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Resumen

La diversidad genética de una poblacidn de borrego cimarrdn (Ovis canadensis) al norte de Sierra
Judrez, Baja California, México, se evalud utilizando la regidn control del ADN mitocondrial de 14
muestras recolectadas en dicha zona. Se encontraron 5 haplotipos diferentes (0c01, Oc02, Oc05,
Oc08 y Oc09). Posteriormente, se compararon con lo registrado en GENEBANK, donde se
identificaron 3 haplotipos Unicos y dos homdlogos. Oc02 igual que HAP2 y Oc08 equivalente a HAP7.
HAP2 y HAP7 fueron reportadas por Boyce et al., (1999) para poblaciones al suroeste del estado de

California, Estados Unidos.
Abstract

The genetic diversity of a population of bighorn sheep (Ovis canadensis) at north of Sierra Juarez
was evaluated. For this purpose, we used the control region of the mitochondrial DNA of 14 samples
collected in that area. Five different haplotypes (Oc01, Oco2, Oc05, Oc08 and Oc09) were found.
Subsequently, they were compared with the information available at GENEBANK, where three
unique haplotypes were identified and two were homologous. Oc02 was identically as HAP2, while
Oc08 and HAP7 were the same. HAP2 and HAP7 were reported by Boyce et al., (1999) for

populations at southwestern California, United States.
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Introduccion

El borrego cimarrdn (Ovis canadensis) es una de las especies mas emblematicas del estado de Baja
California debido a su aprovechamiento cinegético y su importancia ecoldgica dentro de los
ecosistemas desérticos al noroeste del pais. Actualmente se reconocen siete subespecies de borrego
cimarron: O. c. californiana, O. c. auduboni, O. c. canadensis, O. c. nelsoni, O. c. mexicana, O. c.
weemsi y O. c. cremnobates. Aungue sdlo las tres Ultimas se distribuyen en México (SEMARNAT,

2000).

Esta especie es de gran importancia cinegética para el pais y representa una importante derrama
econdmica para las comunidades donde habita (Aguilar, 1999; en Galindo, 2000). Debido a este gran
interés, en algunos ranchos del noroeste de México se han establecido criaderos para su
conservacién y aprovechamiento, las poblaciones frecuentemente son pequeiias y cerradas. Estas
condiciones pueden generar una disminucidon de la diversidad alélica y la variabilidad genética en la
progenie (Fitzsimmons et al., 1997; Conde, 2000; en Abad, 2006); aspecto que puede tener serios

efectos sobre la salud y viabilidad de las poblaciones.

La zona fronteriza, al norte de Sierra Judrez se esta viendo fuertemente impactada por factores
antropogénicos. La construccion de generadores edlicos, asi como la frontera misma y las
carreteras, pueden estar limitando la migracién entre las poblaciones de borrego cimarrdn al sur de

California y norte de Baja California.

Sobre estas poblaciones se han realizado distintos estudios, la mayoria estan relacionados con la
biologia y ecologia de la especie. Sin embargo, en cuanto a aspectos genéticos, gran parte de los
trabajos estan enfocados en otros grupos de Estados Unidos. Por lo que se desconoce la situacion

actual, en cuanto diversidad genética se refiere, de las poblaciones al norte de Sierra Juarez.

Este trabajo pretende ser un primer acercamiento al estado en que se encuentran las poblaciones
de dicha zona, evaluando el ADN mitocondrial y comparandolo con lo reportado. Ya que conocer la

variabilidad genética, permite desarrollar mejores planes de manejo y conservacion para la especie.
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Antecedentes

El borrego cimarrén es originario de Asia y migré hacia América cruzando el estrecho de Bering
durante las glaciaciones del Pleistoceno, hace 85,000 afios aproximadamente. Donde fueron
dispersandose, hasta llegar a Baja California hace aproximadamente 12,000 afios (Lee, 1989).
Mismo autor refiere que el nimero mdaximo de ejemplares fue de 2 millones; mientras que
actualmente se estima una poblacion de 25,000 organismos, de los cuales, 6,000 se localizan en

Meéxico.

De manera coloquial, se distinguen dos variedades de borrego cimarrdn: el borrego de montaiiay
el borrego del desierto. Sin embargo, con base en su distribucién geografica y su morfologia, se
reconocen 7 subespecies; de las cuales, 3 son de montafia y 4 son de desierto. La principal distincion,
estd basada en el tamafio del organismo y sus cuernos, asi como la coloracién del pelaje. No
obstante, se han realizado estudios genéticos recientes que parecen cuestionar el estatus

taxondmico actual de las subespecies (Boyce, et al., 1997).

Para México, sélo se pueden encontrar 3 subespecies, teniendo como limite de distribucion de la
subespecie O. c. cremnobates, la frontera con Estados Unidos (Figura 1). Cabe sefialar, que la

subespecie O. C. auduboni, se considera extinta.

Pagina 733




0.c. californiana,)

40°N

32°N

0.c.cremnobates.

125°W 115°W 105° W

Figura 1.- Distribucidn histérica de las subespecies de borrego cimarron en Norteamérica (SEMARNAT,

2000).
Clasificacion taxondmica de la especie
Clase Mammalia
Orden Cetartiodactyla
Familia Bovidae
Género Ovis
Especie Ovis canadensis (Shaw, 1804)
Subespecies en México 0. c. cremnobates (Elliot, 1903)

0. c. weemsi (Goldman, 1937)

O. c. mexicana (Merriam, 1901)

Pagina 8|33




Descripcion de la especie

Con base en Berger (1982), la caracteristica principal que distingue a esta especie, son sus largos
cuernos recurvados hacia atrds, que en los machos alcanza de 70 a 100 cm rodeando las orejas y
llegando hasta los ojos. En conjunto con la cornamenta, pueden pesar alrededor de 20 kg. Los
machos adultos pesan entre 70 y 90 kg y miden de 76 a 100 cm de altura hasta los hombros y 150

cm de longitud. Alcanzan la madurez sexual a los ocho afios de edad aproximadamente.

El borrego cimarrén presenta un marcado dimorfismo sexual que se observa en la cornamenta.
Misma que ha sido resultado de un largo proceso de seleccidn sexual, ya que juega un papel muy
importante en la competencia entre machos por las hembras (Berger, 1982). Los cuernos de las
hembras son mucho mas pequenos y sélo alcanza un peso promedio de 50 kg (Smith y Krausman,
1988). Contrario a los machos, las hembras llegan a la madurez reproductiva entre el primero y el

segundo afio de vida.

En ambos sexos los organismos presentan un cuerpo robusto con patas fuertes que les permiten
desplazarse en terrenos rocosos y escabrosos. La parte posterior del animal es de coloracién marrén
claro a oscuro; en tanto que las partes inferiores pueden variar de blanco cremoso a gris oscuro y

marrén. Poseen una excelente vision y siempre estan alerta ante los depredadores (Nowak, 1991).
Ecologia de la especie

El habitat donde se desenvuelve esta especie, es rocoso y agreste al noroeste de Baja California.
Aunque no se tienen registros exactos de la superficie de habitat ocupada, existen evidencias
directas e indirectas de que se distribuye en las Sierras de Cucapa, Judrez, Las Tinajas, Las Pintas,
San Pedro Martir, San Felipe, Santa Isabel, Las Arrastras, Calamajué, La Asamblea, San Borja, Las

Animas, Agua de Soda y la Sierra de San Juan (Gobierno del Estado de Baja California, 2012).

En relacién con sus habitos migratorios, esta especie lleva a cabo movimientos altitudinales
estacionales; distribuyéndose en regiones altas y ocupando un area mayor durante el verano y
concentrandose en valles protegidos durante las estaciones frias. Este comportamiento esta dado

principalmente, por la disponibilidad de alimento y agua (op. cit.).

En 1991, Nowak refiere que su comportamiento social consiste en grupos de hembras
emparentadas que alimentan y cuidan a las crias. Cuando los machos juveniles alcanzan de 2 a 4

afios son expulsados para unirse a otros grupos de machos. En estos ultimos, existe una jerarquia

Pagina 9|33




de dominancia basada principalmente, en la edad y tamafio de la cornamenta. Por lo que las batallas
entre machos son frecuentes y se incrementan en las temporadas de reproduccién; que van de julio

a diciembre.

El periodo de gestacion es de aproximadamente 175 a 180 dias, dando a luz generalmente a una
sola cria. Los neonatos pesan alrededor de 4 kg y son amamantados por 4 o 6 meses. Generalmente
siguen y permanecen junto con la madre durante el primer afio de vida. Durante los primeros 6
meses de vida, se presenta el periodo con mayor mortandad. En tanto que el promedio de vida de

manera natural, es de 10 a 12 afios (Lee, 1998).

El borrego cimarrén es un animal herbivoro que ingiere distintas plantas con base en la
disponibilidad del alimento. Se han realizado distintos estudios sobre la dieta de esta especie
(Sanchez, 1978; Krausman et al., 1989), considerandolo como un forrajero oportunista. Se alimenta

desde gramineas, arbustos como Simmondsia chinensis y Ephedra sp. y herbaceas.

Por otro lado, Galindo (2000) realiza un estudio en la sierra de San Pedro Martir, donde sefala que
las especies que conforman principalmente la dieta son: Ephedra nevadensis, Ditaxis lanceolata,
Pinus jeffreyi, Eriodictyon angustifolium y Bromus ciliatus. No obstante, se han realizado
observaciones al norte de Sierra Judrez, que indican una ingesta importante de cactaceas como las

biznagas (Santos, 2014).
Contexto historico en México y Baja california

La declinacion de las poblaciones de borrego cimarrén, se ha atribuido de manera histérica a la
caceria furtiva y a un inadecuado manejo, por lo que el implemento de vedas, se ha visto presente
desde inicios del siglo pasado. Una de las primeras vedas fue decretada en 1917, para la subespecie
O. c. cremnobates, por el entonces gobernador de Baja California, Eliseo Cantd. Misma que fue
secundada a nivel nacional en 1922 por el General Alvaro Obregén; y que duré alrededor de 40 afios

(Gobierno del Estado de Baja California, 2012).

En 1959, se llevd a cabo la primera estimacién poblacional en México. Encabezada por Bernardo
Villa, se calculé que para toda la peninsula de Baja California, se distribuian 2,000 ejemplares.

Mientras que para 1974, la estimacién poblacional alcanzé de 4,500 a 7,800 individuos (Alvarez,

1976).
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El Gobierno del Estado de Baja California (2012), sefiala que a finales de 1963, la Direccién General
de Caza, abrié una temporada experimental de caceria en la Peninsula de Baja California. De igual
forma, se llevaron a cabo importantes investigaciones orientadas a la situacidon poblacional del

borrego cimarrén.

Con base en SEMARNAT (2000), en 1991, México se suscribe a la Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestres (CITES), para beneficio de la
especie. Para 1993, la Direcciéon General de Aprovechamiento Ecolégico de los Recursos Naturales
(DGAERN), suspende la actividad cinegética de las temporadas 93-94 y 94-95; de manera que la

especie fue considerara en la entonces NOM-059ECOL-1994.

En fechas recientes, y con implementacidn tecnoldgica, se han realizado distintos censos aéreos
gue, en conjunto, permiten estimar una poblacion total de 2,000 organismos (SEMARNAT, 2000).
De igual forma, se sigue considerando la veda de la ultima temporada (1990-1991) para el
aprovechamiento de O. c. cremnobates, prohibiendo estrictamente la caza, captura, transporte,

posesidn y/o comercio (Gobierno del estado de Baja California, 2012).

Ademas, en 2002, se exhortd al Gobierno federal para establecer una veda total y por tiempo
indefinido a dicha especie, hasta que los estudios sefialen una notable recuperacidn poblacional y

quedé fuera de riesgo de extincién (Gaceta Parlamentaria, 2002).

Actualmente, la especie esta sujeta a “Proteccién Especial” (PR) de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 y estd enlistada en el Apéndice Il de la Convencién sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora (CITES) (SEMARNAT, 2013). A su
vez, se encuentra en la categoria de Preocupacion Menor (LC) en la Lista Roja de la Unidn

Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (Festa-Bianchet, 2008).
Conservacion

De acuerdo con SEMARNAT (2000), para llevar a cabo cualquier programa de conservacién, se
requiere de un trabajo multidisciplinario, planificado, organizado y que considere metas a largo
plazo. Teniendo como elemento principal, la modificacidn, a través de la educacion y la generacion

de incentivos, la percepcion e interaccion de la sociedad con la vida silvestre.

De igual forma, el manejo y aprovechamiento de las especies silvestres, ya sea de fauna o flora,

deben sustentarse en informacién de sus poblaciones; ademas los programas de manejo tienen que
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disefarse con base en informacién cientifica, tanto de la especie como el habitat en el que se

desenvuelve (Mandujano, 1994).

Asi mismo, Pezoa (2001) menciona que cualquier estrategia de conservacion debe planificarse en
funcidn de los planes de desarrollo social y de utilizacion sostenible para cada drea en particular; de
esta forma se podra conseguir e implementar estrategias efectivas de conservacién de la

biodiversidad.

En México se han llevado a acabo distintos proyectos de conservacion para esta especie, como lo es
el “Proyecto para la Conservacion, Manejo y Aprovechamiento sustentable del borrego Cimarrén
(Ovis canadensis) en México”. Formando parte del “Programa de Conservacidn de la Vida Silvestre

y Diversificacion Productiva en el Sector Rural 1997-2000”.

A nivel estatal, se ha desarrollado la “Estrategia Estatal para la Conservaciéon y Manejo sustentable
del borrego cimarrén (Ovis canadensis cremnobates) en Baja California; que tiene como fin ultimo
la conservacion de la especie a través de un manejo sustentable que impida la caceria furtiva, la
competencia y eventual sustitucion del habitat de borrego, y por consiguiente la pérdida de la

biodiversidad (Gobierno del Estado de Baja California, 2012).

No obstante, se desconocen muchos de los procesos relacionados con la biologia de y dindmica
poblacional del borrego cimarrén. Por esto, se considera importante continuar con la investigaciéon
relacionada con los aspectos bioldgicos de la subespecie O. c. cremnobates; como la caracterizacion
del habitat y la determinacién de sus elementos estructurales (Gobierno del Estado de Baja

California, 2012).

Si bien, en el estado de Baja California se han llevado a cabo distintos estudios sobre el borrego
cimarrén (Eaton, 2002; Galindo, 2000; Ayala, 2003; Gonzalez, 2006; Escobar, 2008), la mayoria de
ellos tienen como enfoque la alimentacion y ecologia de la especie. Son casi nulos los trabajos
enfocados en la ecologia molecular y filogeografia de las poblaciones que se han llevado a cabo a

nivel local.
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Ecologia molecular

La Ecologia molecular es una ciencia relativamente nueva que se desarrollé a mitad de la década de
los 80’s. Que involucra e integra distintas disciplinas y dreas de estudio como la genética evolutiva
y de poblaciones, ecologia del comportamiento, biologia de la conservacion, genética de la

conservacién y biologia molecular (Beebee y Rowe, 2006).

Uno de los objetivos de esta ciencia es describir y en su caso proponer estrategias para la solucion
de los problemas genéticos que enfrentan las poblaciones silvestres. Existen diversos ejemplos
donde los factores genéticos influyen en la disminucién poblacional; tales como poblaciones de
panteras de Florida (Puma concolor), pericos de Puerto Rico (Amazona vittata), borrego cimarrdn
(Ovis canadensis), entre otros. La pérdida de variabilidad genética y la depresion por endogamia son

dos de las principales causas en la disminucién y viabilidad poblacional (Rocha y Gasca, 2007).

Por ejemplo, en el caso del borrego cimarrdn, Beebee y Rowe (2008), reportan una correlacion
positiva entre la heterocigosidad y el tamafio poblacional, al momento de comparar estimaciones

sobre el tamafio efectivo de la poblacién con marcadores polimérficos.

Frente a esta problematica, gracias al desarrollo de la ciencia y la tecnologia, hoy en dia contamos
con nuevas herramientas de estudio como los marcadores moleculares. Estos se han vuelto
necesarios para distintos campos de la Biologia, tales como evolucién, ecologia, bio-medicina,
ciencias forenses y estudios de diversidad. Actualmente se utilizan para localizar y aislar genes de
cierto interés; aunque se clasifican de acuerdo a su capacidad de detectar polimorfismos en loci

Unicos o multiples, de tipo dominante o co-dominante (Rentaria, 2007)

Entre las diversas aplicaciones del andlisis con marcadores moleculares, resalta la filogeografia; la
cual, se puede entender como el conocimiento y aplicacién de marcadores genéticos y moleculares
para explorar preguntas y problemas en ecologia molecular y evolucion (Vazquez, 2007). Existen
diferentes caracteristicas que idealmente deberia tener una molécula para andlisis filogenéticos, y
dichas propiedades se pueden encontrar en el ADN mitocondrial de los animales superiores (Avise

et al., 1987).

Dicha molécula es circular y covalentemente cerrada; de tamafio pequefio (16-20 kilobases),
conformada por un total de 37 genes (13 ARN mensajeros, 2 ARN ribosomales y 22 ARN de

transferencia), ademas de una region control (1kb), que controla la replicacidn y transcripcion de la
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molécula. Presenta una alta tasa de sustitucidn a nivel de secuencias de nucledtidos y practicamente
nula recombinaciéon, gran variacidn intraespecifica y sobre todo, su herencia casi estrictamente

materna (Vazquez, 2007).

Las variantes o haplotipos del ADN mitocondrial, registran la historia matrilineal de eventos
mutacionales, que pueden conectarse mediante un filograma. Este a su vez, puede sobreponerse a
la distribucion geografica del grupo de estudio, a fin de interpretar los procesos evolutivos

responsables de la distribucion actual de la muestra a estudiar (Avise, 2000).

De acuerdo con Fisher (1930), la tasa de cambio evolutivo en una poblacién es proporcional a la
cantidad de diversidad genética disponible (Teorema Fundamental de la Seleccion Natural). Si la
diversidad genética se ve reducida dentro de una poblacién, entonces se reduce también el

potencial evolutivo de la misma ante los cambios del medio ambiente (Abad, J. 2006).
Ecologia molecular aplicada a QOvis canadensis

En México se han realizado pocos estudios acerca del borrego cimarrdn, y en cuanto a analisis
genéticos se refiere, estos son practicamente nulos; aunque existen algunos estudios genéticos que

se han enfocado en la subespecie O. c. mexicana (Abad, J. et al., 2011).

En 1999, Boyce et al., reportaron 7 haplotipos distintos para nueve poblaciones muestreadas al
suroeste del estado de California, con un total de 128 individuos. De igual forma, Epps et al., (2005)
registra 18 haplotipos nuevos en 27 poblaciones ubicadas al sur del mismo estado. En este ultimo

trabajo se conté con un total de 394 individuos.

Finalmente, dada la condicion fronteriza de nuestra zona, de acuerdo con Flesch, et al., (2009)
infraestructuras de seguridad a lo largo de fronteras internacionales, amenazan con degradar la
conectividad de las poblaciones de vida silvestre. Estudios diversos (Cohn, 2007; Flesch, et al., 2009)
sugieren que la construccion de una barda impermeable podria romper la conexidn entre extensas
poblaciones de borrego cimarrén. Asi como reducir la probabilidad de recolonizaciéon después de
una extincién local. Como sucede en todos los limites fronterizos, el incremento en la preocupacion
sobre la seguridad nacional y el paso de inmigrantes complican temas como la conservacion y

conectividad de los diversos ecosistemas y su fauna (Flesch, et al., 2009).
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Justificacion

El conocimiento de la diversidad genética, asi como la filogenia de las poblaciones de borregos
cimarrones, contribuird a un mejor diseiio de estrategias de conservacidon y manejo de vida silvestre.
Aumentar el éxito en la aplicacidn de programas de conservacién permitird mantener la diversidad
y viabilidad de las poblaciones de esta especie, considerando la condicidon fronteriza de esta zona

como una barrera potencial para el flujo de genes.

Objetivo
** General

Este trabajo tiene por objetivo evaluar una secuencia de la regién control del ADN mitocondrial
como indicador de la diversidad genética, asi como de las relaciones filogeograficas entre las
poblaciones de Ovis canadensis cremnobates, a partir de muestras recolectadas al norte de la Sierra

Judrez, en Baja California, y compararlas con lo reportado en GENEBANK.

K/
0‘0

Particulares

e Determinar la diversidad genética mitocondrial en muestras de las poblaciones al norte de
la Sierra Juarez, en Baja California.

e Determinar el nimero de haplotipos diferentes.

e Comparar los haplotipos encontrados con lo reportado en GENEBANK.
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Area de estudio

La Sierra de Juarez (Figura 2) se encuentra ubicada aproximadamente 100 kildmetros tierra adentro,
al norte del Estado de Baja California; entre los 31°19°12"" y 32°35'24"" de latitud Norte y de
115°24°00°" a 116°19°12"" de longitud Oeste. En conjunto con la Sierra de San Pedro Martir, estas
dos unidades morfoestrucutrales, conforman el Sistema Montafioso de la Peninsula de Baja
California (Peinado, et al., 1994). La temperatura promedio anual circula de los 15°C en el complejo
La Rumorosa, a los 11° en el Parque Nacional Constitucion 1856 en Sierra Juarez. Con temperaturas
maximas absolutas de 42°C y minimas absolutas de -19°C, el promedio de precipitacidén anual va de

134 mm en La Rumorosa a 384.6 mm en el poblado El Aserradero (Dominguez, 2009).

El drea de estudio es de gran importancia como corredor bioldgico entre las poblaciones de borrego
en México y Estados Unidos, ya que en esta parte de la frontera todavia no existe una barrera fisica
importante. No obstante, la construcciéon de generadores edlicos y el desarrollo urbano, pueden
estar limitando el paso de los animales; lo que conduce a la formacién de poblaciones con un bajo

flujo genético.

-
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K b4 %
B e lal

Figura 2.- Se muestra el poligono a estudiar al norte de Sierra Judrez.
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Metodologia

Métodos de campo

Se obtuvo muestras de sangre fresca de 14 borregos capturados para el proyecto de telemetria

“ldentificacion de corredores de borrego cimarrén (Ovis canadensis) en Sierra Judrez”. La captura

tuvo lugar el 31 de Octubre y 1 de Noviembre de 2013; los puntos de captura de cada borrego se

presentan en la Figura 3. Se debe sefalar que algunos borregos fueron capturados en el mismo

punto geografico.

Figura 3.- Puntos de captura de los organismos.
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La sangre fue extraida en un campamento provisional en el Rancho Picachos en Mexicali, Baja
California. Las muestras fueron transportadas en tubos eppendorf de 1.5 ml bajo hielo; ya en el

laboratorio, fueron almacenadas a -80°C.

Meétodos de laboratorio

En el Laboratorio de Biologia Molecular en la Universidad Auténoma de Baja California, se realizé la
extraccién de ADN con base en el protocolo de Fenol-Cloroformo. El ADN se cualifico y estimd su
concentraciéon mediante electroforesis en gel Agarosa a 0.8%, con bromuro de etidio y visualizado
en un transiluminador UV. El ADN se almacend a -20°C, hasta su posterior uso.

A continuacién, la Regién Control del ADN mitocondrial se amplificé mediante el uso de los primers
BETH (5’-3’ ATG GCC CTGAAG AAA GAA CC) y L15712 (5°-3" AAC CTC CCT AAG ACT CAA GG) (Epps et
al ., 2005), mediante la técnica de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa). Las condiciones para
el PCR fueron 25 pl de reaccién con las siguientes condiciones: 21.75 ul de mix (DNTP’s, CIMg...), 4
ul de cada primer, 1 pl de TaqPol y 1 pl de la muestra de ADN. Se utilizd un ciclo inicial de 94°C por
5 minutos, seguido de 31 ciclos a 94°C por 5 minutos, 61°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos.

El producto final se evalué mediante electroforesis en agarosa al 2%.

Métodos de gabinete

Para las reacciones de secuenciacion se prepard el cebador L15712; y el producto del PCR, ADN
purificado, se envié a SegXcel Inc. en San Diego, California. Dicha compafiia emplea nucledtidos
terminadores de secuencia (BigDye® Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) y
un secuenciador automatico DNA ABI PRISM® 3130x| Genetic Analyzer de tecnologia capilar. Los
cromatogramas generados por el secuenciador se almacenaron en formato electrénico hasta su

procesamiento.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizé la revision de cada una de las secuencias y se efectud
la eliminacién de inconsistencias, especialmente de los extremos. A continuacidn, se utilizé el
programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) para alinear las secuencias por el

método de Muscle.
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Se utilizé el nimero Unico de haplotipos presentes en las poblaciones como medida medidtica en

hembras de la diversidad genética (Epps, 2005).

Finalmente, se llevd a cabo la comparacion de los haplotipos encontrados con los reportados por
Boyce (1999) y Epps (2005), en GENEBANK, para determinar la diversidad entre las poblaciones y
establecer la existencia de haplotipos compartidos. Las distancias genéticas se obtuvieron entre
cada secuenciay se aplicé el método del vecino mas cercano para la construccién de un dendograma

utilizando las secuencias obtenidas y otro contemplando todas.

Resultados

En primera instancia, se compararon las secuencias de las 14 muestras del norte de Sierra Juarez
qgue se analizaron. Se construyd un dendograma con el método del vecino mas cercano para
identificar aquellas secuencias que fueran iguales. En la Figura 4, se observa un total de 5 haplotipos

diferentes. Ademas se reportan 20 sitios variables entre las 14 secuencias.

0C09
0Cc13
0cNn
oco7
0C06
0C04
0Ccoz

0OC08

0C10
‘0014
0c15

‘0001

| OC05
loc12

002

Figura 4.- Dendograma construido por el método del vecino mas cercano para las secuencias de la regidn

control de las 14 muestras de borrego cimarrén obtenidas en campo.
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A continuacion, se calculé la frecuencia relativa para cada haplotipo Unico que se encontrd. Los
haplotipos Oc09 y Oc08 tuvieron un valor de 0.0714 cada uno. En tanto que 0c02, Oc04, Oc06, Oc07,
Oc11 y Oc13 alcanzaron un valor de 0.4285; mientras que la frecuencia relativa para Oc01, Oc10,

Oc14 y Ocl15 fue de 0.2857. Finalmente, Oc05 y Oc12 presentaron un valor de 0.1428.

Para los analisis siguientes, se utilizaron los haplotipos diferentes (0C01, OC0O5 y OC09) y la
informacidn disponible en GENEBANK, en donde se identificaron 31 secuencias homélogas. OC08
resulté homdlogo a una secuencia ya registrada. 0C01, OC05 y OC09 corresponden a los tres nuevos
haplotipos encontrados para Sierra Juarez; mientras que HAP1-HAP7 son los reportados por Boyce

(1999) con un numero de identificacién AF076911-AF076917.

Finalmente, HAPA-HAPX son aquellos referidos por Epps et al., en 2005 (AY903993, Ay903995-
Ay904017, DQ249894, IN181255, IX484768-1X484773). La alineacion de las secuencias, arrojé un
total de 46 sitios variables en las 34 secuencias que se analizaron. La posicidn de dichos sitios para

cada haplotipo se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1.- Posicion de los sitios variables para cada haplotipo.

N O < % % % % % % % % % % % % % % % % * % O % x x % % Xx ¥ % ¥ ¥ % * % %
N N NQO * % % % ¥ %X X ¥ ¥ ¥ X X ¥ ¥ ¥ ¥ L ¥ <L ¥ ¥ X ¥ ¥ ¥ ¥ L ¥ ¥ X X X ¥
NN x o x % x x % O x x x x x ¥ ¥ O QO % x x x Ox Ox O O% x x % % x %
<t O Ol O % % % % % * O % % % % % % * % % % % % ¥ ¥ * ¥ ¥ * ¥ ¥ ¥ % x ¥ ¥
T O % % %k XX K XX X X XK X K XX X K XX X X %X %X X X X X X X X X ¥
< O OO % % ¥ % % ¥ ¥ ¥ ¥ = = ¥ ¥ % ¥ ¥ % ¥ ¥ ¥ ¥ |- % % % % * ¥ ¥ ¥ |- % x
TONNUACACACACACAC LY CCACCLCCECECEACACLCELCECECECEACEACECEACECECE I
< O N % % % % % % % % % <L X X K K X X K X X %k X% L K K K K X X K X X K ¥
M O N[O % % % % <L ¥ X X X K X X X X X X X X ¥ X X ¥ ¥ X ¥ ¥ X % ¥ ¥ * * %
M 00 N[O B % % % % % % | % % % % % % % % % ¥ ¥ % ¥ ¥ % % X ¥ % ¥ ¥ % % x %
M N OO % % % % % % % % % % ¥ ¥ % ¥ ¥ ¥ %k X ¥ X X ¥ X %X b ¥ % ¥ ¥ X % *x ¥
N O < % % % % % % % % ¥ ¥ X ¥ ¥ ¥ x % % x x * x x O % x x * ¥ ¥ % * *x %
N WD N|O % % % % % ¥ b % F— % = % % % | = % % % % % % | % | - % % % % % % %
N S N[ < % % % % % % % % % ¥ X X ¥ X X X X X X ¥ ¥ X X ¥ ¥ x * ¥ x *x *x x O
N < IN|O * * % % *¥ % ¥ <L <L <L ¥ X K K X X Kk X X %k ¥ <L K K K K X X K X X ¥ ¥
N N O[O % * % % x ¥ * % ¥ ¥ % ¥ * <L ¥ ¥ x <L ¥ X X ¥ X X ¥ ¥ X X ¥ ¥ * * ¥
N O 0| * * * % * % * % % * O x *x O x *x * O % % % % % % % % * % % * % % %
N O Wno*x - FFFFRFRF* ¥ % k% ¥ FFFFFFFFFFFFRFFFFRFRFRFRFRRFRRERLE
00 O *x x %x % x ¥ * x % * % O x x x x % x x O x x % % X ¥ % ¥ ¥ % % *x %
~— 00 OO|F % % O % % % % % % % % % % % % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ * *¥ ¥ X X X ¥ ¥ ¥ ¥ * % %
N D[ % x % %k X X X X X K X X X X X X X X ¥ X %X ¥ ¥ x % ¥ x O % x x * *
— N 00O ¥ ¥ ¥ ¥ %X ¥ b % ¥ ¥ [ % ¥ ¥ b b % I % [ % % bk F % % % % |- %
AN OO x OO O O O % % % % % % % ¥ X ¥ ¥ X ¥ Kk X X ¥ Kk X ¥ Kk ¥ ¥ ¥ * *x %
N %R % % %k X X %k X X K %R X X XXX X X K X X K X X X ¥ % % ¥ ¥ % O ¥
L BRI} NGRS GHESE I T R R I R R I R I I R S K I R O I I R R S S G T R
O N[O x % % %X % % %X x % <L X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X ¥
-‘o~NOFH—F+H—H+H—HF+H—H+H—+—_FFFHFFFFFHHFFFFFFFFFFFFFFAHFFRAFFFRFRFFRFFRFRFRFFRFEFRFRRFRRERERERELERE
N A< O O 000 0x*x Ox OO0 000 x O00=x*x x Ox Ox x O00O0O0O0OO0O
L RS ool G RIS R U R S R = G R I S R R S R R R B R R R R R R SR S G I R R
N 0O x < <C T <C % % ¥ <L <C < <C % % < % % % <L % < * < % % % <L % % < % *
AN NQO ¥ ¥ % ¥ *¥ <L ¥ <L x ¥ <L X K K X X K X X K X X X X ¥ * x ¥ <L <L <L * <
N O % % % %X X ¥ X ¥ ¥ ¥ % ¥ ¥ * * % *x % ¥ x O % x x % ¥ *x * ¥ * * * *
L IR RS R R R R I Ik T GRS I I I I T S R I T S N R S
AN N[O % % %X % X X %X XX X X X X = X X %X b ¥ %X %X X X X X X X X X X X X ¥
o 0[O % % %X X X X X X X X XX X X X X X X X X X X X X X x % ¥ ¥ *x *x 0O x
A ~NOF-FHFHFHFFFRFFRFRFRF*Y ¥ PFFFFFFRFRRFRFRFRFRRFRRE FFFFFFFFRFRFRFRFE
o O[O % LT T *F X K X X X X L Lk * F kL LR L LR L
L IR BN G R G R S I R I S R I A N K I R T R TR S T T
M O N[O * O % % % % * % ¥ X X X X Xk ¥ ¥ X ¥ ¥ X X ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ % ¥ ¥ * * ¥
.m O b % % % % % % % O x X X X X X X X X X XK X X X X X X X X X X X X % ¥
o
.m N O O % % * % * % *x * O % % x * % % % *x * x ¥ Ox *x x *x *x x O 0O *x O
m N N[t % % % % % % % * x O % x x % * x % Ox x *x *x x *x OO x % % x * % x
M n A --r++rr++++r++r+—+—+H—m+H—+H—+H—+FHFFFFHFFFFFFFFFRFRFRFEF
M M Ok % * * % % % % * x O %x % x % % *x % % *x *x % O x % % *x *x % %* x % 0O x
o
W. N WN|<C * % % * % %k ¥ X Kk ¥ ¥ Kk K ¥ ¥ * X ¥ *¥ x * * x * * x *x * OO x x O
]
m.ulum -+ unfor-++++r++++++++++++++r++++r+r+rrr+rrkrFHrFH=Hr+~=Hr
ool W N
%BU. Nt O * % * % % % O % % % % % % % * % % * % ¥ % % % % % % % ¥ ¥ * % %
- |5 288z ooIggrsereysizasrzizedegrzzis
9] S o AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
| € ‘5 m.oOOHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
Sl& [& F

Pagina 21|33




Cabe sefialar que los haplotipos 0c02, 0c04, Oc06, Oc07, Oc1ly Oc13 fueron iguales al ya reportado
por Boyce (1999) como HAP2. Por otro lado, el haplotipo Oc08 es igual a HAP7; mientras que Oc09
es un haplotipo Unico. Ademas, los haplotipos Oc01, Oc10, Oc14 y Oc15 son iguales entre ellos; asi

como Oc05 y Oc12 son equivalentes.

Posteriormente, se obtuvo un dendograma (Figura 5) sin enraizar por el método del vecino mas

cercano, que contempla la similitud entre secuencias.

HAPL
—L HAPN
HAPF

HAPP

e I
HAPG
HAP5

HAPW
HAPH

HAPJ
—1L_ aer
HAPE
— L iam

HAPB

Figura 5.- Dendograma de los 34 haplotipos analizados. Los rectangulos marcan los haplotipos identificados

para el norte de la Sierra Juarez.
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Asi mismo, se aplico el analisis de Distancias Pareadas entre cada secuencia. En la Figura 6 se puede apreciar la distancia genética entre cada haplotipo.

1 2 3 4 5 & T g 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2 22 23 24 25 26 27 23 b 30 31 32 33 34
1. 0001
2. 0C05 0.02
3. OCo9 002 0.02
4 HAP1 002 002 000
5. HAP2 0.02 002 000 000
6. HAP3 0.02 0902 000 000 0.00
7. HAP4 002 002 000 000 000 0.00
8. HAPS 002 002 002 002 001 0.02 0.02
5. HAP& 002 0.01 002 002 002 002 002 0.02
10. HAPT 0.01 002 002 002 002 002 002 001 0.02
11. HAPA 003 0903 002 002 002 002 002 003 0.03 0.02
12. HAPE 002 002 002 002 002 002 001 0.01 0.02 0.02 0.02
13. HAPC 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 002 002 001
14. HAFD 0.01 0.02 0.01 0.01 0.00 0.01 0.01 0.01 0.02 002 002 001 0.00
15. HAFE 002 002 002 002 001 002 002 002 002 002 003 001 0.01 0.01
16. HAPF 0.02 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.03 0.02 003 0.02 0.01 0.01 0.02
17. HAPG 0.02 003 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.03 0.02 0.03 0.01 0.01 0.01 0.02 0.00
18. HAPH 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 002 002 002 001 0.00 0.01 0.01 0.01
18, HAPI 002 002 002 002 002 002 002 002 002 002 003 0.01 0.0z 0.01 000 002 002 001
20. HAF] 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 002 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 000 0101
21. HAPE 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 000 000 001 0.01 0.01 0.01 002 001
22. HAPL 0.02 003 002 002 001 0.02 002 000 003 002 003 002 002 001 0.02 0.00 000 0.01 0.02 001 0.01
23. HAPM 002 003 002 002 002 002 002 002 003 002 001 0.02 0.02 0.01 002 003 002 002 003 002 002 0.03
24 HAPN 002 003 002 002 001 002 002 000 003 002 003 002 002 001 002 000 000 001 002 001 0.01 0.00 0.03
25. HAPO 002 002 000 000 000 000 000 0.01 0.02 002 002 001 0.00 0.00 001 0.01 0.01 0.01 002 001 0.01 0.01 002 0.0
26. HAPP 002 003 002 002 002 002 002 0.01 0.03 0.02 003 0.02 002 002 002 000 001 002 002 002 002 00 0.03 0.01 0.01
27. HAPQ 002 003 002 002 001 002 002 000 003 002 003 002 002 001 0.02 0.00 0.00 0.01 002 001 0.01 0.00 003 000 0.0 0.00
28. HAPR 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 001 000 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01
29 HAPS 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 002 002 002 002 002 001 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 002 001 0.01 002 002 002 000 002 002 001
30. HAPT 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 002 002 002 002 002 001 0.01 002 002 002 001 002 002 002 002 002 002 001 002 002 001 0.01
31. HAPU 0.02 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 001 0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 002 001 0.01 0.02 002 002 001 0.02 002 001 0.01 0.00
2. HAPY 0.02 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.00 0.01 0.02  0.01 0.01 002 001 0.01 0.02 0.0 0.02 0.0 0.02 002 0.01 0.01 0.01 0.01
33. HAPW 002 002 002 002 001 002 002 001 002 002 0902 002 001 001 002 001 002 001 002 O01 001 ©002 002 002 001 002 9002 001 002 002 0.02 001
34 HAPX 002 002 001 0.01 0.01 0.01 0.01 002 002 002 002 002 001 0.01 002 002 002 001 002 002 002 002 002 002 001 002 002 001 0.01 0.00 000 0.01 0.02
Figura 6.- Distancias Pareadas entre las 34 secuencias analizadas.
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Finalmente, se realizé un diagrama de distancias genéticas entre los haplotipos; donde se puede

observar los cambios de base entre un haplotipo y otro (Figura 7).

. Norte de Sierra Judrez

. Suroeste de California
Boyce (1999)

Sur de California
Epps (2005)

Figura 7.- Diagrama de distancias genéticas. En circulos de color rojo se identifican a los haplotipos
diferentes de los identificados en Sierra Juarez, de los cuales el 0c02 y el oc01 corresponden

respectivamente a los haplotipos H2 y H7, reportados por Boyce.
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Discusion

Como se aprecia en la Figura 4, de las 14 muestras que se analizaron, sélo se encontraron 5 linajes
maternos diferenciados para las poblaciones al norte de Sierra Judrez. Dichos linajes se compararon
con los haplotipos reportados en GENEBANK, y se encontré mayor similitud con los descritos por
Boyce et al., en 1999. Por otro lado, se puede observar que OC01, OCO5 y OCO09 son similares a los

haplotipos HAP7, HAP6 y HAP1 respectivamente (Figura 5).

El HAP7, al distribuirse en 8 de las 9 poblaciones estudiadas por Boyce y colaboradores (1999), se
reporta que debe estar asociado a cierta seleccidon ventajosa. Y la Unica poblacién donde dicho
haplotipo no se presenté fue San Jacinto; que se ubica al norte del resto de las poblaciones en

California, que solo presenta los HAP3 y HAPS (Figura 8).

Ademas se puede observar que 0Oc08 -que fue igual que el haplotipo H7- sélo se encontré al norte
de Sierra Judrez. Mientras que su simil, el haplotipo Oc01, se encuentra tanto en la parte central y

sur de la zona de estudio (Figura 3).

Si bien, los organismos 0c08 y Oc09 se capturaron en el mismo punto geografico, ambos pertenecen
a clados diferentes. Oc09 presenta gran similitud con 0Oc02, que se localiza en las partes norte,

central y sur del drea de muestreo (Figura 3).
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Figura 8.- Poblaciones evaluadas por Boyce (1999), con las 7 haplotipos reportados. (Tomado de Boyce,

1999)

Si bien, este haplotipo es similar a OC01, para estas poblaciones no fue el mas distribuido. Sélo se
reportan 4 haplotipos iguales (0C01, OC10, OC14 y OC15) de las 14 muestras. En el caso del norte
de Sierra Judrez, el haplotipo con mayor frecuencia fue el 0C02, junto con 5 muestras mas (Figura

4), alcanzando un valor de 0.4285.

Por otro lado, en la figura 7, se observa que Oc02 sélo presenta una diferencia en nucléotidos con
cinco haplotipos, 1 de Sierra Juarez (0c09), 3 de Boyce (H1, H3 y H4) y 1 de Epps (HO). El organismo
0Oc02, fue capturado a la mitad del area de estudio, estando relacionado con Oc09 que fue detectado
antes de la frontera con Estados Unidos. Misma relacién maternal se observa con H1, haplotipo que

fue dominante en la poblacién del Cafidn Carrizo, justo pasando la frontera.
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En adicidn, el organismo Oc05, que fue capturado al sur de Sierra Juarez, presenta relacion estrecha
con H6. Este ultimo haplotipo fue encontrado en dos poblaciones del suroeste de Estados Unidos,
Montafias del Norte de San Ysidro y Cafidn Coyote, localizadas a la mitad de las poblaciones
evaluadas por Boyce (1999) (Figura 8). Oc05 destaca por quedar en un clado independiente al resto
de los haplotipos reportados para Sierra Judrez, y localizarse al sur de la zona de trabajo. Esta
situacién nos pone en evidencia la movilidad de esta especie. Pudiendo ubicar a un determinado

organismo, con cierto linaje maternal, en una poblacién y tiempo después, en otra.

En el diagrama de minimas distancias genéticas (MSN) se observa mayor relacion filogenética de los
haplotipos reportados para Sierra Judrez para los de Boyce (1999); y en menor grado con los

referidos por Epps (2005) para las poblaciones de Estados Unidos (Figura 5y Figura 9).

- Fenced highway
Il Developed area

#+ Fenced canal 100 km

Figura 9.- Poblaciones estudiadas por Epps (2005), al sur de California (Tomado de Epps, 2005).

Esto puede explicarse, debido a que las poblaciones muestreadas por Boyce y colaboradores en
1999, se ubican al suroeste del estado de California. En tanto que las poblaciones evaluadas por el
segundo, se encuentran distribuidas a lo largo del sur de California, donde el desarrollo urbano y las

carreteras pueden estar limitando el flujo genético con las poblaciones de Baja California.
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Cabe mencionar que no se considerd analizar un modelo de sustitucién de aminoacidos para las
secuencias, ya que dichos modelos son importantes cuando el cambio de aminodacidos repercute en
la traduccién de las proteinas. Para el caso de la regidn control, dichos cambios no son relevantes

ya que no hay codificacién para una proteina.

Una baja en la diversidad genética tendra serias consecuencias sobre el potencial evolutivo que
tiene el borrego cimarrén de adecuarse a los cambios del medio ambiente (Abad, J. 2006). Si la
diversidad génica de las poblaciones sigue disminuyendo al tiempo que aumentan los cambios en el
medio ambiente, ya sean climaticos o espaciales, la especie puede llegar a verse en un fenémeno

cuello de botella con una probable extincion local.

Diversos autores (Boyce, et al., 1997; Rubin et al., 1998; Boyce et al., 1999) mencionan que existe
una baja migracién de hembras entre las poblaciones de borrego cimarrén en la Peninsula. Pero que
el flujo genético estd mediado por los grupos de machos y que las subpoblaciones en esta zona,

presentaban niveles altos de diversidad genética nuclear (Boyce, et al., 1997).

No obstante, Epps (2005) sefiala que la diversidad genética nuclear se ve gravemente reducida en
estas poblaciones, debido a la presencia de barreras humanas. Posterior a la formacién de

metapoblaciones pequefias que se reproducen entre si, aumentando la endogamia.

Debido a lo anterior, se recomienda ampliar el estudio con el uso de microsatélites que permita
evaluar la diversidad genética nuclear; ya que se contempla el flujo genético mediado por los

machos.

En adicidon, como se menciond anteriormente, la identificacion de subespecies con base en las
caracteristicas fenotipicas parece no ir acorde con los avances realizados en el drea de marcadores

moleculares o cédigo de barras (Boyce 1997).

Por lo que, ademas de extender el drea de estudio, es necesario realizar trabajos con marcadores
moleculares que permitan la identificacién de subespecies; como lo son el Citocromo b y Citocromo
oxidasa. Ya que no se ha podido esclarecer hasta qué punto se ha ampliado la distribucidn de las
subespecies 0. c. cremnobates y O. C. nelsoni hacia el sur de California y el norte de Baja California
respectivamente. De manera general, se sigue utilizando la Figura 1, como el referente principal
sobre la distribucidn; no obstante, se requiere la actualizacidn de dicha informacién, considerando

que los asentamientos humanos estdn en continuo crecimiento.
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Finalmente, concuerdo con Epps (2005) en que se debe buscar la forma de mitigar el impacto y
amenaza que representan las barreras humanas -ya sean carreteras, desarrollo humano, cerco
fronterizo, entre otros- para las poblaciones de borrego cimarrén. Pues a medida que crecen los
asentamientos humanos, las poblaciones salvajes se dividen, limitando el flujo genético entre las

mismas.

Conclusiones

De las 14 muestras que se analizaron, se encontraron 5 haplotipos diferentes (0c01, Oc02
i Oc05, Oc08, 0c09) en un fragmento de 590 bases; dentro de la poblacién ubicada al norte

de Sierra Juarez.

i Una vez que se compararon con los haplotipos reportados en GENEBANK, se observaron 3
haplotipos Unicos de las 14 muestras (Oc01, Oc05 y Oc09).

? De los haplotipos identificados, dos corresponden a los reportados previamente por Boyce
(1999). El haplotipo HAP2 (AF076912), fue igual que Oc02, Oc04, Oc06, Oc07, Oclly Ocl3.
Mientras que HAP7 (AF076917) es igual que el haplotipo Oc08.

i Se encontraron 46 sitios variables a lo largo de las 34 secuencias analizadas, considerando

los ya registrados y los 3 nuevos haplotipos.

i Se observé una mayor relacion maternal con los haplotipos registrados por Boyce (1999) para

las poblaciones del suroeste de California, Estados Unidos.
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