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RESUMEN

LOPEZ LOPEZ CRISTINA DOREEN: Estudio dol orlg.n 9.nbtlco del burro criolio
a través del ] ia reg D-ficop del DNA

mltocondﬂal.
Bajo la direccion del Dr. Rogelio A. Alonso Morales y MVZ. Aline S. de Aluja.

Las poblaciones de burros criollos mexicanos se han encontrado sin programas de
mejoramiento genético desde la introduccion de estos animales domésticos a México.
a través de los afios se les ha incorporado a trabajos de campo, carga y transporte,
entre otros quehaceres.

Han sido criados en forma tradicional. distribuidos por toda la RepuUblica Mexicana,
principalmente en areas rurales y urbanas donde existen comunidades en extrema
pobreza.

Actualmente son animales criados en condiciones extremas: mal nutridos, sobre-
explotados y con jornadas de trabajo largas, pero las condiciones del campo mexicano
requieren de sus servicios ya que la economia del campesino marginado no permite
que sean reempiazados por maquinaria agricola por lo que constituyen una ayuda
valiosa. Son considerados animales de carga y sin valor para llevar a cabo estudios
geneticos en nuestro pais.

Los burros criollos mexicanos no se encuentran catalogados dentro de alguna raza, y
en cualquier region geografica se les conoce como criollos. Se desconoce que tanta
diversidad genética existe entre las distintas poblaciones, ademas de no existir datos
acerca de que tan parecidas ¢ distantes son las variedades con respecto a razas
asnales establecidas en otros paises, por lo mismo existen dudas sobre su origen

genetico.

El objetivo de éste trabajo fue analizar el origen genético del burro criolic mexicano,
asi como su diversidad genética, al comparario con razas de burros espafiolas y
africanas, por medio de la region D-/oop dei DNA mitocondrial. Para esto se purificoé el
ADN genomico de 68 burros criollos mexicanos de 8 regiones geograficas en 6
Estados de la Republica Mexicana y un burro Siciliano. Mediante la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificé un fragmento
correspondiente a 541 pb correspondiente a la regidn mas informativa del DNA
mitocondrial: D-loop, posteriormente los fragmentos fueron secuenciados.

Las secuencias analizadas revelaron 10 haplotipos mexicanos nuevos y diferentes a
los haplotipos de razas asnales espafiolas y africanas con los cuales sé compararon,
indicando niveles altos de diversidad genética. El analisis de las relaciones
filogenéticas en las diversas variedades criollas, determinaron una tendencia del
origen hacia razas espafiolas, principalmente la raza Andaluza., Zamorano-Leonésa y
Majorera de las Islas Cananas, y estas a su vez muestran un origen africano, por lo
que se obtuvieron 7 haplotipos mexicanos y 3 haplotipes simi a los anaili por
Aranguren et al (63)de razas espafiolas y africanas,

Este trabajo en una forma preliminar permite concluir que el origen de las poblaciones
de burros criollos mexicanos en los diferentes Estados de la Republica Mexicana es de
clara ascendencia ibérica. siendo la principal raza asnal espafiola Andaluza la que dio
origen a las poblaciones de burros criollos mexicanos, seguidas por las razas
espafolas Zamorano- Leonesa y Majorera de las Islas Canarias y que las poblaciones
poseen attos niveies de diversidad genética.
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CAPITULO 1

- INTRODUCCION -

E! burro (Equus asinus) ha estado en contacto con la humanidad a lo largo de su

historia por ser uno de los primeros animales domesticados (1). Ha colaborado con el
hombre en diferentes actividades como traccion de instrumentos agricolas, traccion de
vehiculos, cabalgadura, carga, produccion mulatera (2), hasta llegar a nuestros dias a
ser un animal de compafiia y uso terapéutico para determinadas enfermedades
psicomotoras, asi como para acercar a la gente a la naturaleza y promover el respeto
por los animales (3).
Se estima que en México existen 3,270,000 burros (4) dedicados a diferentes labores,
distribuidos por toda la Republica Mexicana, habitando principalmente en areas rurales
y urbanas donde existen comunidades en extrema pobreza que necesitan de sus
servicios. Son animales sumamente utiles, pero han sido ignorados en nuestro pais.
En Meéxico poco se conoce sobre su diversidad genética, no se sabe que tan
homogéneos son los distintos grupos poblacionales de las diferentes regiones
geograficas, ni se tienen datos de que tan parecidas ¢ distantes son las variedades
criollas con respecto a razas establecidas en otros paises. Por (o tanto se requiere
conocer su diversidad y origen genético que presentan, tomando en cuenta que son un
patrimonio unico.

1.1- Origen de los Equidos (Género Equus) -

El! burro es un vertebrado que pertenece a la Clase Mammalia (mamiferos),

Subclase Pilacentarios, Orden Perissodactyla (Ungt Peri acti grupo que

también incluye a los cabatllos, cebras, rinccerontes y los tapires). Se incluyen en la

familia Equidae (junto con el caballo y cebra).
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Toda esta familia se caracteriza por tener un unico dedo con un ancho casco en cada

extremidad, del Género Equus y Especie asinus (5).

La familia de los équidos, entre los que se encuentra el burro, tiene a su mas antiguo
antecesor a Hyracotherium (antes conocido como Eohippus) derivado del griego hyrax
que designa el derman o marmota de las rocas y thaer que significa animal o
mamifero. Tuvo su origen hace unos 60 millones de afios (6,7) en Norteamérica,
desde donde se extendid por tierra hasta Europa (en la época en que los continentes
todavia no estaban separados por el Océano Atlantico) (8). Este animal tenia una
alzada entre 25 a 50 cm de altura, con un peso aproximado de 5.5 Kg (7), con 4 dedos
en las extremidades anteriores y tres en las posteriores (9.10), todos elios provistos de
fuertes ufias y una almohadilla semejante a ia que tienen los perros actuales, ésta
caracteristica prevalece en el caballo moderno en forma de caliosidad llamada cemeja,
lo que sugiere que Hyracotherium vivido en un ambiente con suelos blandos muy
similares a los que hay en las selvas tropicales o en las orillas de los pantanos,
alimentandose de hojas blandas y carnosas (7). Los trastornos climaticos impliicaron
una evolucién gradual de Hyracotherium y Io obligaron a adaptarse a las
transformaciones del ambiente donde ahora sus miembros debian acostumbrarse a
suelos mas duros y rocosos, propios de un bosque con llanuras abiertas, diferentes al
de suelo humedo de su antiguo habitat, por ilo que sus miembros se alargaron y
desarrolld mas velocidad (8), ya que al tener planicies abiertas debian capacitarse
para la huida de sus predadores (10). Cuando esto acontecio, sus dedos laterales 2° y
4° no tocaban el suelo por lo que lentamente se atrofiaron quedando apenas los
huesos que los fijaban, permaneciendo un dedo unico, 3° en posicion central, el cual
crecit® y se reforzd (10). De igual forma su denticion se transformo debido a que los
molares ejercian un trabajo mas intenso, por io tanto se desarrollaron, ya que su
nutricion fue basandose en forraje mas denso (7.8). Poco a poco. se desarrollé en un
équido de un solo dedo, con un cuerpo Mas grande, extremidades mas largas, de

cabeza y mandibulas mas alargadas(8). Durante estos cambios paso por diferentes
3
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ancestros a lo largo del tiempo: Orohippus, Epihippus, Mesohippus. Miohippus.

Parahippus. Merychippus (6) y tue hasta fines de! Pleistoceno donde Dinohippus (8.11)
el directo predecesor del actual caballo, aunque algunos autores lo mencionan como
Pliohippus (6.7). desaparecié tras una intensa época glaciar en América y se refugio
en Asia, Europa y Africa donde liegd a través del Estrecho de Behring. siendo los
sobrevivientes los que posteriormente pondrian las raices de la especie en todo el
mundo (5.8,12).

El tipo de caballo de un solo dedo se conoce como Equus y es el antepasado del
caballo actual y de sus parientes, el burro y la cebra (8).

No se conoce, de manera exacta, el momento en que en la familia de los équidos se
origina el burro. Existe evidencia de una divergencia evolutiva entre el burro y el
caballo entre 8 a 10 millones de afios, pudiendo afirmar una relacion mas cercana
entre el burro y la cebra que con el caballo (13).

El burro domeéstico actual tiene dos ascendentes: el Equus asinus africanus (asno
silvestre de Africa) del cudl existieron 2 subespecies distintas: La Nubia originaria del
Norte entre la costa del Mediterraneo y el desierto del Sahara y |a Somalia, originaria
del Sureste del Mar Rojo. El otro antecesor es el asno silvestre de Asia también llamado
hemion, el cual se extendid desde el Mar Rojo hacia el Norte de la india y el Tibet y de
los cuales se distinguen subespecies como el Sirio procedente del Noroeste de la India,
el Onagro (Equus hemionus one ger) procedente de Persia, el Kulan (Equus hemionus
hemionus) de Mongolia y el Kiang (Equus hemionus kiang) procedente del Tibet (14,15,
16), aunque otros autores mencionan su origen a partir inicamente de burros africanos :
Nubia y Somalia (17). El burro fue domesticado alrededor de 3000 aftos a. C. en el
Noreste de Africa (18).

1.2- Los animales domeésticos y el Descubrimiento de América -

La gente de América no conocia nada acerca de los animales domeésticos europeos.

Con la llegada de los espafioles todo cambié: los animaies nuevos fueron rapidamente

3
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dispersados, primero en las Antilas y después en el Continente, donde fue
transformado un {ugar libre de animales de granja en un iugar con gran variedad de
especies y razas, hasta llegar en ciertas ocasiones a formar plagas. Esto fue el
comienzo de los enormes cambios en la fauna del Nuevo Mundo.

Generalimente los nuevos productos espafioles, como los animales domeésticos, para
su exportacidn a America siguieron dos principales rutas: La primera ruta fue de los
puertos del Sur de Espafia (Sevilla, Cadiz, Sanlucar, Puerto de Santa Maria. etc.)
haciendo una parada en las Islas Canarias y la segunda ruta fue de estos puertos
llegando directamente a las Antillas, por io que permite pensar que la mayoria de los
animales exportados pertenecian a éstas regiones del Sur de Espafa. aunque hay
datos sobre animales de otras regiones que también fueron traldos a Ameérica, estos
ocupaban areas de descanso cercanos a los puertos donde esperaban para el
embarque, pero predominaban sobre todo en los primeros afios de conquista,
animales del Sur de Espafia (19.20).

1.2.1 La importancia de las Islas Canarias en la Exportacion de
animales a América.

Las islas Canarias fueron una parada necesaria en el viaje rumbo a América.

Los espafioles encontraron habitadas estas Islas por gente llamada “Guanches”
originaria de Africa. Los “Guanches” se dedicaban principalmente a la crianza de
animales y se menciona que ahi ya existia la presencia de cabras, cerdos, ovejas y
gran abundancia de perros, por o que se le dio el nombre a estas Istas de Canarias
proveniente del! latin canis. Las caracteristicas de ese ganado ya existente en esas
islas mostraban claras raices africanas.

La localizacién de este archipiélago como punto de cruce entre los continentes marcé
un sitio muy importante en la historia de los animales domésticos ya que se tomo

1oaed

como puntc de control y resguardo de i i para su p ior a

América, lo que hizo que existieran una serie de cruces entre las diversas razas

mientras se realizaba el futuro embarque (19).
5
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1.2.2 La llegada de Nuevas Especies a América

Desde el primer viaje de Colén, las Antillas fueron el punto de llegada. Este

archipié fue estratégicamente ocupado por las expediciones; se convirtié en el

punto de entrada y salida, encuentro de barcos, de exploradores. animaies y productos
provenientes de Espafia. Aqui fue el punto de introduccidén de ciertas razas de
animales domeésticos, como el ganado andaluz, donde fueron reproducidos e
incrementados por primera vez en America.

Se sabe que Cristobal Colon durante su segundo viaje a Ameérica llevé algunos
animales domésticos provenientes de Cadiz, Esta expedicion estuvo forrnada por 17
barcos y fue iniciada el 25 de Septiembre de 1493. Indudablemente llevd burros, pero
durante este viaje, Colén hizo una parada en la Gomera donde permanecié 2 dias
tomando provisiones de varios animales domesticos, ya que ¢! preferia llevar animales
de Canarias y asi evitar las perdidas durante la navegacion Cadiz- Canarias. De
cualquier modo pocos animales llegaban vivos a sy destino, Ameérica, principalmente
por el espacio limitado en los barcos y por ser un viaje tan largo (2 meses), servian
como fuente de alimento a los tripulantes.

Rapidamente toda la diversidad de especies fue distribuida y aumentada. debido a la
gran adaptacion que tuvieron las especies domesticas en America, desde las primeras

crénicas de estos viajes se menciona la eficacia reproductiva de ellas (19,20,21).

1.3 - La Introduccion del Burro a América: México -

Los burros fueron traidos desde Espafia a Ameérica durante el segundo viaje de
Cristébal Colon en 1493 llegando a Las Antillas; esta introduccién inicial fue
incrementada durante el tercer viaje en 1494 teniendo como sitio de llegada Las
Antillas y Orinoco (19,2). ’

La introduccion de burros en Meéxico ocurri en 1531, cuando se dispuso que se

enviaran a México 12 borricas con 3 machos para padi R i Fi , por

decreto de la reina Isabel, pedia 300 borricas al afio siguiente para darselos a los
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indigenas ya que estos no tenian permiso de montar caballos, por lo que adquirian
burros. En 1538 se hizo otro embarque de burros a la Nueva Espafia (2).

En un principio fueron utilizados solo con fines reproductivos, para generar mulas y a
través de los afios se han incorporado a los trabajos del campo mexicano como jalar
arado, carretas, transporte, carga de agua, lefia. entre otros quehaceres.
principaimente en comunidades de extrema pobreza (22). En general, actualmente son
animailes mal nutridos, sobre-expilotados y con jornadas de trabajo largas. sin embargo
las condiciones del campo mexicano requieren de sus servicios, ya gque ni la
conformacion de los terrenos ni la economia del campesino marginado permite que
sean reemplazados por maquinaria agricola por lo gue constituyen una ayuda valiosa
(23,24).

1.4 - Descripcion de las Caracteristicas Fenotipicas
de las Razas Oficiales de Burros.-

i i 1 razas blecid. de recursos genéticos asnates. En el

En varios p
caso de Inglaterra, Francia, Espafia se han creado asociaciones para el cuidado y
bienestar del burro (16), como por ejempio ADEBO (Asociacion para la Defensa del
Borrico) en Espafia, que trata de recuperar razas asnales en peligro de extincién, The
Donkey Sanctuary en Inglaterra, que cuida y resguarda a burros, ADDA (Asociacion
para la Defensa de los Derechos de! Animal) en Espafta, que se involucra en bienestar
y defensa de los burros, FNAR (Fédération Nationale Anes et Randonnées) en
Francia, que da resguardo a burros lastimados, por mencionar algunas (25.26). Ya que
han sido declarados como especie protegida y en peligro de extincion. debido a que se

cuenta con un escaso humeroc de animales de las razas existentes (27.28,29,30).

1.4.1 AFRICA

Razas de Burros originarias de Africa

E! burro silvestre de Africa dio origen a la mayoria de razas asnales (27), se

encuentra en Eritrea, Etiopia y Somalia en el continente Africano. Actualmente
7
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quedan muy pocos de estos burros estimandose unos 3,000 individuos, ya que es

> por habitantes Ic K para fuente de alimento y su piel es utiizada para

fabricar un cuero especial iamado zapa (16).

Se conocen dos subespecies diferentes.

A) Burro Nubia (
Es originario del Norte de Africa entre la costa del Mediterraneo y el Desierto del
Sahara, es de talla pequefa, llegando a medir 1.25 m de altura, el pelaje es de color
gris durante el invierno y en verano es de color rojizo, ademas presenta una linea
delgada que recorre el dorso sobre la columna y cae en ambos miembros anteriores

semejando una cruz, no presenta rayas en los miembros (14,15).

B) Burro § [ {Equs

Su origen es a!l Sureste del Mar Rojo, es de talla pequefia llegando a medir entre 1.25
m de aitura y 1.45 m, tiene orejas muy largas, su pelaje es gris con el hocico y las
partes inferiores blancas, durante el verano su pelaje es color amarillo, tiene una crin
de pelo corto y erecto, se caracteriza por tener franjas negras y blancas en las patas,

no presenta cruz sobre el lomo (14,15,16).

1.4.2 ASIA

Razas de Burros originarios de Asia

Los burros silvestres asiaticos. también Hamados hemiones, tienen orejas mas
pequefias que las subespecies africanas. El pelaje suele ser pardo-rojizo pero también
se pueden encontrar individuos amarillentos 6 grises.

Se originaron en un area mucho mayor que los burros africanos, extendiéndose desde
el mar Rojo hacia el Nonte de la India y el Tibet, teniéndose que adaptar a diferentes
climas, altitudes y terrenos. por lo que no existe un tipo unico de burro silvestre

asidtico. Se distinguen 4 subespecies (14).

A) Onagro (Equus ger) prc ite de Persia. es de color claro,

liegando a medir 1.22 m (15,16).
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B) Kiang (Equus i [ { ) pr te de la Alti vicie dei Tibet hasta él

Norte de los Himalayas, sus caracteristicas son semejantes a ias del cabalio,
orejas cortas y cascos ma#s redondeados. su altura es de 1.43 m (14,15,16).

C) Kulan (Equus ” procedente de Mongolia. mide 1.30 m,

presenta unicamente una raya ancha y bien demarcada sobre el lomo (14,.15,16).
D) Sirio procedente del Noroeste de la india. su altura es de menos de 1m
(14.15,16).
1.4.3 Espana

Razas de Burros Espariolas

Las razas asnales espafiolas derivan de dos ancestros: el burro Nubia (Equus
asinus africanus) y el burro somaliense (Equus asinus somaliensis), quienes dieron
origen a la mayoria de razas de burros europeas. (27.15), aunque se sustenta la
teoria de dos ancestros diferentes: uno que corresponde al burro proveniente del
Noreste de Africa (Equus asinus africanus) y el otro es el burro europeo (Equus
asinus europeus) quien es originario del archipiélago espafiol del Mediterraneo
occidental, Isias Baleares (27).

Todas estas razas se encuentran en serio peligro de extincion (27,28.29,30).

A) Burro Zamorano- Leonés.
Se encuentra en la provincia de Zamora y norte de Salamanca, al oeste de
Espafia. Es un burro bien conformado y corpuiento. Se caracteriza por el color
oscuro de su capa (negra sucia), cabeza voluminosa y por su gran abundancia de
pelo sobre ia frente, contorno de las orejas. contorno de los ojos y parte inferior
del vientre. Su perfil es recto y las oOrbitas de los 0jos muy marcadas. Tiane una
aftura promedio entre 1.50 y 1.60 m. Se encuentra en serio peligro de
extincidn(16).

8) Burro Cordobés o Andailuz.

Originado a partir de Equus asinus africanus, pero infiuido genéticamente por el
°
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onagro asiatico. Proviene de Egipto y fue introducido a Espafia por el Norte de
Africa. Se encuentra principalmente en la provincia de Cérdoba, al sur de Espafia.
De conformaciéon armoénica y robusta, tiene perfil subconvexo, cuello musculoso,
cruz alta, tronco cilindrico y grupa redondeada, su temperamento es tranquilo.

£l color de su capa es gris claro, con pelo corto y fino, cabeza con frente ancha y
arbitas salientes. Son robustos y de gran alzada tanto en machos como en
hembras, llegando hasta 1.60 m de alzada en machos y 1.50 m en hembras.
Poseen rodillas amplias y es un burro muy aclimatado al calor y a la escasez de
agua. Se encuentra en serio peligro de extincion (16,28,29).

Burro Catalan

Se encuentra en Catalufia, a! noreste de Espafia. Son animales fuenes, de gran
talla, su tronco es alargado y el pelaje de tonalidad oscura. Alcanza una altura de
hasta 1.62 m. Es muy utilizado para la produccién de mulas (16).

Burro de las Encartaciones

Se encuentra en las Encartaciones, en la zona limite entre la provincia de Vizcaya
y la de Santander, al norte de Espafta. Son burros proporcicnados, de pequefic
tamafio que no supera los 1.20 m de alzada, el color de la capa es castafio y
negro con degradaciones de color alrededor del hocico. atrededor de los ojos y
vientre, ademas pueden presentar una linea que recorre la columna vertebral y
las escapulas de color oscuro (que asemeja una cruz), poseen orejas menudas y
cascos pequefos. Se encuentra en serios peligros de extincion (16).

Burro Majorero de las islas Canarias

Procedente del Noroeste Africano que se adapto a las Islas Canarias.

Son animales muy rusti con laje grisa oscuro y claro, llegando a medir

1.10 m y un peso de 100 a 150 Kg (16).
Burro Mallorquin

Se encuentra en el archipiélago espafol de las Isias Bak prir en

la capital Palma de Maliorca. Esta muy relacionada tanto histérica como
10
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genotipicamente con la raza Catalana, por lo que muestran comunes ancestros
(27). Es un burro de pelio largo fenotipicamente semejante al Zamorano-Leonés y

al Poitou frances. Esta raza ha desaparecido 6 esta muy cerca de hacerio (16).

1.4.4 FRANCIA
Razas de Burros Francesas

Burro Poitou

Se distingue por su gran tamafio, su alzada esta por encima de 1.50 m, son de
constitucion pesada entre 350 a 450 kg. y su capa de pelo es café oscura. Son
utilizados para la producciéon de mulas principaimente (14).

Burro de los Pirineos

Son burros con cabeza de gran tamafio. nariz afilada y arcos orbitaies muy
anchos. Su alzada es de 1.25 m en hembras y en machos es de 1.30 m, el pelaje
es negro mal tefiido, en ocasiones puede ser bayo pardo con zonas grises
alrededor de los ojos, boca, entrepierna y bajo en vientre (11).

Burro Normando

Llegan a medir 1.10 m, su pelaje es de color ciaro a bayo pardo,

presentan una linea que asemeja una cruz sobre el lomo (11).

Burro Provenza 6 de Saboya

Miden entre 1.20 a 1.30 m, su pelaje es color gris rata claro con una coloracion
pelirroja & rosada sobre la frente, orejas y alrededor de los ojos, e! extremo de la
nariz es blanco, e! contorno de los labios es negro y las orejas son anchas,
presenta una linea bien marcada de color oscuro que asemeja una cruz sobre el
tomo (11).

Burro Cotentin

Miden de 1.20 a 1.35 m los machos y las hembras entre 1.15 a 1.30 m, su pelaje

es gris fuerte, con partes claras en el vientre, tiene bien definida una cruz sobre el

fomo y aigunos presentan rayado sobre las extremidades (11).
"
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E) Burro grande negro del Berry

A

Su altura minima es de 1.35 m en machos y 1.30 m en las hembras, su pelaje es
uniforme de bayo pardo a bayo oscuro, incluso negro, sin la linea de cruz sobre el
iomo ni rayado en patas, el contormno de los 0jos. el extremo de la nariz, su vientre

junto con i{a ingle y el interior de los muslos es gris blanco (11).

1.4.5 ltalia

Razas de Burros Italianos

Burro Martina Franca

-

Se encuentra en la region de Apulia, sus origenes pueden partir de la raza de
burro espafiol Catalana, tienen una aizada entre 1.45 y 1.50 m, es de constitucion

pesada y su pelaje es color negruzco, muy usado para generar mulas (14).

B) Burro Ragusa

C

Es una raza que se encuentra en Sicilia, son de pelaje negro con el vientre cafe,
tienen una alzada entre 1.40 a 1.45 m los machos y las hembras entre 1.35 a
1.38 m (14).

Burro Pantelleria

-~

Su pelaje es negro ¢ café oscuro, ia cabeza es pequefia y delgada, es un animal

muy nervioso, tienen una alzada entre 1.25 a 1.30 m (14).

D) Burro Amiata

Se encuentra en las provincias de Toscana. su pelaje es gris con una cruz
oscura sobre el iomo y rayas en las patas, tiene una alzada de 1.35 m, se
encuentra en peligro de extinciéon (14).
E) Burro Asinara
Se encuentra en la Isla Asinara, ia mayoria de estos burros son blancos y
frecuentemente tienen ojos azules, son de alzada pequefia entre 8B0cma 1 m

(14).



' TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

F) Burro Siciliano 6 de Sardinia
Es un burro nativo de ias Islas Mediterraneas Sicilia y Sardinia, se conoce
como Burro Mediterraneo Miniatura, es pequefic con una aizada entre 85 cm a
1.15 m, su peso se encuentra entre 90 a 130 Kg, su pelaje es gris con vientre
blanco y tienen una raya negra sobre el lomo que desciende sobre los

miembros anteriores semejando una cruz, la mayoria tiene marcas negras en

las orejas, en la punta de la cola y alrededor de los (31.,14).

1.4.6 US.A.

Razas de Burros de ios Estados Unidos Americanos.

A) Burro American Mammoth Jack.
La influencia de las razas espafiolas en estos animales es notable, burros de
gran tamafic comenzaron a introducirse a Norteamérica durante la presidencia de
George Washington cuando e regalaron dos bufros catalanes de parte de los
Reyes de Espafia. estos burros fueron parte integral del desarrollo de la raza
American Mammoth Jack (21).
Es un burro de gran tamafio las hembras miden 1.50 m y los machos por encima
de 1.60 m y pueden llegar a tener una alzada de hasta 1.80 m, son de

conformacion p da, en el eran de laje negro con algunas marcas

blancas pero ahora podemos encontrar cafés y grisaceos. Se utilizan para la
produccion de muias y para la monta, llegando a tener en el mercado un precio
bastante elevado (21.31).

1.5 - Caracteristicas de los burros criollos mexicanos -

En México los burros no se encuentran catalogados dentro de alguna raza, en

todas las regiones se les conoce como burros criolios.
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Se encuentran distribuidos por toda ta RepuUblica Mexicana, presentando buena
adaptacion a los climas calidos y aridos (32,.33), pero los encontramos principaimente
en areas rurales y urbanas donde existen comunidades en extrema pobreza.

Son criados en forma tradicional, alimentandose de rastrojo de maiz, paja de avena.
salvado y/o trigo, y ocasionalmente alfatfa achicalada 6 bajo un sistema de pastoreo
poco tecnificado, es decir, dejandolos pastar en el campo sin supervisidon alguna, esto
es de acuerdo a la zona geografica del pais y a la economia de su duefio.

En las poblaciones de burros criolios mexicanos, los colores predominantes son el
gris (pardo) en diferentes tonalidades, el café (canelo) el cual es muy comun y el
ruano que es una mezcla de pelos blancos con pelos de otro color, ademas existen
otros colores como blanco (palomo) y negro (prieto). Algunos pueden presentar “una
cruz” (linea que recorre el dorso sobre la columna y cae en ambos miembros
anteriores semejando una cruz) que es una caracteristica del burro, aunque no la
observamos en todos 10s animales.

La alzada es la medida que se toma desde e! punto mas alto del cuerpo. que es
donde se une el cuello con el iomo, conacido como la cruz y se mide en manos, cada
mano equivale a 4 pulgadas (10cm) (14,15).

La clasificacion de burros criollos hecha por Metz et al (11), de acuerdo a su alzada es:
Burro grande su alzada promedio se encuentra entre 1.30a 1.55 m
Burro mediano su alzada promedio es entre 1.10 a 1.30m
Burro pequefio su alzada promedio se encuentra entre .90 a 1.10 m
Burros enanos en promedio no aicanzan una alzada de .80 m.

La alzada promedio de la mayoria de los burros mexicanos es entre 91 cma .16 my
sSu peso promedio es de 150 Kg.

No tienen espejuelos en la patas, sus orejas son largas y erectas, de crin corta, su
cruz es plana y mas baja que la grupa (32,34). Cuentan con 21 pares de

cromosomas(35).
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1.6 - Diversidad Genética y Estudio del origen de una poblacién
a través de una region del DNA mitocondrial: D-/oop.-

La diversidad genética se define como la variacion en la constitucion genética
existente entre y dentro de las poblaciones, se debe a cambios en la secuencia de
nucieétidos en el ADN que se dan por mutaciones tales como: delecciones

(eliminacion de nuciedtidos), insercion (adicion de nucleoti ). transl iones

{(cambio en la posicién de un segmento de un cromosoma dentro de €l mismo 6 con

otro cromosoma) & inversiones (inversion de un segmento en un cromosoma), asi

como sustituciones de nucledtidos como las transiciones(36) (intercambio de una
purina (adenina 6 guanina) por la otra ¢ una pirimida (citocina 6 timina) también por la
otra) y las transversiones (sustitucién de una purina por una pirimida ¢ a la inversa)

(37).

La variabilidad genética es un fendmeno comun en la naturaleza y es la materia prima
de la evolucién de los organismos; se puede observar a nivel de poblaciéon, en donde
se encuentran diferencias en las frecuencias alélicas de los diferentes loci entre los
grupos.

Con el advenimiento de técnicas de biologia molecular, es posible utilizar gran

cantidad de recursos metodoloégicos para evaluar el grado de diversidad genética
dentro de una poblacién determinada, y tas distancias genéticas entre diferentes
poblaciones,

Una de éstas metodologias es el uso de marcadores genéticos que pueden ser

morfoldgicos 6 moieculares (36).

o Los marcadores morfolégicos se basan en las caracteristicas fenotipicas tales
como el color, la forma, el tamafio. etc., pero no son confiables ya que pueden
enmascarar el efecto del gen 6 genes de interés debido a que son afectados por
condiciones ambientales, ademas de que un gen puede enmascarar la accién de

otro (36).
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a Los L [/ permiten la identificacion de todos los posibies

genotipos sin ser afectados por condiciones ambientailes.
Se dividen en marcadores proteicos y marcadores de ADN.
> Los marcadores proteicos se basan en la evolucién de enzimas
activas que son separadas por electroforésis en geles no
desnaturalizantes de agarosa y acrilamida. La diversidad de
enzimas en los diferentes individuos puede ser observada ya que,
debido a los cambios en la composicion de aminoacidos y en su
estructura alteran su movilidad electroforética. Estos marcadores
tienen varias desventajas, ya que para cada sistema enzimatico se
requieren procedimientos de extraccion y de tincion especificos, por
lo que el numero de marcadores que se obtiene es insuficiente
porque presentan poco polimorfismo (36).

» Los marcadores de ADN pueden ser estudiados a partir de
muestras pequefias de ADN extraldo de cualquier tejido Yy
provenientes de animales de cuaiquier edad, ademas de que el
ADN puede conservarse indefinidamente (38). Entre los

marcadores de ADN se encuentran los RFLP'S ("Restriction

micr élites y el

Fragment Lenght Polymorphism®)
ADN mitocondrial (ADNmt).La variacion natural de estos se puede
detectar por medio de enzimas de restriccion, ampliacion por la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa PCR (“Polymerase Chain

Reaction™) y secuenciacion directa de los nucleétidos del ADN(36).

Para nuestro estudio es sumamente Gtii el ADN mitocondrial (ADNmMt) que se
{ocaliza en el compartimento matricial de la mitocondria (39), que en el caso de los
mamiferos es una molécula circular con aproximadamente 16.5 Kb (40.41),

especificamente la secuencia compieta de un burro es de 16,670 pb (42.13), en

16



TESIS CON
FALLA DE CE

comparacion con el ADNmt de ievaduras y plantas que van de cientos a miles de
kilobases, ésta diferencia se debe a la variacion en él numero de secuencias
repetidas(39).

E! ADNmMt es heredado de forma materna principalmente y no sufre recombinacion
genética, por lo que todos los descendientes de una hembra heredan la misma
molécula de ADN mitocondrial, estableciéndose un linaje materno que permite trazar el
origen de los individuos y de las poblaciones (40.41.42,43,44,45). Por otro lado se
sabe que en el ADNmt de los mamiferos, |a tasa de sustitucion de nuciedtidos es 10
veces mas rapida que ia del ADN nuciear (43). lo cual incrementa el nivel de cambios
en la secuencia nucleotidica, parametros utiles para el estudio de la diversidad
genética en una poblacion (40,42,43.46). Ademas se sabe que las mutaciones en el
ADN mitocondrial son una importante causa de enfermedades humanas como
oftalmoplejia. Diabetes mellitus, fallas cardiacas, por lo que es una fuente importante
de estudio (47).

ElI ADNmt contiene genes que codifican las subunidades del Citocromo C oxidasa
(C0O1,C02,CO3), ias subunidades 6 y 8 del complejo ATPasa, cinco subunidades para
la NADH deshidrogenasa, genes que codifican varios tipos rRNAs, tRNAs y una
regidon no codificante denominada regién control, conocida como D-loop
{13.36.46,48.49).

E! D-loop es tipicamente la region mas variable del ADNmt (la tasa de sustitucion
nucledtidica en esta region es 10 veces mayor que en el resto de las regiones del
ADNmt) (41). Las mutaciones en ia region D-loop se han usado como marcadores
para el estudio evolutivo de poblaciones en diversas investigaciones
(40.42,43.45,48,50). Se encuentra situada entre los genes que codifican para el RNA
de transferencia de prolina (tRNApw) ¥ el RNA de transferencia de fenilalanina
{tRNAph:) y tiene una longitud de 1.3 Kb (46,36). La region D-ioop del ADNmt en
mamiferos, esta integrada por una serie de repetidos en tandem llamados

RS1,RS2 RS3.RS4 y RS5, un sitio de origen de replicacion de la cadena pesada, tres
17
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bloques conservados (Conserved Sequence Blocks CSB1,CSB2,CSB3) y una regién
central conservada que se piensa esta involucrada con la regulacibn de Ia
replicacion(36.46,48,51).

Debido a la alta variabilidad en el ADNmMt, este se ha usado como una herramienta
importante para determinar el polimorfismo, origen y evolucion de diferentes
poblaciones de cerdos (40.42,43,48,36), bufalos. bovinos, caballos (41.44.45.46.50,.52)
y ahora de burros (13,27,53).

Considerando que no se conoce el origen genético de los burros criolios mexicanos,

se emprendio el presente estudio con base en la secuenciacién de la region D-/oop del

ADNmt.
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CAPITULO 2

- HIPOTESIS Y OBJETIVOS -

2.1 - Hipétesis -

Debido a que las diversas poblaciones de burros criollos mexicanos (Equus asinus)
han sido criadas sin programas de mejoramiento genético y sin programas de
seleccion desde su introduccion a Mexico, se pueden encontrar niveles altos de

diversidad genética asi como determinar su posible origen genético.

2.2 - Objetivos -
2.2.1 Objetivo General

Estudiar la diversidad genética, las r iones g i y el posible origen

genético del burro criollo mexicano (Equus asinus) entre las diversas poblaciones,
utilizando como marcador genético una porcién de la region del D-lfoop del ADN
mitocondrial y comparar esta misma region en razas de burros europeas y africanas.

2.2.2 Objetivos Particulares

1. Obtener 1a secuencia de nucleétidos de una region del D-joop del ADNmt en

las variedades criollas de! bufro mexicano p: tes de diferentes regiones
del pais.
. Analizar las relaciones filogenéticas entre las diversas pobiaciones de burros

criollos mexicanos, algunas razas de burros espafioles y africanas.
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CAPITULO 3

- METAS -

Obtener 69 muestras sanguineas de 8 regiones de seis Estados de la RepuUblica

Mexicana, purificacion de ADN total y cuantificacion.

Amplificacion de un segmento de 541 pb del D-/oop en 4 muestras de cada region

geografica (N=27).

Purificacion de la banda amplificada y secuenciacion del segmento en jas 2

cadenas.

Edicidn e integracion de las secuencias en un consenso.

Identificacién de haplotipos y analisis filogenético.



CAPITULO 4

- MATERIAL Y METODOS -

4.1 - Obtencion de muestras sanguineas -
Se obtuvieron un total de 68 muestras sanguineas de burros criollos mexicanos
(Anexo1), escogidos aleatoriamente en 8 regiones geograficas de 6 Estados de la

Republica Mexicana, asi como una muestra sanguinea de un burro Siciliano(Cuadro 1)

4.2 - Purificacion de ADN total a partir de sangre de cada una
de las muestras obtenidas -

Se obtuvo el ADN total de las 69 muestras sanguineas obtenidas mediante la
técnica implementada en el Laboratorio de Genética Molecular (54), (Anexo 2). La
integridad se verificé por electroforésis en geles de agarosa al 1%+TBE 1X, tehidos
con Bromuro de etidioc (Anexo 3). La cuantificacion del ADN se determind en un

fluorémetro, de acuerdo a ias instrucciones del proveedor.

4.3 - Seleccion de muestras para secuenciacién de ADN-

De las 69 muestras obtenidas. se escogieron aleatoriamente 4 muestras de ADN
de cada region muestreada de los Estados de ia Republica Mexicana, para obtener la
secuencia de nucledtidos de la regidn D-/oop, por lo que se trabajé con 26 muestras
de bursros criollos mexicanos y una muestra de un burro Siciliano, 27 muestras
escogidas en total, (Cuadro 1). Debido a que solo se tenian 2 muestras del Estado de

Veracruz, éstas se incluyeron en el estudio.
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Cuadro 1. Procedencia de las muestras sanguineas de burros criollos mexicanos
obtenidas en B regiones de 6 Estados de la Republica Mexicana, asi como las

muestras seleccionadas para secuenciacion.

[_n de P identiicacion Fecha de Identificacion de
de la muestra coleccion iss Mmusstras
seleccionadas
| ESTADO SOMUNIDAD
Xochimilco, D.F.| Sn.José Obrero | °*BC1- BCS 13-Feb-02 | *BC1.BC3.BC5.BC6
Puebla | Sn.Mateo | BC10-B8C29 14-Feb-02_ | BC12.BC16.8C18,8C26 |
Edo.de México | Chiquispac | BC30-BC42 04-Abr-02_ | BC30.BC32.BC35.BC36
Veracruz Mtz de la Torre | BC43 - BC44 13-Jul-02 BC43.BCa4
Guanajuato Aldama BC45 - BC46 16-Jul-02 BC45
Guanajuato Ei Salteador BC47 - BC56 17-Jul-02 BC47.8BC495.BC54
Tiaxcala Capulac BCS57 - BC63 24-Jul-02 BC60.8C61.8C62.BC63
Puebia Tehuacan T BC64 - BCE8 07-Ago-02 | BC64.BC65.8C66.8BC68 |
Raza Sicilia i Panchito 17-Ago-02 Panchito
i
T. Totall 69 27

4.4

mitocondrial v

i

ite la R

ion en Cad

(PCR)

* BC: Burro Criolle

- Amplificacion in vitro de la regién D- loop del ADN
1a de la Polimerasa-

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) consiste en la sintesis enzimatica

in vitro de millones de copias de un segmento especifico de ADN, cada ciclo consta de

tres pasos:

1. Desnaturalizacion — Separacion de cadenas complementarias del ADN

2.

3. Elongacion -

Para la amplificacion de la region completa del

Alineamiento -

blanco.

Se da [a hibridacion de los iniciadores con las cadenas

simples del segmento de ADN blanco desnaturalizado.

Se da cuando la ADN polimerasa adiciona deoxinucleoétidos

libres complementarios al ADN bianco, resultando nuevas

cadenas (36,55).

D-ioop se ocuparon un par de

iniciadores que amplifican esta region de!l ADNmt en cualquier mamifero, son

s
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MitH4reverse 5 (TAGGCATTTTCAGTGCCTTG)3' que se localizan en el gen del RNA
de transferencia para treonina (tRNATh) Y el gen del RNA de transferencia de
fenilalanina (tRNArnc) respectivamente (54). La posicion de los iniciadores dentro de ia
secuencia completa de nucledtidos del ADNmMt del burro es. en el caso de MitL3 el sitio
15,351 y MitH4 en el sitio 27. Esta secuencia de nucleétidos del ADNmt del burro
utilizada como referencia se encuentra depositada en el GenBank con numero de
acceso X97337 (13).

La reaccidn de amplificacion de la region D-loop de 26 muestras de burros criollos
mexicanos se realizé utilizando un paquete de reactivos para PCR (BIOTECSA)
adicionando las cantidades recomendadas por la casa comercial (Anexo4) y genera un
fragmento de 541 pb. Las condiciones de amplificacidén fueron: 1 ciclo a 94°C (3 min.).
30 ciclos a 94°C (30 seg.). 58°C (30 seg.), 72°C (1 min.) y 1 ciclo final de 72°C (3 min.)
La amplificacion se verificé por electroforésis en geles de agarosa al 1% + TAE 1X
tedidos con bromuro de etidio (Anexo 3*), utilizando como marcador de peso molecular

ADN del bacteriéfago A digerido con BstEl (A / BStEN).

4.5 - Purificacion de fragmentos por Perlas de Silica -

Los fragmentos amplificados de la region D-/oop del ADN mitocondrial, se separan
por electroforésis en geles de agarosa 1% en TAE t1X (Anexo 3*). Estos fragmentos se
recortan del gel y se purifican con la técnica de Yoduro de Sodio (Nal) y Perlas de
Silica (56) implementada en el laboratorio (Anexo 5). Los fragmentos purificados se
cuantificaron por medio de un fluorémetro, de acuerdo a ias instrucciones del

proveedor y se verificaron por electroforésis en geles de agarosa al 1% + TBE 1X.
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4.6 - Secuenciacion -

Una vez purificados los fragmentos de cada una de las 27 muestras, se secuencic
una region de 541 pb del D-/oop localizada entre el tRNA. (RNA de transferencia de
prolina) y la secuencia central larga conservada (41,44.45,50,52.53).especificamente
entre los nucledétidos 15,372 y 15,912,

Para la secuenciacion se utilizé el iniciador Mitl.3 forward 5 (CTGGTCTTGTAAACC) 3’
que se localiza en el gen del RNA de transferencia para treonina (tRNAThr)
especificamente en el sitio nucleotidico 15.351. Para obtener la secuencia
complementaria se disefid un iniciador inverso BRIS'(ACAGTTATGTGTGAGCATGG)3’
localizado en el sitioc 15,930.

La reaccion de secuencia se obtuvo por el método de terminacion de la cadena de
dideoxinucledtidos, usando un kit comercial (57) utilizando e! protocolo recomendado
por el proveedor con ciertas modificaciones (Anexo 6), en las siguientes condiciones:
25 ciclos de 96° C (10 seq.),50° C (5 seg.).60° C (4 min.). Después de la reaccién las
muestras se fiitraron en columnas de Sephadex G50 (SIGMA St Luois MO,USA)
(Anexo 7), fueron secadas y resuspendidas en Buffer desnaturalizante y la lectura se

realizé en un secuenciador automatico ABI PRISM 310.

4.7 - Edicion de las secuencias y obtencion de un consenso -

Para cada fragmento del D-/oop del ADNmt proveniente de los 27 individuos se
obtuvieron 2 lecturas: una para cada cadena.
Estas lecturas fueron inicialmente editadas cofrigiendo la aparicibn de bases no
definidas al verificar ios electroferogramas. Posteriormente ambas secuencias fueron
alineadas mediante la aplicacién “Contig Manager” del paquete DNASIS v2.6 (58).
Esta aplicacion genera una secuencia consenso, que fue cortada en 2 tamafios para
ser analizada posteriormente. Un fragmento A de 325 pb (entre las posiciones 15,387

y 15,711) y un fragmento B de 541 pb (entre los nucledtidos 15,372 y 15,912).

24
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4.8 - Identificacion de haplotipos

Las 27 secuencias consenso A y B obtenidas de burros criollos mexicanos y la
secuencia de un burro Siciliano se alinearon junto a la secuencia de referencia X97337
obtenida del GenBank (13), mediante el programa Align.exe v1.01 (MS-Dos). Esto
permitié identificar aquellas secuencias iguales entre si.

Con fines comparativos se recuperaron todos los haplotipos disponibles en el
GenBank que correspondian a 7 haplotipos provenientes de razas de burros
espafiolas y africanas (5§3) (Cuadro 2 y 3), de un tamafic de 325 pb localizados entre

los sitios 15,387 y 15,711 del ADNmt.

Cuadro 2. Numeros de acceso del GenBank de los 7 haplotipos del D-/oop del ADNmt
encontrados en burros de razas espafiolas y africanas, la secuencia del cabalio y la
secuencia del burro utilizada como referencia.

Haplotipe | Numero de Acceed
21 GenBank
ATIT AF416594
ATIZ2 AF416593
ATI3 AF416595
ATi4 AF416596
ATIS AF416597
ATIE AF416598
ATI7 AF416599
CABALLO X79547
BURRO X97337
25
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Cuadro 3. Haplotipos de! D-/oop del ADNmMt encontrados
en razas de burros espafioles y africanos.
Andaluza 4 ATI1.ATI2. ATI4.ATIS
Catalana 2 ATI1ATIZ
Encartaciones 3 ATI3.ATIE.ATI7
Mallorquina Z ATI1.ATI3
Zamorano-Leonesa Z ATI1.ATI2
Majorera ATI1 ATI2.ATIS
Africanas
Marruecos 2 ATI1.ATI3
Zimpabwe 2 ATI1.ATI3

Los hapiotipos de ilas secuencias consenso A de 325 pb. se alinearon con ios
haplotipos recuperados del GenBank con la intencion de identificar si ios haplotipos
encontrados en México son nuevos ¢ ya habian sido reportados.

Una vez realizados los alineamientos entre las secuencias de burros criollos
mexicanos y comparadas con las secuencias de burros de razas europeas y africanas,

se formaron grupos de acuerdo a similitudes y diferencias entre ellas.

4.9 - Anilisis filogenético de las variedades criolias -

Las {aciones fit éti se anali on con el programa de computacion

PHYLIPv3.57 (59) de ia siguiente manera:

Las secuencias de una porcion del D-/oop de 541 pb de burros criollos mexicanos, del
burro Siciliano y la secuencia de referencia de! burro depositada en el GenBank con
numero de acceso X97337 (13), se alinearon en el programa de alineamiento multiple
Clustal W (60) y las distancias genéticas entre las diferentes secuencias fueron
calculadas por el método de Kimura (61) empileando el programa “DNADIST".

Con estos valores se construyé un dendrograma por el método de “neighbour-joining”

(62). La confiabili en la t gia del arbol se calculd con 1000 réplicas generadas
26
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por el método de bootstrapping (63), el arbol consenso se obtuvo por el meétodo
“Majority rule” (64). Finalmente, el dendrograma fue dibujado en el programa Tree
View, v1.2 (65).

De la misma manera se compararon las variedades de burros criollos mexicanos
obtenidas con los 7 hapilotipos de burros de razas espanolas y africanas y el burro
Siciliano, teniendo como referencia la secuencia def burro depositada en el GenBank

(13), en ambos anaiisis se utilizé ila secuencia del caballo como grupo externo gue

permitiéd dar una orientacion evotutiva al arbol.
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CAPITULO 5

- RESULTADOS -

5.1 - Amplificacion de la region D- foop
mediante la R ion en Cadena de la Polimerasa- (PCR)

A partir del ADN proveniente de muestras de burros, se amplificé un segmento de

1,300 pb conteniendo ia regidn D-/oop del ADNmt (Figura 1),

Burros mezicanoy

Bovise  Cerdo tatado de Tlaxcala
LAMBDA DNA-BstE Control
11 Digest de Reaccion

1.929 ph

1300 pb

Figura 1. Electroforésis en un gel de agarosa al 1% + TBE 1X, de los fragmentos
amplificados de la regién D-/oop en diferentes especies como Bovinos, Cerdo y Burros
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5.2 - Purificacién de fragmentos -
Los fragmentos amplificados de 1,300 pb correspondientes a la region D-/oop
fueron purificados a partir de geles de agafosa 1%+ TAE 1X, en las 26 muestras de
burros criolios mexicanos de los diferentes Estados de ia Republica Mexicana y en la

muestra de burro Siciliano (Figura 2).

LAMBDA DNA-BeE Fragmeatos con una longitud de 1.3 Kb
' de Burros Criollos mexicanos del Estado de Pucbla,
corresponden 2 1a region compicta del D-Joop.

e —
Figura 2. Fragmentos correspondientes a la region D-loop
Vistos en un gel de agarosa al 1%+ TAE1X.

5.3 - Anidlisis de las secuencias -
Las secuencias de nucledtidos se compararon alineandose, formando grupos de
acuerdo a similitudes y diferencias que presentan en sus sustituciones nucleotidicas.
Se encontraron 10 haplotipos mexicanos diferentes de las 26 secuencias de burros
criollos analizadas de un tamafio de 541 pb, Ios grupos que formaron las secuencias y

como se acomodaron dentro de cada haplotipo se muestran en el Cuadro 4.
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Los haplotipos HBurro1, HBurro2 y HBurro4 son semejantes a los haplotipos ATIT,
ATI2, ATI4 de razas espafiolas y africanas, respectivamente, pero debido a que se
secuenci® mayor numero de pares de bases (216 pb mas) no pueden ser
considerados iguales, ya que al secuenciar mas parte de la regién D-/oop., se

encuentran mas sitios polimorficos (Figura 3).

Cuadro 4. Frecuencia de los diferentes haplotipos encontrados, en un fragmento de I
541 pb del D-loop del ADNmt. i

HBurro1 | HBurro2 | HBurros 1
*8C1 8Cs5 B8C3s BC6 BC12 BC44 BCE60 BCS54 BC64 BC4a9
BC3 BC3s BC47 BC45

BC16 8ca3 BC61
B8C26 BC65 BC18
BC30 8C66
BC32
BC62
B8C63 {

BC68 ] | I

n=9 5 | 4 1 ! 1 i 2 | 1 1 1 1
* Identificacion del individuo

Al comparar los haplotipos de razas espafiolas y africanas obtenidos del GenBank
(Cuadro 2) conteniendo un menor numero de pares de bases (325 pb) con los
haplotipos de burros criollos mexicanos, los haplotipos mexicanos encontrados
HBMex1, HBMex2 resultaron semejantes al haplotipo espafol y africano ATI1 y el
haplotipo HBMex7 corresponde al hapiotipo ATI2 (Cuadro 5), esto se debe a que las
sustituciones nucleotidicas que los distinguen se encuentran mas alla de las 325 pb

que analizaron Aranguren et al (53).
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Cuadro $. Frecuencia de los haplotipos encontrados en los individuos estudiados,
considerando un fragmento det D-loop de 325 pb y su similitud a haplotipos de burros

espanoles y africanos.

ATIN ATI2 AT4 HBMexd HBMex5 | HBMex$

BC1 BCS BC36 BC44 BC60 BCS4 BC64

BC3 BC35 BC47 BCas
8C16 BC43 BC61
BC26 BC6S BC18
BC30 BC66
BC32 BC49
BC62
BC63
BC68
B8Cc6
BC12

Para aclarar estas sustituciones nucleotidicas se presentan los esquemas 1y 2.

La alineacién se realizd basandose en una secuencia de un burro, obtenida del
GenBank (X97337) (13). Cuando las bases son iguales con respecto a la secuencia de

referencia se coloca un punto, cuando existen diferencias se anota la base que

sustituye y si la base no esta presente se muestra un guién.

Esquema 1. Presenta la alineacion entre los haplotipos encontrados de 541 pb de
burros mexicanos, mostrando las diferencias. Se alinearon, igualmente, una secuenci

a I
de un burro de raza siciliana y una secuencia de caballo.

8x49?337
HBURRO

CABaALLO

30 20 3o 4o s0
= = = » =
GGGGGAAACATTCCC—CCCAAGGACTATCAAGGAAGAAGCTCTAGCTCCACCATCAACAC

EERRY TIPS
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Lo 70 a0 e 20 00 110

NBURS:: CCAAAGCTEAAATTCTACTTAAACTATTCCTTGATTTCCTCCCCTAAACGACAGCAATTC

HBnN
HBnEX2
HBURRO2
HBMEX3
HBMEXY
HBHEXS
HBMEXb
HBREX?
HBURROY

BAFRICANO
CABALLO

HBURROY

HBURRO4
BAFRICANG
CABALLO

HBURROL

HBURRO4
BAFRICANO
caBaLLoO

HBURROL

HBURROU
BAFRICANO
CABALLO
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300 310 BED 33[1 suD SSD
HBURROL TACCCCATCCAAETC‘AATCATTTCCAGCCAACACGCATATCACCACCCATATTCCACGA

CABALLO

HBURROY

CABALLO

HBURROL

HBREX?
HBURROY
BAFRICANO
caBALLO

HBURROL

HBURROY
BAFRICANO
CABALLO
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HBURROL TG6
HBMEXL
HBREX2

HBURROZ
HBHEX3
HBNEXY

CABALLO

Esquema 2. Alineacion que muestra las sustituciones nucleotidicas
de los haplotipos de burros criollos mexicanos comparados con los 7 haplotipos de
325 pb de razas espafiolas y africanas.

l-l‘.l Eﬂ 30 uu SD hD
8x9?7337 CCCAAEGACTATCAAGG‘AGAAGCTCTAGCTCCACCATCAACACCCAAAGCTGAAATTCT
ATIY

- BS8icilia
CABALLO

BXx92337
ATI)

BSicilia
CABALLO
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ATIl

CABALLO

Bx9v337
ATIL

HBMEXb
BSicilia
caBALLO

B8Xx97337?
ATIL

Bsicilia
CABALLO

BXx97337
ATIL

HBREXDL
BSicilia
CABALLO

13a M0 150
= - = = =
TCAGTATTAAAATACACCCCC-GCACAACACCATATCAGCTCAACATACAATACTCTATT

30
=
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Figura 3. Posiciones nu idi polimorficas encontradas en i0s diferentes
haplotipos estudiados, de un segmento del D-loop del ADNmt.
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£n el Cuadro 6 se muestra la frecuencia de los 7 haplotipos de razas de burros
espafiolas y africanas con respecto a los burros criollos mexicanos muestreados de las
diferentes zonas geograficas de ia Republica Mexicana utilizadas para este estudio se
observa que 10s haplotipos mas encontrados son ATI1, ATI2, ATI14, mientras Que fos
haplotipos ATI3, ATIS, ATI6, ATI7 no fueron encontrados en ninguna region de México
muestreada.

Los 3 haplotipos mas frecuentes ATI1, ATI2 y ATI4 se encuentran juntos en la raza

Andaluza (Cuadro 3), mientras que los haplotipos‘ATH Y ATI2 estan presentes en la
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raza Zamorano- Leonesa y la Majorera. Cabe destacar que el haplotipo ATI2 es
propio de razas espafiolas y no se incluye en razas africanas.

El haplotipo ATI1 el mas encontrado en 10s burros criolos mexicanos muestreados, se
encuentra principaimente en (as razas africanas: Marruecos y Zimbabwe, ademas de
algunas espafiolas como {a Catalana y Mallorquina, mientras que el hapilotipo ATI7 de
la raza Encartaciones no la encontramos en ninguno de los burros criollos mexicanos
muestreados. En cuanto a la frecuencia por regién geografica, el hapiotipo de razas
espafiolas y africanas mas encontrado ATI1, se encuentra principalmente en la regiéon
de San José Obrero, Xochimilco D.F., asi como en San Mateo, Puebla, seguido de
Chiquispac, Estado de México y Capulac, Tlaxcala. Mientras que el haplotipo ATI2 de

razas espafiolas se encuentra principaimente en Tehuacan, Puebla.

Cuadro 6. Frecuencia con que los 7 hapiotipos encontrados en razas espafiolas y
africanas se presentan en los diferentes burros criollos muestreados,
en relacion a su procedencia.
Regi de Procedencia
ESTADOQ COMUNIDAD ATH | ATI2 | ATI3 | AT | ATIS | ATIS | ATI7
Xochimilco. D.F.| Sn.José Obrero 3 1 5] 3] 5] o 5]
Puebla Sn.Mateo 3 [+] [+] 1 Q [+] [+]
Puebla Tehuacan 1 2 [¢] o 3] o [¢]
Edo.de Mexico Chiquispac 2 1 [+] 1 [2] [+ [+]
Veracruz Mtz. de la Torre o 1 [5) o o o [¢]
Guanajuato Aldama 3] 0 [+] [+ [+) [+] [<]
Guanajuato E| Satteador [s] 1 (5] 1 0 [« 0
T Capulac 2 0 2] 1 [4] [+] [+]
Istak=21 11 [ ] 4 [] [ [

£n total 21 muestras de burros criollos mexicanos de diferentes regiones en la
Republica Mexicana se ubican dentro de los 7 hapltipos encontrados en razas
espafiolas y africanas obtenidos del GenBank, las 5 muestras restantes formaron
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haplotipos mexicanos nuevos y diferentes dentro del tamafic de 325 pb de esta

secuencia. (Cuadro 5)

Los 10 haplotipos de 541 pb de burros criolios mexicanos encontrados (Cuadro 4) se

distribuyen en las diferentes regiones geograficas donde fueron muestreados los

animales como lo muestra el Cuadro 7. El haplotipo HBurro1 es el mas encontrado,

seguido por el haplotipoe HBurro2 y HBurro4, estos, son parecidos a los haplotipos

ATI1, ATI2. ATI4 de razas espafiolas y africanas que se recuperaron del GenBank,

siendo San José Obrero en Xochimilco D.F.,

San. Mateo, en el Estado de Puebla,

Chiquispac, Estado de Meéxico y Capulac, en el Estado de Tlaxcala, las regiones

donde hay mas frecuencia del hapiotipo HBurro1 y en Tehuacan, Puebla donde se

encontrd con mayor frecuencia el haplotipo HBurro2.

Cuadro 7. Frecuencia de haplotipos de 541 pb de burros mexicanos encontrados en
las diferentes regiones geog muestr
ERTADOD | COMUNIDAD
Xochimliico, Sn.Joas
D.F. Obrero 2 A (] 1 o (2] o o o o
Pusbila Sn.Masteo 2 ] bl ] 1 o o o [+] [+]
Pushia Tehuacsn 1 2 o (] [] o [+] 1] [«]
Edo. de
Mexico Chiquiapec 2 1 1 (] [] ] o o o o
M1z, O® Ia
Veracrux Jomrwe o 1 [+] 2] [s] k] [+] [*] (] [+]
Gua justo Aldama o [+] [*] (2] [+] bl o (] o [¢]
Suansjusto | El Saktesdor ] [+] k) o] [+] (*] 1 [*] 1
Tiaxcala 2 o 1 o o o 1 o o o
TRApine . k-] 4 l ) 1 2 1 1 1 1
Los 7 haplotipos r 108 identifi como HBMex son poco frecuentes en las
regiones mu elt ipo Mmas encontrado es HBMex 3, con 2 individuos en

P

las comunidades de Martinez de la Torre, Veracruz y Aldama, Estado de Guanajuato.
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Las distancias filogenéticas entre los diferentes haplotipos encontrados se presentan

enelCuadro 8y 9.

Cuadro 8. Distancias filogenéticas entre los haplotipos mexicanos encontrados, junto
con el burro Siciliano, el caballo y la secuencia de referencia de un burro deposttada
en el GenBank. i

HB a [ id L] "Ha “ e -Ha et -
Mdexs Biciia | Mena |BurroZ | Mex? | Burros | Mexs Mexa3 | X$7337| Gex1 Sexl Burro1 Cabatio
HiMexe o
WSicwma |0.0037] O
Tleaens |00037 |00037] O
Wurroz | 00019|0.0019[00019]  ©
[“FlMdex¥ [ 0.0037 [0.0037{00037|0.0019| O
TBurvoa | 0.0037 [0.0037 |0 0037[0.0016|0.0037] O
| F@aasas | 0.0056 |0 0056 0.0056]0 0037|0.0056/0.0018] 0
HeMex3 001120 0112|00112|0.0093|00112|0.0074|00093] 0O

@X97337 00359 [0 0359[0.0358/0 0339[0 0359] 0.032 [0.0301|0 0244 )
Hilldsexy |0 0359 [0.0350]0.0359]0.0338)0.0358| 0 032 }0.0301]0.0244}0.0037 o

00359[0.0352[00359[0.0339|0.0358} 0.032 |0 0301{0 0244|0.0037[{0 0037 o

HBurvol [0 0339[00339] 0034 [ 0032 |0 0339|00301[0 0282|0.0225 019/0.0018 o
Cabailo 100777 {0 0777]|00778)0.0756|0 0736|0 0736|0.0756(0.0736{0.0877(0.0878 D.08s58

Cuadro 9. Distancias filogenéticas obtenidas entre ios haplotipos espafioles, africanos
y los haplotipos mexicanos encontrados, junto con el burro Siciliano, el caballo y la
secuencia de referencia del burro depositada en el GenBank.

i wa [
Mexé aend | amz AT | AT Aane exs | x$7337 AT ant ans
Faiters ]

BSicitla 100062{ O
H@Mezs | 0.0062)0 0062 o

ATI2 0.0031|0 0031|0.0031 [+

AT 0.0062|0 0062]0.0062| 00031 o

ATI7 0.0093(00093[0 0093} 00062 (O 0031 0
1 r——

ATie 0.0062]|0 0062]0 0062| 00031 |[0.0062|0 0093 o

HEaMex$ |0 0033|0.0093|0 0093 0.0062 [0 0093|00124[ 00031 [}
BX$7337 [0 04090 0400] OO41 | 00377 |0 0345]00377| 00345 (00313 ]

ATD 0 0409| 0 0409| 0.041 [ 0.0377 |0.0345|0.0377| D.0345 JOO3I13 G o
ATIY 00377{0.0377|0.0378] 00345 {0.0313|0.0345] 0.0313 |0.0281] 00031 § 00031 o
ATIS 0.0345|0.0345]0.0345| 00313 |0.0281[0.0313] 00287 | 0025 ] 00062 | 00062 | 0.0031 [+

HEmeeR3 {0 01870 0187|00187] 00155 |00187|00218f 00124 |0.0155| 00218 [ 00218 | 00187 |OO155 o
Caballo [0.0877]00877[00879| 00843 [0.0877|00971| 00805 |00B43[ 0.1049 | 0.1049 | 0.1014 | 0.098 |0.0809]




Con el fin de evaluar el origen y las relaciones filogenéticas de los burros criollos
mexicanos, se compararon las secuencias obtenidas y recortadas a un tamano de 325
pb correspondientes a una parte de la region D-/oop de los haplotipos encontrados.
con secuencias del mismo tamafio de razas de burros espafiolas y africanas obtenidas
del GenBank, asi como la secuencia de un burro Siciliano que por la insercion
encontrada lo hace un haplotipo diferente a todas las secuencias de burros estudiadas
(Figura 3), y la secuencia del D-/oop de un Caballo utilizada como grupo extemo para
dar una orientacion evolutiva al arbol (Figura 4).

Y con este mismo fin se analizaron los 10 haplotipos encontrados en burros criollos
mexicanos de un tamafio de 541 pb, la secuencia del burrc Siciliano y ila secuencia del
D-loop de un Caballo utilizada como grupo externo, para dar una criemaéién evolutiva

al arbol (Figura 5).
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igura 4. Relaciones filogenéti entre los burros criollos icanos mu o] el
burro Siciliano y el Caballo, secuencia de 541 pb.

*Los valores en los nodos corresponden al porcentaje de veces que se repite la topologia de la rama en
1000 réplicas.
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Figura S. Rei: filoger entre los hapiotipos de burros criollos mexicanos

encontrados y los 7 haplotipos de razas espafiolas y africanas obtenidos del
GenBank, la secuencia del burra Siciliano y la secuencia del Caballo,
secuencia de 325 pb.
*Los valores en 10s nodos corresponden al porcentaje de veces que se repite la topologia de lu rama en
1000 réplicas.
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CAPITULO 6

- DISCUSION -

El alineamiento entre las secuencias de 541 pb correspondientes a una parte de la
regidon D-loop de burros criolos mexicanos, mostré 26 sitios polimérficos, estos
cambios revelaron 10 haplotipos diferentes, de los cuales 7 fueron nuevos y se
identificaron como HBMex y se encontraron en 8 butros criolios mexicanos estudiados.
3 haplotipos mas, identificados como HBurro1, HBurro2 y HBurro4, se encontraron en
18 burros criollos mexicanos y fueron parecidos a los haplotipos encontrados en razas
espafiolas y africanas previamente reportados por Aranguren et al (53), pero no son
iguales ya que incluyen 216 pb mas, con cambios polimoérficos mas alta de las 325 pb
reportadas.

Las secuencias de burros criollos mexicanos al ser recortadas a un tamafio de 325 pb,
a fin de compararias con 7 haplotipos encontrados en burros de razas espafiolas y
africanas (53). revelan solo 16 sitios polimérficos. Lo que muestra que al incorporar
216 pb mas se ganaron 10 sitios polimorficos.

Los haplotipos HBMex1, HBMex2 al recortarse sus secuencias a 325 pb, resultaron
iguales al haplotipo ATI1 encontrado en razas espafiolas y africanas. Del mismo modo,
el haplotipo HBMex7 resulto igual al haplotipo ATI2 al recortar su secuencia, esto se
debe a que las sustituciones nucleotidicas que los distinguen se encuentran mas alla
de las 325 pb analizadas.

El analisis filogenético realizado con las secuencias de burros criollos mexicanos y las
secuencias disponibles en la base de datos del GenBank de burros de razas
espafiolas y africanas (Cuadro 2), reveld que existen 2 lineas maternas principales de
descendencia: una linea donde se encuentran hapiotipos (ATi1, ATI3) presentes

principalmente en razas africanas, aunque también en casi todas las razas espafiolas,
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principaimente en ia Catalana y Mallorquina, con lo que supone un origen de las razas
espafiolas a partir de un tronco comun africano (53). Otra linea matema de
descendencia donde se encuentran, parece ser, exciusivamente razas europeas entre
elias ia raza espafhola Encartaciones por la presencia de! haptotipo ATI7 presente solo
en esta raza y la raza Siciliana.

En cuanto a los haplotipos de burros criollos mexicanos encontrados, la mayoria.
tienen haplotipos encontrados en razas espaficlas (HBurro1, HBurro2. HBurroq4) por lo
qQue es clara su ascendencia ibérica, siendo el haplotipo ATi1 é! mas comun en los
burros criollos mexicanos al igual que en las razas espafiolas, sin embrago, los
haplotipos ATI2 y ATI4 han sido encontrados principalmente en las razas Andaluza,
Zamorano-Leonesa y Majorera de las Isias Canarias, lo que sugiere que estas razas
fueron las que dieron origen a los burros criollos mexicanos.

Al analizar 26 burros criollos mexicanos, se revelaron 10 haplotipos diferentes, mientras
que en un estudio similar realizado por Aranguren et al/ (53) sobre razas de burros
espanolas y africanas donde se muestrearon 91 burros. se encontraron solo 7
haplotipos diferentes, (0o que nos sugiere que la diversidad genética encontrada en este
estudio es elevada.

La presencia de hapiotipos mexicanos unicos, no descritos en burros espafioles nos
sugiere que la introduccién de burros a Meéxico, considerd poblaciones que
probabiemente han desaparecido actuaimente en {a Peninsula Ibérica.

Seria conveniente aumentar ¢l numero de muestras de burros criollos mexicanos y de
regiones en los diferentes Estados a fin de conocer con mas exactitud los niveles de

diversidad genética del burro criollo mexicano en la Republica Mexicana.
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CAPITULO 7

- CONCLUSIONES -

De forma preliminar los resultados presentados en este trabajo permiten concluir
que las poblaciones de burros criollos mexicanos presentan haplotipos
encontrados en razas espafiolas (ATI1, ATI2 y ATI4), por lo que es clara su
ascendencia ibérica. Principalmente encontramos estos haplotipos en las razas
espafolas Andaluza, Zamorano-Leonesa y Majorera de las Islas Canarias, 1o que
sugiere que fueron las que dieron origen a los burros criollos mexicanos, datos que
se comprueban histéricamente por los relatos con relacidn a la introducciéon de
nuevas especies domesticas a Amaeérica y durante la conquista de Meéxico, debido a
que fueron traidos principalmente de ciertas regiones de Espafia, haciendo parada
por las Islas Canarias (19).

La presencia de haplotipos mexicanos unicos, no descritos en burros espafoles,
nos sugiere que la introduccion de burros a México considerd poblaciones que
probablemente han desaparecido actualmente en la Peninsula Ibérica.

Parece ser que las razas modernas espafnolas se ofiginaron a partir de 2 grandes
tineas de descendencia materna, aunque la raza Encataciones sugiere un solo
origen materno, por la presencia de un haplotipo (ATI7) exclusivo de esta raza.
Este estudio da pauta a siguientes trabajos donde se estudien y analicen un mayor
nimero de burros cricllos mexicanos, asi como de regiones en los Estados de la

Republica Mexicana, con el fin de conocer con mas exactitud los niveles de

diversidad genética en Meéxi ya que ido a su clara ascendencia ibérica en

algun momento podrian servir como reservorios genéticos de razas asnales en

peligro de extincion, como las espafiolas.
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CAPITULO 9

- ANEXOS -

9.1 - Anexo 1 -

Teécnica utilizada para la obtencion de muestras sanguineas
Se colectd en tubos vacutainer con anticoagulante EDTA (tapon lila) de S a 10 m! de
sangre obtenida por vlé intravenosa (vena yugular) de burros criolios de las diferentes
regiones de la Republica Mexicana principaimente en los Estados que visitan los
equipos de las clinicas ambulatorias miembros del programa IDPT-ILPH-UNAM (23).
Los burros son elegidos aleatoriamente en las diferentes regiones, la Unica limitante es
que no sean individuos emparentados con el fin de aumentar la heterogeidad de los
individuos y que sean originarios del lugar ¢ regibn donde se tomaron las muestras, no
se tomod en cuenta edades. ni sexo.

La muestra del burro Siciliano en casa particular.

9.2 - Anexo 2 -
Purificacion de ADN a partir de sangre

A 500 ul de sangre se le agrega 1 mi de ddH:0 fria, centrifugar por 10 min. a 14 000
r.p.m., agregar nuevamente 500 yl de sangre + 1 m! de ddH:0 fria, centrifugar por 10
min. a 14 000 r.p.m., y realizar dos lavados mas con 1 ml de dd H:20 fria.

Resuspender la pastilla en S00 p! de Soiucion de Lisis, se agrega 1 - 2 ut de ARNasa
(10-20 pyg/ml final), se incuba a 37° C durante una hora. Posteriormente se agrega 1-2
ul de Proteinasa K (50-100 ug/ml fina!) y se incuba toda ia noche a 55° C.

Al siguiente dia agregar 250 ul de 5M NacCl! [{2M final], agitar por 15 segundos en
Bortex, centrifugar a 12,000 r.p.m. 10 min. . se recupera el sobrenadante, se cambia a

un tubo nuevo y se agrega un volumen de Isopropano! 6 dos volumenes de Etanoi frio,
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se mezcia y se deja en reposo 30 minutos a —-20° C, después centrifugar a 14,000
_r.p.m. durante 5 minutos, se elimina el sobrenadante y se hacen 2 lavados con 500 ul
de Etanol al 70 % frio, y centrifugar a 14,000 r.p.m. 5 minutos.

Se decanta y se escufre al ADN y se seca a 55° C 25 minutos en bomba de vacio,
agregar 150 ul agua deionizada, cuantificar las muestras obtenidas en un fluorémetro y

ver la integridad en geles de Agarosa al 1% + TBE 1X. (54)

< ie Utilizacas:

e Solucion de Lisis_:10 mM Tris-HCI pH 8.0, 400 mM NaCl, 20 mM EDTA, 0.5% SDS.
e RNAasa: 20 yg/m!

e Proteinasa K: 75 ug/ml.

9.3 - Anexo 3 -
Preparacion de Geles de Agarosa al 1%
9.3.1 En TRE 1X
Colocar 1 gr de Agarosa en 100 ml de TBE 1X, calentar en bafio Maria hasta que la

Agarosa se disuelva. Posteriormente agregar Bromuro de Etidio a una concentracién

fina! de 0.5 pg/ml.

e TBE 5X (Solucibn Stock Concentrada): 54 grs. de Tris base, 27.5 grs. de acido
Borico, 20 m! de EDTA 0.5M( pH 8.0} disolver y aforar a 1 litro con agua
destilada(66).

e TBE 1X: 89Mm Tris-Borate, 2 Mm EDTA(pH 8.0)(66)

e Bromuro de Etidio 10 mg/mi: disolver 10 mg por cada mi de agua destilada(66).

53



TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

9.3.2 EnTAE 1X *
Se coloca .1 gr de Agarosa al 1 % en 100 de TAE 1X, calentar en bafioc Maria
hasta que la Agarosa se disueiva. Posteriormente agregar Bromuro de Etidio a una
concentracion final de 0.5 pg/ml.

Soluci Utilizad.

o TAE 50X (Solucién Stock Concentrada): 242 grs. Tris- Base.57.1 ml de acido
Acetico,100 ml de 0.5M EDTA (pH 8.0) disolver y aforar a 1 litro con agua
destilada. (66)

e TAE 1x: 0.04 M Tris acetato, 0.001M EDTA (pH 8.0)(66)

e Bromuro de Etidio 10 mg/mi: disolver 10 mg por cada mi de agua destilada (66).

9.4- Anexo 4 -

R ion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

9.4.1 Condici de R i6

RS peRa TN el S T '.@?;‘,:‘,;1

CToncentracién © Volumen Adicionado

Deoxinucledtidos
dNTP's
(dATP.ACTP.dGTP.ATTP)
MitH4+ MitL3 10 um 1l
BSA 3 mg/mi 1l
Tritén 2% i
Buffer C
{1.S mM MgCil2) 10 X 2 ut
Taq Poli a S U/t 0.5 pt
ADN 50 ngfpt ap
ddH:0 cbp 20 i
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9.5 - Anexo 5 -

Purificaciéon de fragmentos a partir de geles de Agarosa
Se corta la banda de interés a partir de un gel de Agarosa al 1% + TAE 1X. se pesa el
fragmento y se adicionan 3 volumenes de Yoduro de Sodio 6M. calentar a 55° C
durante 10 minutos hasta que la Agarosa este completamente disueita, agregar 20 pi
de Perlas de Silica, incubar 2 horas en hielo. Recuperar la pastilla centrifugando a 12,
000 r.p.m. durante 10 min, lavar la pastilla 2 veces con 500 p! de Solucién de New
Wash 1X fria, centrifugando en cada lavado a 1,200 r.p.m. 5 minutos, secar la pastilla
a 55° C por 10 min y resuspender en 50 pl de H:0 dd esteril, calentar a §5°C durante
10 minutos y centrifugar a 10,000 r.p.m. por 4 min, recuperar el sobrenadante (56).
Cuantificarlo en un fluorémetro y correr en gel de Agarosa al 1 % + TBE 1X para

verificar la integridad.

Soluci Utitizadas:

e Yoduro de Sodio (Nal) 6M: 89.93 g Yoduro de Sodio 1M en 50 m! de agua,
calentar y aforara 100 mi con ddH20.

e Penras de Sllica (100 mg/mi): 10 g de Silica (Sigma) (S-5631) en 100 m! de P8BS,
centrifugar. resuspender en 3 M Nal! 100 mg/mi. (56)

e Solucion de New Wash 10X: S50mM NaCl. 10 mM TrisHCI pH 7.5, 2.5mM EDTA,
50% v/ Etanol. (56)

e Solucion de New Wash 1X: 5 ml New Wash 10X, 25 mi Etanol 100%, 20 mi H2O.
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Reaccion de Secuencia (57)

Mezcla de Reaccion 4 pl
{0.5 X)
ADN de acuerdo a la
(20 ng/pl) tifi ion de .}
fragmento.
Iniciadores *
(3.2 pM) 1.6 pt
H:0deionizada cbp 10 ul
* Preparar una r ion para cada iniciador (MitL.3 y BRI)

9.7 - Anexo 7 -

Paso por columnas de Sephadex G50
Se coloca en un tubo colector 800 ul de Sephadex G50, se centrifuga a 2,700 r.p.m.
por 3 min para eliminar las burbujas de aire, se lava la resina con 50 ul de H:0
deionizada centrifugando bajo !as mismas condiciones hasta lograr equilibrar dichas
columnas, después colocar 25 ul de la reaccién de secuencia obtenida , centrifugar a
2,700 r.p.m. durante 3 min y recuperar. Posteriormente se secan en una bomba de

vacio(66).

S i Utitizad,

o Sephadex G50 DNA Grade: 10 mg de Sephadex por cada 160 ml de agua.



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucieico
ADNmMt Acido Desoxirribonucieico mitocondrial
pb pares de bases
cbp cuanto baste para
pH Potencial de Hidrogeno
min. minutos
mil mililitro
ul microlitro
ng nanogramo
r.p.m. revoluciones por minuto
ddH20 Agua destilada
TBE Tris-borato
TAE Tris-acetato
HO microgramos
mmt milimoles
M Molar

Kb . Kilobases TES'{S CON
FALLA DE ORIGEN
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Se les ve orgullosos,
fogosos,

g%r;\?ggtgffgsi.egnrg‘ndes orejas, observando... & TESIS CON
sin cm‘"o_gcncic ni modestia. ALLA DE ORIGEN

Ha hecho maravilias en caminos,

donde colocadas las albardas y cargado,
sube pendientes sin dudar,

sin desfaliecer,

sin dar pasos en falso.

sPor qué sigue sufriendo la comparacion

con el cabdllo por parte de la gente?

Porque es mdas modesto, menos arrogante, menos exigente,
Porque es un animal de carga y no de desfiles,

Porque sirve al intendente y no al guerrero.

Recuerda que nunca decepciona,
nunca te rechaza

y con frecuencia asombra,
incluso te emociona.

Se trata de un buen comparnero,

al que hay que conocer y al que hay que cuidar.

es una especie que debe ser protegida y salvaguardada.,

Que ha sabido adaptarse a todas las situaciones gracias a lo poceo
exigente que es con respecto a sus condiciones de vida,

de alimentacion y de cuidados.

Y por mucho mads tiempo aun sabré hacernos felices,
nos hard grandes servicios por su robustez.

su gentileza sin igual,

su docilidad

y sumisién.

Edgard Pisani

Ex ministro de Agricultura de Espana.
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