativas (QTL’s) en

razas de ovinos explotados en México.
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12. ANEXOS

ANEXO A-1

Matriz de datos para su analisis en el programa Cervus 2.0 elaborada con los tamafios alélicos obtenidos de la

genotipificacion en el programa SAGAS". Corresponde a los loci de los microsatélites de bovino. En la

columna de la izquierda se muestran nimeros consecutivos que corresponden a: 1-25 individuos de la

poblacion Blackbelly, 26-50 individuos de la poblacion Dorper, 51-75 individuos de la poblacion

Hampshire/Suffolk y 76-100 individuos de la poblacion Pelibuey. Las formas alélicas para cada locus se

denotan como A y B los valores numéricos son los correspondientes a los tamafios alelicos en pb.

ETH10A| ETH10B| INRA23A[ INRA23B| INRA37A| INRA37B| TGLAS53A] TGLAS3B
1 197 197 213 213 110 110 156 144
2 197 197 207 215 110 110 144 146
3 197 197 203 209 110 110 144 150
4 197 197 199 211 110 110 160 146
5 197 197 199 213 110 110 160 144
6 197 197 199 211 110 110 148 148
7 197 197 199 211 110 110 154 146
8 197 197 215 215 110 110 148 152
9 197 197 201 215 110 110 160 146
10 197 197 201 213 110 110 144 144
11 197 197 201 201 110 110 144 148
12 197 197 213 213 110 110 144 148
13 197 197 199 217 110 110 160 148
14 197 197 215 215 110 110 144 146
15 197 197 217 217 110 110 148 152
16 197 197 110 110 154 162
17 197 197 207 213 110 110 160 146
18 203 203 201 213 110 110
19 197 197 199 211 110 110 154 160
20 197 197 211 211 110 110 144 148
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21 197 197 201 211 110 110 144 152
22 197 197 199 209 110 110 160 150
23 197 197 201 201 110 110 160 160
24 197 197 201 215 110 110

25 197 197 211 211 110 110 158 148
26 199 199 199 199 110 110 144 144
27 199 199 203 215 110 110 154 144
28 199 199 205 215 110 110 154 144
29 199 199 199 199 110 110 144 144
30 199 199 199 213 110 110 154 154
31 199 199 213 213 110 110 144 144
32 199 199 199 199 110 110 144 144
33 199 199 203 213 110 110 144 144
34 199 199 199 207 110 110 144 144
35 199 199 199 213 110 110 144 144
36 199 199 199 199 110 110 144 144
37 199 199 207 213 110 110 144 152
38 199 199 199 213 110 110 144 144
39 199 199 199 213 110 110 136 144
40 199 199 199 215 110 110 144 144
41 201 201 203 213 110 110 144 144
42 199 199 199 215 110 110 144 144
43 199 199 203 213 110 110 144 144
44 199 199 199 199 110 110 154 144
45 199 213 205 215 110 110 144 144
46 199 199 195 199 110 110 144 144
47 199 199 199 199 110 110 144 144
48 199 193 199 213 110 110 144 144
49 199 199 199 215 110 110 144 144
50 199 199 199 199 110 110 144 144
51 197 197 201 215 110 110 156 148
52 197 197 207 207 110 110 158 148
53 197 197 207 213 110 110 158 152
54 197 197 203 209 110 110 140 144
55 197 197 209 213 110 110 140 144
56 197 197 207 219 110 110 158 140
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57 197 197 207 215 110 110 158 148
58 197 197 201 219 110 110 154 142
59 197 197 201 219 110 110 156 144
60 197 197 207 207 110 110 156 140
61 197 197 207 207 110 110 158 140
62 197 197 110 110 174 144
63 197 197 205 217 110 110 174 144
64 197 197 201 207 110 110 156 144
65 197 197 207 207 110 110 156 148
66 197 197 207 217 110 110 144 144
67 197 197 209 209 110 110 156 156
68 197 197 110 110 156 142
69 197 197 209 217 110 110 142 142
70 197 197 207 207 110 110 144 144
71 197 197 201 211 110 110 156 144
72 197 197 110 110 142 142
73 197 197 205 217 110 110 142 142
74 197 197 110 110 156 144
75 197 197 207 217 110 110 156 144
76 197 197 110 110 160 148
77 197 197 207 215 110 110 154 160
78 197 197 209 213 110 110 160 146
79 197 197 201 213 110 110 160 144
80 197 197 217 217 110 110 146 146
81 197 197 201 213 110 110 158 158
82 197 197 211 215 110 110 160 144
83 197 197 110 110 160 148
84 197 197 110 110 160 160
85 197 197 110 110 148 148
86 197 197 110 110 160 144
87 197 197 110 110 160 148
88 197 197 201 213 110 110 146 146
89 197 197 205 213 110 110 158 152
90 197 197 219 219 110 110 158 148
91 197 197 110 110

92 197 197 213 213 110 110 146 146
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93 197 197 201 213 110 110 160 160
94 197 197 201 213 110 110 160 148
95 197 197 219 219 110 110 160 160
96 197 197 110 110 144 144
97 197 209 217 217 110 110 158 158
98 197 197 110 110

99 197 197 201 215 110 110 156 144
100 197 197 215 217 110 110 158 146
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ANEXO A-2

Matriz de datos para su analisis en el programa Cervus 2.0 elaborada con los tamarfios alélicos obtenidos de la

genotipificacion en el programa SAGA®', correspondiente a los loci de los microsatélites de ovino. En la

columna de la izquierda se muestran ndmeros consecutivos que corresponden a: 1-25 individuos de la

poblacién Blackbelly, 26-50 individuos de la poblacién Dorper, 51-75 individuos de la poblacion

Hampshire/Suffolk y 76-100 individuos de la poblacién Pelibuey. Las formas alélicas para cada locus se

denotan como A y B los valores numéricos representan a los tamafios alélicos en pb.

BM143A| BM143B(BM6444A|BM6444B|MAF36A| MAF36B| MAF70A] MAF70B|OarFCB11A|OarFCB11B
1 103 111 138 144, 108 108 133 147 128 128
2 101 105 138 144, 104 108 147 147 138 138
3 105 113 130 138, 104 108 135 135
4 105 105 130 130, 108 110 135 135 132 122
5 097 101 148 126 102 102 135 135 128 128
6 101 101 114 138 108 108 135 135 122 122
7 103 103 114 142 108 108 135 135 128 130
8 099 105 126 130 106 108 129 137
9 097 111 126 144 106 108 133 133
10 097 109 148 130 104 104 137 153 128 136
11 103 111 114 114 110 126 137 153 124 126
12 095 095 148 132 106 110 135 153
13 105 111 126 130, 100 104 133 133 128 124
14 095 103 148 138, 108 108 135 135
15 105 105 140 140, 104 110 135 135 120 124
16 130 130, 108 108 137 155 128 138
17 109 109 126 138, 108 126 135 135
18 105 105 126 138, 102 108 135 135 124 124
19 105 105 114 114, 106 128 124 124
20 103 111 114 142 108 128 135 135 126 126
21 097 101 148 138 110 126 135 147
22 097 105 128 138 104 112 135 135
23 105 113 130 132 104 108 135 135
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24 105 113 148 130 106 110 135 135 126 126
25 101 105 114 130 108 110 135 135

26 097 103 116 116 104 120 143 157 112 124
27 103 103 132 132 120 120 137 145 134 134
28 105 115 116 116 120 120 137 147 134 134
29 097 115 116 116/ 120 126 135 145 138 138
30 103 103 134 134, 120 120 139 151 126 138
31 103 115 116 116, 112 120 143 143 138 138
32 097 105 134 134, 120 120 135 143 138 138
33 103 103 116 116 120 120 137 137 138 138
34 097 105 162 162 120 120 137 137 126 126
35 105 113 134 164 120 120 137 143 136 124
36 101 107 116 116 110 118 135 145 136 126
37 105 105 116 134 120 120 131 149 126 126
38 103 115 132 132 112 120 137 145 136 126
39 105 115 134 134 112 120 137 149 134 122
40 105 105 116 116 112 122 135 135 124 124
41 103 103 118 118 112 120 136 136
42 105 105 118 134, 112 124 137 145 136 142
43 105 105 150 152 112 120 135 149 136 136
44 097 097 118 118, 100 120 135 135 136 136
45 101 115 116 116/ 118 118 135 151 126 126
46 103 105 116 116 120 120 135 157 136 124
47 105 105 132 132 120 120 137 137 136 140
48 105 105 116 134, 120 120 137 137 124 126
49 105 115 118 134 120 120 137 145 136 124
52 103 103 162 162 120 120 135 149 134 136
51 105 105 128 128 100 110 133 157 128 140
52 105 111 128 136 102 120 133 133 136 136
53 097 105 122 122 102 104 133 155 126 140
54 105 111 126 126| 104 114 137 151 128 124
55 105 111 134 150, 104 122 137 137 128 124
56 109 113 148 152 104 104 145 151 124 138
57 105 105 126 134, 106 106 135 139 124 138
58 097 105 126 126/ 096 098 137 157 124 138
59 105 105 128 128 104 106 135 157 126 138
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60 105 113 128 128 104 106 137 145 126 140
61 109 113 150 150 102 120 135 155 124 138
62 097 099 130 130 104 116 135 135 128 124
63 109 113 150 150 108 124 137 137 128 124
64 103 107 150 150, 100 104 135 155 124 138
65 109 113 126 126 104 120 135 155 128 124
66 097 105 124 124, 102 104 135 135 124 124
67 109 113 126 150, 106 124 133 155 124 124
68 105 111 126 126 102 116 135 135 136 124
69 105 113 122 128, 108 124 135 155 128 128
70 097 099 128 128, 116 124 133 133 128 124
71 111 111 128 128 106 106 133 151 124 138
72 105 113 152 152 108 120 133 133 124 138
73 111 113 152 152 104 124 135 155 136 124
74 105 113 152 152 110 120 135 135 138 138
75 105 113 128 128 104 104 135 145 140 140
76 105 105 148 148 110 128 137 137

77 105 109 132 132 126 128 133 147 126 126
78 101 109 132 132 102 102 137 137 128 134
79 101 105 128 132 106 106 137 137

80 109 109 148 148, 108 108 131 133 132 132
81 097 097 132 132 104 104 137 153

82 105 105 138 138, 108 108 137 151 134 138
83 107 111 146 146 102 106 137 151 126 140
84 097 105 132 146/ 104 104 153 153 136 126
85 107 111 148 138 106 128 137 137 128 128
86 097 105 132 132 102 112 137 155 128 128
87 105 105 132 132 102 102 131 137 124 138
88 097 105 128 128 106 106 131 137 128 136
89 097 107 128 128| 106 106 149 149 124 138
90 105 105 134 142 104 104 133 133 128 128
91 097 105 130 138, 106 106 137 137

92 105 111 148 148, 102 126 133 133

93 105 109 148 148, 102 126 133 133 128 136
94 099 105 148 130, 106 106 135 135 128 140
95 097 097 148 142 106 110 137 137 126 126
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96 099 111 148 132 104 104 137 137 134 126
97 109 113 134 134 104 108 137 137 126 126
98 099 111 148 148| 106 106 137 155 136 126
99 105 105 128 128 104 104 149 149 122 138
100 116 116/ 108 108 135 135 128 134
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ANEXO B-1

Matriz de datos para su andlisis en el programa Genetix 4.02 elaborada y editada a partir de la matriz para el

analisis con el programa Cervus 2.0. Corresponde a los loci de los microsatélites de ovino. La columna de la

izquierda contiene la identidad de cada individuo en formato alfanumérico B1-25 corresponde a la poblacién
Blackbelly, D26-50 a la poblacion Dorper, H51-75 a la poblacion Hampshire/Suffolk y P76-100 a la

poblacion Pelibuey. Genetix reconoce genotipos completos de cada individuo para cada locus, por lo que los

tamafios alélicos por locus para cada individuo se agrupan en una sola celda con 6 digitos, por ejemplo: el

genotipo 144, 156 serd 144156, mientras que 97, 109 sera 097109. Cuando no existen datos del genotipo el

valor se representa como 000000.

BM143 BM6444 MAF36 MAF70 OarFCB11
Bl 103111 138144 108108 133147 128128
B2 101105 138144 104108 147147 138138
B3 105113 130138 104108 135135 000000
B4 105105 130130 108110 135135 132122
B5 097101 148126 102102 135135 128128
B6 101101 114138 108108 135135 122122
B7 103103 114142 108108 135135 128130
B8 099105 126130 106108 129137 000000
B9 097111 126144 106108 133133 000000
B10 097109 148130 104104 137153 128136
B11 103111 114114 110126 137153 124126
B12 095095 148132 106110 135153 000000
B13 105111 126130 100104 133133 128124
B14 095103 148138 108108 135135 000000
B15 105105 140140 104110 135135 120124
B16 000000 130130 108108 137155 128138
B17 109109 126138 108126 135135 000000
B18 105105 126138 102108 135135 124124
B19 105105 114114 106128 000000 124124
B20 103111 114142 108128 135135 126126
B21 097101 148138 110126 135147 000000
B22 097105 128138 104112 135135 000000
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B23 105113 130132 104108 135135 000000
B24 105113 148130 106110 135135 126126
B25 101105 114130 108110 135135 000000
D1 097103 116116 104120 143157 112124
D2 103103 132132 120120 137145 134134
D3 105115 116116 120120 137147 134134
D4 097115 116116 120126 135145 138138
D5 103103 134134 120120 139151 126138
D6 103115 116116 112120 143143 138138
D7 097105 134134 120120 135143 138138
D8 103103 116116 120120 137137 138138
D9 097105 162162 120120 137137 126126
D10 105113 134164 120120 137143 136124
D11 101107 116116 110118 135145 136126
D12 105105 116134 120120 131149 126126
D13 103115 132132 112120 137145 136126
D14 105115 134134 112120 137149 134122
D15 105105 116116 112122 135135 124124
D16 103103 118118 112120 000000 136136
D17 105105 118134 112124 137145 136142
D18 105105 150152 112120 135149 136136
D19 097097 118118 100120 135135 136136
D20 101115 116116 118118 135151 126126
D21 103105 116116 120120 135157 136124
D22 105105 132132 120120 137137 136140
D23 105105 116134 120120 137137 124126
D24 105115 118134 120120 137145 136124
D25 103103 162162 120120 135149 134136
H1 105105 128128 100110 133157 128140
H2 105111 128136 102120 133133 136136
H3 097105 122122 102104 133155 126140
H4 105111 126126 104114 137151 128124
H5 105111 134150 104122 137137 128124
H6 109113 148152 104104 145151 124138
H7 105105 126134 106106 135139 124138
H8 097105 126126 096098 137157 124138
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H9 105105 128128 104106 135157 126138
H10 105113 128128 104106 137145 126140
H11 109113 150150 102120 135155 124138
H12 097099 130130 104116 135135 128124
H13 109113 150150 108124 137137 128124
H14 103107 150150 100104 135155 124138
H15 109113 126126 104120 135155 128124
H16 097105 124124 102104 135135 124124
H17 109113 126150 106124 133155 124124
H18 105111 126126 102116 135135 136124
H19 105113 122128 108124 135155 128128
H20 097099 128128 116124 133133 128124
H21 111111 128128 106106 133151 124138
H22 105113 152152 108120 133133 124138
H23 111113 152152 104124 135155 136124
H24 105113 152152 110120 135135 138138
H25 105113 128128 104104 135145 140140
P1 105105 148148 110128 137137 000000
P2 105109 132132 126128 133147 126126
P3 101109 132132 102102 137137 128134
P4 101105 128132 106106 137137 000000
PS5 109109 148148 108108 131133 132132
P6 097097 132132 104104 137153 000000
P7 105105 138138 108108 137151 134138
P8 107111 146146 102106 137151 126140
P9 097105 132146 104104 153153 136126
P10 107111 148138 106128 137137 128128
P11 097105 132132 102112 137155 128128
P12 105105 132132 102102 131137 124138
P13 097105 128128 106106 131137 128136
P14 097107 128128 106106 149149 124138
P15 105105 134142 104104 133133 128128
P16 097105 130138 106106 137137 000000
P17 105111 148148 102126 133133 000000
P18 105109 148148 102126 133133 128136
P19 099105 148130 106106 135135 128140

72



Evaluacion de la diversidad genética de razas de ovinos en México mediante el uso de marcadores microsatélites

P20 097097 148142 106110 137137 126126
P21 099111 148132 104104 137137 134126
P22 109113 134134 104108 137137 126126
P23 099111 148148 106106 137155 136126
P24 105105 128128 104104 149149 122138
P25 000000 116116 108108 135135 128134
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ANEXO B-2

Matriz de datos para su andlisis en el programa Genetix 4.02 elaborada y editada a partir de la matriz para

el analisis con el programa Cervus 2.0. Corresponde a los loci de los microsatélites de bovino. La

columna de la izquierda contiene la identidad de cada individuo en formato alfanumérico B1-25

corresponde a la poblacién Blackbelly, D26-50 a la poblacion Dorper, H51-75 a la poblacion

Hampshire/Suffolk y P76-100 a la poblacién Pelibuey.

ETH10 INRA23 INRA37 TGLAS3
Bl 197197 213213 110110 156144
B2 197197 207215 110110 144146
B3 197197 203209 110110 144150
B4 197197 199211 110110 160146
B5 197197 199213 110110 160144
B6 197197 199211 110110 148148
B7 197197 199211 110110 154146
B8 197197 215215 110110 148152
B9 197197 201215 110110 160146
B10 197197 201213 110110 144144
B11 197197 201201 110110 144148
B12 197197 213213 110110 144148
B13 197197 199217 110110 160148
B14 197197 215215 110110 144146
B15 197197 217217 110110 148152
B16 197197 000000 110110 154162
B17 197197 207213 110110 160146
B18 203203 201213 110110 000000
B19 197197 199211 110110 154160
B20 197197 211211 110110 144148
B21 197197 201211 110110 144152
B22 197197 199209 110110 160150
B23 197197 201201 110110 160160
B24 197197 201215 110110 000000
B25 197197 211211 110110 158148
D1 199199 199199 110110 144144
D2 199199 203215 110110 154144
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D3 199199 205215 110110 154144
D4 199199 199199 110110 144144
D5 199199 199213 110110 154154
D6 199199 213213 110110 144144
D7 199199 199199 110110 144144
D8 199199 203213 110110 144144
D9 199199 199207 110110 144144
D10 199199 199213 110110 144144
D11 199199 199199 110110 144144
D12 199199 207213 110110 144152
D13 199199 199213 110110 144144
D14 199199 199213 110110 136144
D15 199199 199215 110110 144144
D16 201201 203213 110110 144144
D17 199199 199215 110110 144144
D18 199199 203213 110110 144144
D19 199199 199199 110110 154144
D20 199213 205215 110110 144144
D21 199199 195199 110110 144144
D22 199199 199199 110110 144144
D23 199193 199213 110110 144144
D24 199199 199215 110110 144144
D25 199199 199199 110110 144144
H1 197197 201215 110110 156148
H2 197197 207207 110110 158148
H3 197197 207213 110110 158152
H4 197197 203209 110110 140144
H5 197197 209213 110110 140144
H6 197197 207219 110110 158140
H7 197197 207215 110110 158148
H8 197197 201219 110110 154142
H9 197197 201219 110110 156144
H10 197197 207207 110110 156140
H11 197197 207207 110110 158140
H12 197197 000000 110110 174144
H13 197197 205217 110110 174144
H14 197197 201207 110110 156144
H15 197197 207207 110110 156148
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H16 197197 207217 110110 144144
H17 197197 209209 110110 156156
H18 197197 000000 110110 156142
H19 197197 209217 110110 142142
H20 197197 207207 110110 144144
H21 197197 201211 110110 156144
H22 197197 000000 110110 142142
H23 197197 205217 110110 142142
H24 197197 000000 110110 156144
H25 197197 207217 110110 156144
P1 197197 000000 110110 160148
P2 197197 207215 110110 154160
P3 197197 209213 110110 160146
P4 197197 201213 110110 160144
P5 197197 217217 110110 146146
P6 197197 201213 110110 158158
P7 197197 211215 110110 160144
P8 197197 000000 110110 160148
P9 197197 000000 110110 160160
P10 197197 000000 110110 148148
P11 197197 000000 110110 160144
P12 197197 000000 110110 160148
P13 197197 201213 110110 146146
P14 197197 205213 110110 158152
P15 197197 219219 110110 158148
P16 197197 000000 110110 000000
P17 197197 213213 110110 146146
P18 197197 201213 110110 160160
P19 197197 201213 110110 160148
P20 197197 219219 110110 160160
P21 197197 000000 110110 144144
P22 197209 217217 110110 158158
P23 197197 000000 110110 000000
P24 197197 201215 110110 156144
P25 197197 215217 110110 158146
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13. GLOSARIO

Alelo: Forma alternativa de un gen situado en un locus particular en un par de
cromosomas homologos. Se segrega durante la meiosis y el hijo recibe solo uno de cada

par de alelos de cada progenitor.
Amplificacion inter-especies: La aplicacion de marcadores genéticos generados a
partir del genoma en una especie en particular, para amplificar en el genoma de otra

especie con la que guarda algun tipo de relacion filogenética.

Biotipo productivo: Conjunto de individuos de una especie que comparten un mismo

fenotipo de caracteristicas productivas.

Clonacion: Separacion y propagacion de una unidad biolégica individual (por ejemplo

una célula bacteriana) a partir de una poblacion de unidades ligeramente diferentes.

Codominante: Un marcador genético en el que se puede distinguir entre un individuo

homocigoto y uno heterocigoto.

Cromosoma Acrocéntrico: Cromosoma cuyo centrémero se encuentra muy proximo a
uno de los extremos.

Cromosoma Metacéntrico: Cromosoma cuyo centrobmero se encuentra a la mitad del

mismo.

Cromosoma Telocéntrico: Cromosoma cuyo centrdmero se encuentra en uno de los

extremos.

De novo:. La obtencion de secuencias y marcadores genéticos, por primera vez a partir

del genoma de una especie.
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Distancia Genética: Un estimador del tiempo de separacion de las especies que esta

basado en diferencias genéticas medibles dentro y entre poblaciones.

Diversidad Genética: Las diferentes versiones de los genes existentes en los individuos

de una especie.

Electroforesis: Migracion de particulas sometidas a un campo eléctrico.

Endogamia: Apareamiento entre individuos de un mismo linaje.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: Estado en el cual las frecuencias génicas y
genotipicas permanecen constantes de generacién en generacion en una poblacién
grande con apareamientos aleatorios, sin mutacion, seleccion , migracion o deriva

genética.
Eucariote: Célula u organismo (uni o multicelular) con un nicleo rodeado por una
doble membrana, presenta el material genético arreglado en cromosomas, ademas de

otros organelos limitados por membranas dobles.

Fenotipo: Naturaleza fisica bioquimica y fisiolégica de un individuo, determinada,

tanto por su genotipo como por el ambiente en el cual se desarrolla.

Gen: Unidad funcional de la herencia que codifica para un cierto producto funcional

(proteina).

Genoma: La informacion genética total, almacenada en los cromosomas de una célula

viva 0 en un virus.

Genotipo: Constitucion genética especifica de un locus o juego de loci de un

organismo.

Heterocigoto: Individuo que tiene dos alelos diferentes en un determinado locus de un

par de cromosomas homologos.
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Heterocigocidad: Estado de un individuo que tiene dos alelos diferentes de un gen.

Homocigoto: Individuo que posee los dos alelos idénticos en un determinado locus de

un par de cromosomas homologos.

Iniciador: Secuencia corta de nucle6tidos con un 3"-OH reactivo que puede iniciar la

sintesis de ADN a lo largo de un molde o plantilla.

Locus (plural /oci): Localizacion exacta del gen de un cromosoma. Las diferentes

formas de un gen (alelos) ocupan siempre la misma posicion o locus en el cromosoma.

Marcador microsatélite: Un tipo de secuencia simple de longitud polimorfica de
unidades di, tri o tetranucleotidos repetidas en tindem. También llamadas repeticiones

cortas en tandem (STR por sus siglas en inglés).

Merino: Tipo de ganado ovino de lana fina, corta y rizada.

Morueco: Carnero padre

Mutacion: Cambio en el ADN que modifica su informacion génica. Puede darse por
insercion, sustitucion o pérdida de nucledtidos. Cominmente se emplea también para
designar un cambio en el nimero o en la disposicion de los cromosomas.

Nucledtido: Monomero de &cidos nucleicos, cada uno con tres partes: un azucar (ribosa
o desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada; el fosfato esta unido al

azucar y al carbono 5" y a la base del carbono 1°.

Permutacion: Serie de posibles combinaciones en direccion biyectiva entre dos grupos

gue provocan un cambio en el plano opuesto.
Polimorfismo: Presencia de dos o mas genotipos alternativos en una poblacion,

determinados por factores genéticos y que presentan frecuencias demasiado elevadas

para que puedan ser mantenidos en la poblacion.
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Seleccion direccional: En genética de poblaciones ocurre cuando la seleccién natural
favorece a un solo alelo y entonces las frecuencias alélicas continuamente se mueven en

una direccion.

Tamaifio Alélico: Indica el tamafio de un fragmento de PCR que tiene un locus

microsatélite cuando el nimero de repeticiones correspondiente no es conocido.

Tag ADN polimerasa: Enzima termoestable derivada de la bacteria Thermus aquaticus

que cataliza la sintesis de ADN in vitro.
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