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Resumen: Al largo de los ultimos afios los marcadores moleculares se han
tornado herramientas muy importantes en la gestion y conservacion de
especies manejadas y amenazadas. Utilizando un panel de microsatélites y el
gen CytB del ADN mitocondrial, en este estudio se evalu6 la diversidad
genética y la filogeografia de dos especies de ungulados silvestres, arrui
(Ammotragus lervia) y urial (Ovis vignei), introducidas en una finca privada de
Jordania. Ambas poblaciones presentaron niveles moderados/elevados de
diversidad genética cuando comparados con las poblaciones control. Se
identificaron dos lineas maternales divergentes del ADN mitocondrial en ambas
poblaciones, sugiriendo la presencia de dos subespecies distintitas en la finca
para cada especie. Estos resultados sugieren que individuos procedentes de
por lo menos dos region distintas fueran introducidos en la finca para cada una
de las especies analizadas y que el posible cruzamiento de estos individuos
diferenciados resulté en valores de diversidad genética que tienden a asegurar
la viabilidad de las poblaciones en el futuro, aunque con impactos
desconocidos en las subespecies.

Palabras clave: genética poblacional, variabilidad genética, gestion de
ungulados.



Introduccion

Los seres humanos han obtenido beneficios de los animales desde el
comienzo de nuestra especie (Burney & Flannery, 2005), desde de la caza
hasta el punto de manejar las poblaciones y seleccionarlas para determinadas
caracteristicas. Uno de los principales impactos causados por el hombre, y que
supone una amenaza menos evidente que la extincidon directa de las
poblaciones/especies, esta relacionado con los cambios genéticos. La
reduccién del tamafo efectivo de las poblaciones debido a la intensa cosecha
y/o seleccion fenotipica puede llevar a la perdida de la variabilidad genética y
por consecuencia la perdida de la capacidad adaptativa de las poblaciones en
el futuro, como por ejemplo, asociado a los cambios climaticos (Allendorf and
Luikart 2007). Ademas, la pérdida de variacion genética puede reducir la
productividad de las poblaciones explotadas (Ryman, N. et al. 1995) como
consecuencia de la caida de la eficacia biologica, derivada del fendmeno
conocido como depresidon por consanguinidad y expresada en un descenso de
ciertos factores como la fertilidad, el vigor, la resistencia a enfermedades, etc
(Alvarez-Orti, M. et al. 1999). Por lo tanto, es primordial evaluar la diversidad
genética de las poblaciones, principalmente de las manejadas y amenazadas,
utilizando los marcadores moleculares y metodologias actualmente disponibles.

De los diversos marcadores nucleares descritos en los ultimos afios
(Defaveri et al. 2013), los microsatélites (marcadores nucleares neutrales) son
actualmente los mas comunmente usados (Guichoux et al. 2011). Los
microsatélites, también conocidos por secuencias simples repetidas (SSRs por
sus siglas en inglés: “simple sequence repeats”), son secuencias de ADN
constituidas por repeticiones en tandem de bloques de secuencias de 1 a 6
nucledtidos (Hancock, 1999) que se caracterizan por ser altamente polimérficos
(Zane et al. 2002). Esta caracteristica confiere a los microsatelites un gran
poder informativo en diversas cuestiones, como en la determinacién del
“‘pedigree” de los animales (e.g Walling et al. 2010), en casos forenses (e.g.
Socratous et al. 2009; Szabolcsi et al. 2008) asignacion de individuos a
poblaciones (e.g. Guillot et al. 2005; Piry et al. 2004; Pritchard et al. 2000) y
cuantificacion del grado de diversidad de las poblaciones (e.g. grado de
consanguinidad) (e.g. Hartl et al. 2003). Por su parte el ADN mitocondrial es

muy frecuentemente usado en estudios de distribucion haplotipica en el



espacio geografico (estudios filogeograficos) (e.g. Randi et al. 2001),
permitiendo estudiar los patrones maternales de evolucion de las especies asi
como permite detectar individuos introducidos y/o hibridos de poblaciones
exoticas en las poblaciones naturales, teniendo un patrén natural para la
especie (e.g. Pérez-Espona 2008). De entre los marcadores mitocondriales, el
gen citocromo b (CytB) es el mas conocido y ampliamente secuenciado hasta
la fecha para los vertebrados (Irwin, D. M. et al 1991; Lydeard & Roe 1997;
Moore & DeFilippis 1997), .

El arrui, auodad o Barbary sheep (Ammotragus lervia, Pallas 1777) es
un mamifero perteneciente a la familia de los bodvidos, relacionado
flogenéticamente con la cabra y la oveja (Arif, I. A. et al 2012). Se han descrito
seis subespecies (Ansell, 1972) en las que las diferencias morfolégicas no
estan bien definidas y hay bastantes zonas de aparente hibridacion, por lo que
se necesita urgentemente una reestructuracion de las subespecies (Casinello,
J. 2013). Su distribucién natural esta condicionada por terrenos accidentados y
montafosos de desiertos y semidesiertos de bosques abiertos del Norte de

Africa (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de distribuciéon natural de las subespecies de arrui.

Las seis subespecies son: Ammotragus lervia lervia (aoudad del Atlas), que

se encuentra en las montafias de Marruecos (exceptuando la mitad occidental



del Rif) y el Norte de Argelia y Tunez; A. I. ornata (aoudad egipcio), el cual se
creia extinto en el desierto de Egipto (Amer, 1997), pero se han encontrado
evidencias de su presencia en el Area Protegida de Elba y el Desierto
Occidental entre 1997 y 2000 (Manlio et al, 2003); A. I. blainei (aoudad de
Kordofan), actualmente se encuentra en las colinas del Mar Rojo al Este de
Sudan (Nimir, 1997), en las montafias de Ennedi y Uweinat en el Noreste de
Chad (Alados et al. 1988) y en Libia; A. I. fassini (aoudad libio), unicamente en
el extremo Sur de Tunez y Libia; A. I. angusi (aoudad de Air), en los macizos
de Airy Termit (Niger); y por ultimo, A. I. sahariensis, (aoudad del Sahara), es
la subespecie mas ampliamente distribuida, incluyendo el Sur de Marruecos y
el Oeste del Sahara, Sur de Argelia, Suroeste de Libia, Sudan, las montafias
de Adrar de Iforas en Mali, Nigeria, Mauritania y el macizo Tibesti. El arrui ha
sido introducido en Estados Unidos, Norte de Méjico en 1930 y Espaina [en la
peninsula y en las Islas Canarias (La Palma)] en 1970 (Gary y Simpson, 1980).
Segun la IUCN, se encuentra en la categoria Vulnerable C1 debido a la caza
furtiva, la destruccion del habitat por el pastoreo, la recoleccion de lefa, la
sequia y la desertificacion y por la competencia del abastecimiento doméstico.
Las subespecies del arrui no estan genéticamente caracterizadas (Figura 2).
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El urial (Ovis vignei, Blyth 1841 u Ovis orientalis, Gmelin 1774) (Figura
4) pertenece al género Ovis. Esta especie se encuentra introducida en
Afganistan, donde se conoce como Urial o Arkal y, posiblemente, en Oman; y



de forma natural esta presente en el Noroeste de India, Noreste y Sureste de
Iran, Suroeste de Kazajstan, Pakistan, Tajikistan, Turkmenistan y Uzbekistan
(Figura 3).
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Figura 3. Mapa de distribucion natural del urial. Las zonas ocres indican las zonas
donde se encuentra presente y las zonas amarillas son aquellas en las que se piensa
que puede encontrarse.

Se identifican siete subespecies: O. v. arkal (urial transcarpiano) (Eversmann,
1850), en Kazajstan, Turkmenistan Uzbekistan; O. v. bocharensis (urial
Bukhara) (Nasanov, 1914), se encuentra en Tajikistan, Turkmenistan y
Uzbekistan; O. v. cycloceros (urial afgano) (Hutton, 1842), en Turkmenistan,
en montanas del centro de Afganistan, Este de Kabul y Noroeste de Pakistan;
O. v. vignei (urial de Ladahk) (Blyth, 1841), en India, donde se encuentra
distribuido discontinuamente; O. v. punjabiensis (urial de Punjab) (Lyddekker,
1913), que se encuentra distribuida en Pakistan; O. v. kermanensis, que se
encuentra en Iran y O. v. blanfordi (Hutton, 1842), que se encuentra en
Pakistan. Segun la IUCN, el urial se encuentra en estado Vulnerable A2cde de
conservacion debido, principalmente, a la caza furtiva y a la competencia con el
ganado. Las varias subespecies se encuentran diferenciadas

morfologicamente, al igual que en el caso del arrui.



Figura 4. Macho de urial (Fuente: http://fuckyeahungulates.tumblr.com/post/38321864429/urial-ovis-orientalis-vignei)

El principal objetivo de este estudio fue analizar la historia demografica y
evolutiva de dos poblaciones de ungulados silvestres introducidos en una finca
privada de Jordania — el arrui y urial. A través del uso de marcadores
moleculares (microsatélites y ADN mitocondrial) y su interpretacion en base a
los fundamentos de genética poblacional y filogeografia se tenia como objetivo
evaluar los niveles de diversidad genética de las dos poblaciones, asi como
inferir el posible origen de los individuos. Todo esto, teniendo en cuenta la
manutencion de la viabilidad de las poblaciones en el futuro, asegurando una

elevada variabilidad genética de las poblaciones.

Material y métodos

Area de estudio y especies muestreadas

El area de estudio se centra en una finca privada de caza mayor en
Jordania (Figura 5). Esta finca se caracteriza por una produccion de una gran
variedad de especies exdticas para la caza, entre ellas el arrui (Ammotragus
lervia) y el urial (Ovis vignei). Debido al facto de no existir valores de diversidad
genética (i.e. para comparacion) de otras poblaciones de arrui y urial en la
literatura, se muestrearon ademas en este trabajo tres poblaciones de
ungulados de la Peninsula Ibérica: el, arrui, muflon (Ovis musimon) y oveja

doméstica (Ovis aries) manchega, provenientes de una finca privada de caza



de Montes de Toledo, de una finca privada de Ciudad Real y de una
explotacion ganadera de Ciudad Real, respectivamente. Las muestras
procedentes de Jordania fueron recogidas durante el manejo de los animales
en el campo, en marzo de 2015. Se recogi6é una porcién de oreja de 21 arruis y
12 uriales y se guardd en etanol a 99% para posteriores analisis genéticos. En
el caso de los animales silvestres de la peninsula Ibérica, se usé una porcion
de bazo recogida durante la necropsia en campo de los animales abatidos (8
arruis y 14 muflones) durante las temporadas de caza (2006 - 2012) y
conservada a -20°C. También se us6 una porcién del bazo (guardado a -20° C)
de 13 ovejas sacrificadas durante un estudio experimental, para la extraccion
del ADN (Tabla 1).

Figura 5. La finca objeto de estudio se encuentra en la regién de Aqaba, sur de
Jordania. Se caracteriza por muelas pedregosas y valles rellenos de depdsitos
arenosos.

Extraccion de ADN, genotipado y secuenciacion

La extraccion del ADN se realiz6 mediante la utilizacion de dos kits
comerciales en columna: el kit Macherey — Nagel® para las muestras de la
Peninsula Ibérica (bazo) y el kit Qiagen® para las muestras de Jordania
(oreja); siguiendo las instrucciones descritas en cada uno de los Kits,
respectivamente (Tabla 1).



Tabla 1. Caracterizacion de las poblaciones muestreadas y muestras recogidas para
la extraccién del ADN y posteriores analisis genéticos.

. N° de . . Sistema de Extraccion Tipo de Ao de .
Especie Sistema de manejo Procedencia
muestras muestreo ADN muestra muestreo
Arrui 21 j .
Finca de caza Manejo en Qiagen Oreja 2015 Agaba, Jordania
Urial 12 campo
Arrui 8 Fi g Monteri 2004 - 2006
inca de caza onteria - ila-la-
Muflén 14 Macherey Bazo 2011y 2012 Castilla-la rlwancha,
Nagel Espafa
Oveja 13 Explotacién intensiva  Sacrificio 2014

Una vez que se tuvo el ADN extraido, se estim6 a través de un gel de agarosa
al 0,8% de concentracion, el estado de integridad de las cadenas y el grado de
concentracion relativamente al marcador de peso molecular “ladder L5” (Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA) (Figura S1). Para determinar la
diversidad genética de las poblaciones se utilizaron dos paneles de
marcadores nucleares (microsatélites) que estan recomendados por la ISAG —
FAQO (International Society Animal Genetics — Food Agricultural Organization)
para ovejas y cabras, dos de las especies mas proximas, relativamente, a las
estudiadas (Tabla 2).

Tabla 2. Caracterizacion de los microsatélites usados en cada una de las multiplexes.

Multiplex Loci Fluoroéforo

INRA5  F-TTCAGGCATACCCTACACCACATG p” .
R- AATATTAGCCAACTGAAAACTGGG 135-141 RepinehalSRgo FAM

INRAG3  F-ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC ” ;
R-AAACCACAGAAATGCTTGGAAG 159-167 Vaiman et al. 1994

MAF65  F-AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG

R-CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG 117-141"  Moore, S. S. et al. 1994
CSRD247 F-GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT
R-CACTGTGGTTTGTATTAGTCAGG 219-245™ Kemp, S.J.etal. 1993 -
1 HSC F-CTGCCAATGCAGAGACACAAGA 267301 # _Jann, O. C. et al. 2006
R-GTCTGTCTCCTGTCTTGTCATC
MCM42 F-CA TCTTTCAAAAGAACTCCGAAAGTG 66_1 20 ## Hulme et aI, 1994

R-CTTGGAATCCTTCCTAACTTTCGG

OarECB20 F-GGAAAACCCCCATATATACCTATAC p”
R-AAATGTGTTTAAGATTCCATACATGTG 24130 Buchanan et al. 1994 NED

OarFCB304 F-CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAA 140194 *  Yang, L. etal. 1999
R-TCGGCGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG

INRAG _ F-AGGAATATCTGTATCAACCTCAGTC " : 5ET
R-CTGAGCTGGGGTGGGAGCTATAAATA  109-123 Pepin et al. 1995

INRA23 _ F-GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC " : AV
R-TAACTACAGGGTGTTAGATGAACT 197-213 Pepin et al. 1995

INRA172  F-CCACTTCCCTGTATCCTCCT 150170 vic

R-GGTGCTCCCATTGTGTAGAC
McM527 F-GTCCATTGCCTCAAATCAATTC
R-AAACCACTTGACTACTCCCCAA
SPS113 F-CCTCCACACAGGCTTCTCTGACTT 132-170 * PET
R-CCTAACTTGCTTGAGTTATTGCCC

Leyenda: El tamafo de los fragmentos amplificados esta descrito para la oveja (##) y cabra (**),
respectivamente. Se usoé en este trabajo cuatro fluoréforos (FAM, VIC, PET, NED).siguiendo el método de
“M13-tailed fluorescent labelling method for PCR fragments” (Blacket et al. 2002).

155-173 " Jann, O. C. et al. 2006 NED

Se realizé una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para cada

uno de los 73 individuos, en la cual se anadiéo 5 ul de master mix (Applied



Biosystems, Foster, CA, USA), 1 ul de mix de oligonucledétidos, 3 ul de H,O y 1
ul de ADN. Se desarroll6 un programa de PCR universal para todas las
especies y multiplexes (Tabla 3). Se test6 el producto de la PCR en un gel de
agarosa al 2% para comprobar que las muestras amplificaran correctamente
(Figura S2). Para el genotipado se afadié a 1 ul del producto de PCR, 10 ul de
solucién Formamida y LIZ a una concentracién de 96:4 (“GeneScan-500 LIZ
Size Standard”; Vazquez-Lobo & Morales, 2015). La lectura de los
electroferogramas se hizo con el programa GENEMAPPER 4.0 (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA) por dos observadores independientes. A través
de la amplificacién de estos microsatélites fue posible determinar los genotipos

de cada individuo.

Tabla 3. Programa de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usado para la
amplificacién de los microsatélites (multiplexes) y del gen CtyB del ADN mitocondrial.

Microsatelites Mitocondrial
Fases
Temperatura | Duracion | Ciclos | Temperatura | Duracion | Ciclos
Desnaturalizacion 950 15 1 950 15 1
95° 30” 95° 30”
56-51°"
54 45" x30 56° - 53°2 40" x11 (x6)*
Annealing 580 - 550 °
72 45” 72 40”
95° 30” 95° 30”
53° 45” x8 51° 40” x34
Elongacion
72° 45” 72° 40”
Terminacion 60° 30’ x1 60° 10’ x1
Conservacion 10° infinito 10° infinito x1

Leyenda: " Temperatura de annelling especifica para urial; ? Temperatura de anneling especifica para
arrui; Temperatura de annelling especifica para muflon y oveja; * Ciclos de la etapa de annelling
especificos para arrui, muflon y oveja.

Para amplificar el gen citocromo B (CytB) del ADN mitocondrial (mtADN)
se utilizé los oligonucledtidos universales GLUD-G y CB3-H (Palumbi et al,
2002) pero con distintos programas de amplificacién (termociclador) para cada
una de las especies (Tabla 4). Asi que se optimizd la temperatura de
“annelling” de la PCR para cada una de las especies. Seguidamente, se
comprobd mediante un gel de agarosa al 2% la correcta amplificacion del

fragmento esperado (Figura S3). Una vez amplificado, se afiadio 1 ul de la
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soluciéon EXOSAP-IT en cada una de las muestras amplificadas y se colocé
nuevamente en el termociclador: [programa SEQ 53° (Tabla S1)]. Para la
reaccion de secuenciacion se utilizaron los dos oligonucleétidos (“forward” and
‘reverse”), visto que el tamafo del fragmento era demasiado elevado para la
capacidad del secuenciador (ABI310x, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Asi, para la completa secuenciacion de los 800 pares de base del
fragmento del mtADN se realizaran dos reacciones para cada individuo, en lo
cual se afiadié a 1 ul de PCR amplificado 0,5 ul de BigDye Terminator™
(nucledtidos marcados con florescencia; Rosemblum et al, 1997), 1 ul de buffer
y 7 ul de H20. En el siguiente paso, se limpid las secuencias con una solucion
de SEPHADEX (Pharmacia, Upsala, Suiza), (Andrews, P. 1964). La
secuenciacion propiamente dicha se llevé a cabo en el secuenciador (ABI310x,
Applied Biosystems, Foster, CA, USA). La lectura y confirmacion de las
secuencias se hizo a través del SEQSCAPE 2.5 (Applied Biosystems, Foster,
CA, USA).

Caracterizacion de los microsatélites

Se utilizé el programa MICROCHECKER version 2.2 (Van Oosterhout et
al. 2003) para comprobar la existencia de posibles errores asociados a la
amplificacion y lectura de los microsatélites en cada una de las especies,
separadamente. Este programa estima la presencia de tres tipo de errores en
los genotipos: alelos nulos, falsos alelos y “dropout”. Posteriormente, se calculo
el equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) y el linkage desiquilibrium para los
marcadores que no presentaban posibles errores usando el programa
GENEPOP versién 4.2 (Raymond and Rousset 1995). Apenas se considero
para las analisis posteriores de diversidad genética los microsatélites en
equilibrio de HWE y en “linkage equilibrium”.

Diversidad genética

Se calcul6 la diversidad genética poblacional a través de las frecuencias
alélicas de los microsatélites y de las frecuencias haplotipicas y nucleotipicas
del ADN mitocondrial. Usando el programa GENALEX versién 6.5 (Peakall &
Smouse, 2012) se calculd el numero de alelos (Na), la heterocigotia observada
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(Ho) y esperada (He). A su vez, la riqueza alélica (AR) y el coeficiente de
consanguineidad (Fis) se estimé usando el programa FSTAT version 2.9.3
(Goudet, 2001). La riqueza alélica se estimd teniendo en cuenta el menor
numero de individuos en cada uno de los grupo de especies/poblaciones (arrui
Jordania/lberia y urial/muflén/oveja). Se usé el analisis de componente factorial
integrado en el programa GENETIX version 4.05 (Belkhir et al, 2004) para
estimar la diferenciacion genética entre los individuos de cada poblacion y
entre las poblaciones. La frecuencia haplotipica y nulceotidica del gen CytB del
ADN mitocondrial (800 bp) se calculé para cada especie usando el programa
DnaSP (Librado, P. & Rozas, J. 2009).

Filogeografia

Para estudiar la filogeografia de las especies clave de este trabajo (arrui
y urial), ademas de usar las secuencias amplificadas en este estudio, se
utilizaron las secuencias publicadas y disponibles para ambas especies en el
GENBANK (Tablas S2 - S5). La visualizacion y tratamiento de las secuencias
se hizo mediante el programa BIOEDIT (Hall, 1999). Todas aquellas
secuencias con un tamano inferior a 450 pares de bases (tamafio de la
mayoria de las secuencias disponibles) fueran excluidas del analisis
flogeografico. Usando el programa NETWORK 4.6.1.3 (Fluxus Technology
Ltd), se construyd una red de haplotipos a través del algoritmo median-joining
para cada una de las especies clave. También se usé el método “statistical
parsimony” implementado en el programa TCS versién 1.21 (Clement et al,
2000) para crear una red de haplotipos y de modo que se pueda comparar con
los resultados obtenidos en el NETWORK. ElI programa TCSBU
(http://cibio.up.pt/seminars-in-biodiversity-and-evolution/details/tcsbu-a-tocs-
network-beautifier) permitio la visualizacién de la red de haplotipos alcanzada
en el programa TCS.

Con el programa JMODELTEST 2.1.7.2 (Posada, D. 2008) se estimo,
separadamente para cada una de las especies, el mejor modelo de sustitucidon
nucleotidica usando el algoritmo “heuristic’. Basado en AIC (Akaike Information
Criterion) y BIC (Bayesian information criterion) los mejores modelos de
substitucion fueran seleccionados: TN93+G para el arrui y el HKY+I+G para el
urial. Usando los modelos estimados y el método “maximum likelihood” y
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‘bayesiano” se construyeron arboles filogenéticos para cada una de las
especies mediante los programas MEGA 5.2.2 (10* replicaciones; Tamura et al.
2011) y BEAST version 1.8.2 (10° generaciones e muestreados a cada 100
generaciones (Drummond, A. J. & Rambaut, A. 2007) y siguiendo los
parametros predefinidos. Se usé el programa TRACER version 1.6, (Rambaut
et al. 2014) para la visualizacién de los resultados obtenidos en el BEAST vy el
programa FIGTREE version 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) para
la representacion del arbol filogenético.

Resultados

Caracterizacion de los microsatélites

Los analisis llevados a cabo con el programa MICROCHECKER para
comprobar la calidad de los genotipos, apenas indicaron un posible exceso de
homocigotia en los loci Inra06 y McM527 para la poblacion ibérica de arrui, y
s6lo para el locus McM527 en la poblacién jordana. Se descartd el locus
McM527 del analisis posterior de diversidad genética, ya que el mismo tipo de
error se produjo en ambas poblaciones. Sin embargo, no se descartd el locus
Inra06, debido a que solamente, se detectd en la poblacion ibérica
(posiblemente debido al numero reducido de individuos). Por lo tanto, se
trabajé con diez microsatélites para el arrui y con trece para el resto de
especies (urial, muflén y oveja).

Tabla 4. Parametros de diversidad genética estimadas para cada uno de los
microsatélites analizados en las poblaciones de arrui.

Poblacion de arrui de Jordania Poblacion de arrui de la Peninsula Ibérica

Locus M HWE Na RA H, H. Fis M HWE Na RA H, H. Fis
Inra06 Sl 3 21 0,143 0,452 0,121 nSI(.)s NO 2 2,7 0571 0,490 0,714

Inra5 Sl 3 21 0,143 0,135 0,187 S| 2 1,0 0,286 0,408 NA
Inra63 Sl 4 1,9 0,333 0,295 -0,059 Sl 2 20 0,167 0,153 -0,333
Maf65 Sl 10 48 0,762 0,838 0,128 S| 4 51 0,571 0,724 0,104
OarFCB20 Sl 6 51 0476 0,729 0,153 Sl 6 1,9 0,714 0,816 1.000
OarFCB304 Sl 2 20 0476 0,499 0,052 S| 2 20 0429 0,500 0,143
Inra172 Sl 3 22 0429 0,509 0,091 Sl 2 20 0429 0,459 0,143
Inra23 Sl 8 50 0,714 0,824 -0,097 S| 5 2,7 1,000 0,776 0,217
SPS113 Sl 6 41 0,762 0,764 -0,017 NO 5 34 0571 0,765 0.000
PROMEDIO 5 3,257 0,471 0,561 0,062 3,33 2,537 0,526 0,566 0,249

Leyenda: M, posibles errores estimados con el MICROCHECKER; HWE, Equilibrio Hardy-Weinberg; Na,
numero de alelos; RA, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada; He, heterocigosis esperada; Fis,
coeficiente de consanguinidad.
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Todos los loci se encuentran en equilibrio Hardy—Weinberg en todas las
especies, a excepcion de Inra06 y SPS113 para la poblacién de arrui de la
Peninsula Ibérica (Tabla 4 y 5). No se observan loci en linkage disequilibrium.

Diversidad genética

Todos los microsatélites se revelaron polimorficos en las especies
estudiadas (Tablas 4 y 5). En el caso del arrui, el numero de alelos (Na) varia
entre dos (Inra63) y diez (Maf65), siendo la media cuatro (Tabla 4). La
heterocigosis observada (H,) y la esperada (H.) varian entre 0,143/1 y
0,135/0,824, respectivamente, siendo la media de ambas poblaciones 0,498
para H, y 0,563 para He. El coeficiente de endogamia (Fis) varia entre -0,333/1,
siendo la media de ambas poblaciones 0,155 (Tabla 5).

Centrando la atencién en el urial, se puede observar que el numero de
alelos (Na) varia entre tres (CSRD247) y 13 (Inra172), siendo la media cinco
(Tabla 5). La heterocigotia observada (H,) y la esperada (He) varian entre
0,364/1 y 0,417/0,826, respectivamente, siendo la media 0,747 para H, y 0,633
para He. El coeficiente de endogamia (Fis) varia entre -0,304/0,036, siendo la
media -0,052. La riqueza alélica media de la poblacion de urial es de 3,45
(Tabla 5).

Tabla 5. Parametros de diversidad genética estimadas para cada uno de los
microsatelites analizados en las poblaciones de urial, muflén y oveja

Urial Muflén Oveja
Locus M HWE
Na RA H, H. Fis Na RA H, H. Fis Na RA H, H. Fis

CSRD247 SI 3 29 0,364 0,533 0,360 2 2,0 0,308 0,355 0,172 7 6,4 0,615 0,692 0,150
HSC SI 3 3,0 0818 0,649 -0,216 4 4,0 0,500 0,712 0,337 10 8,9 0,769 0,814 0,094
Inra06 SI 3 29 0545 0,417 -0263 2 2,0 0,538 0,453 -0,151 7 6,0 0,615 0,547 -0,085
Inra5 SI 4 3,9 0,545 0,678 0,241 4 4,0 0692 0,719 0,077 10 8,7 0,923 0,775 -0,152
Inra63 SI 4 38 0636 0479 -0284 2 20 0,333 0,375 0,154 8 7,7 0,923 0,846 -0,051
Maf65 sI 3 3,0 0800 0,615 -0,252 4 3,8 0,615 0,627 0,059 5 4,8 0,769 0,743 0,004
McM42 SI 4 4,0 0,727 0,727 0,048 3 2,8 0,692 0,536 -0,256 5 4,5 0,692 0,568 -0,180

OarFCB20 SI 4 3,9 0,727 0,591 -0,185 4 4,0 0,615 0,689 0,147 8 7,0 0,692 0,743 0,107

OarFCB304 SI 3 3,0 0545 0,434 -0,212 4 4,0 0,615 0,627 0,059 9 8,6 0,923 0,852 -0,043
Inra172 Sl 13 3,9 1,000 0,826 0,304 16 2,8 1,000 0,846 0,168 16 4,3 1,000 0,799 0,161
Inra23 s 7 3,0 1,000 0,777 0,972 6 5,0 1,000 0,716 0,065 11 9,4 1,000 0,840 -0,087

McM527 SI 6 3,9 1,000 0,723 -0,304 8 3,9 1,000 0,766 -0,067 12 4,8 1,000 0,852 0,077
SPS113 s 7 3,9 1,000 0,785 -0,088 7 5,0 1,000 0,828 -0,031 10 6,3 1,000 0,843 -0,004

PROMEDIO 5 3,5 0,747 0,633 0,052 5 3,5 0,685 0,635 0,056 9 6,7 0,840 0,763 -0,001

Leyenda: M, posibles errores estimados con el MICROCHECKER; HWE, Equilibrio Hardy-Weinberg; Na,
numero de alelos; RA, riqueza alélica; Ho, heterocigosis observada; He, heterocigosis esperada; Fis,
coeficiente de consanguinidad.
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En el caso del muflon, el numero de alelos (Na) varia entre dos
(CSRD247) y 16 (Inra172), siendo la media cinco (Tabla 5). La heterocigotia
observada (H,) y la esperada (H¢) varian entre 0,348/1 y 0,355/0,828,
respectivamente, siendo la media 0,685 para H, y 0,635 para He. El coeficiente
de endogamia (Fs) varia entre -0,256/0,337, siendo la media 0,056. La riqueza
alélica media de la poblacién de muflon es de 3,469 (Tabla 5). Para la oveja se
puede observar que el numero de alelos (Na) varia entre cinco (Maf65 y
McM42) y 16 (Inra172), siendo la media nueve. La heterocigotia observada (H,)
y la esperada (H.) varian entre 0,615/1 y 0,547/0,852, respectivamente, siendo
la media 0,840 para H, y 0,763 para He. El coeficiente de endogamia (Fis) varia
entre -0,180/0,161, siendo la media -0,001. La riqueza alélica media de la
poblacion de oveja es de 6,721 (Tabla 5).

El grado de diferenciacion genética entre individuos de la misma
poblacion y entre las poblaciones se cuantificd con un analisis factorial
multivariante (Figura 6).

b)

Figura 6. Resultado del analisis factorial multivariante realizado para el grupo de
poblaciones de arrui (a) y urial, muflén y oveja (b). El porcentaje de variabilidad
genética explicada por cada uno de los tres componente principales estan
representados en cada eje. En la poblacion de arrui de la Peninsula Ibérica (color
negro) se observa un punto mas alejado al grueso del grupo, correspondiente al
individuo nimero uno de esta poblacién. En la poblacion de Jordania (a color rojo), se
puede observar otro punto alejado que corresponde al individuo numero dos de esta
poblacién.

Relativamente al arrui (Figura 6a), se observaron diferencias tanto entre los

individuos de la misma poblacion [siendo que las diferencias fueran mas
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evidentes dentro de la poblacion jordana (en rojo) que la ibérica (en negro);
nube de individuos mas dispersa] como entre las dos poblaciones (nubes
separadas). Los tres ejes explican 31,97% de la variabilidad genética total.

En el caso del urial, mufléon y oveja (Figura 6b), la suma de los tres ejes
explican el 39,19% de la variabilidad genética total. Como se esperaba, las tres
especies se diferencian claramente (nube de puntos bastante separadas),
siendo que los individuos de la poblacion de oveja (en negro) son los que
presentan mayor diferenciacion genética dentro de la misma poblacion. La
diferenciacion genética no es tan evidente entre los uriales (en verde) y
muflones (en rojo) (Figura 6b).

Después de estudiar la variabilidad genética del ADN mitocondrial, se
observo, para el arrui, cinco haplotipos distintos y una diversidad haplotipica de
0,77. En el caso del urial, se obtuvieron tres haplotipos con una diversidad
haplotipica de 0,96.

Filogeografia

De los cinco haplétipos observados en las poblaciones de arrui (tamafio
de las secuencias 450 pb), dos son exclusivos de la poblacion de la Peninsula
Ibérica (H1 y H8), dos son exclusivos de la poblacion jordana (H3 y H4), y el
haplétipo H2 fue encontrado en ambas poblaciones. La red de haplotipos
obtenida para el programa NETWORK, que estima la historia evolutiva de la
especie, esta representada en la Figura 7. Resultados similares fueran
observados para el programa TCS (datos no ensefados). Relativamente a la
poblacién de Jordania (Figura 7a), dos lineas evolutivas fueron evidenciadas
separadas por 15 mutaciones, una con los haplétipos H2 y H3 (separadas
apenas por dos mutaciones) y otra referente al haplétipo 4. Comparando
nuestros haplotipos con los ya descritos en la literatura (Figura 7b), se obtiene
las mismas dos grandes lineas evolutivas, siendo que el haplétipo H3 nunca
habia sido reportado. Un patrén similar de divergencia entre hapldtipos fue
observado en el arbol filogenético, con una elevado grado de confianza en
ambos métodos - “maximum likelihood” y “bayesiano” (Figura 11). Se
observaran dos clados principales que ramificaban, cada uno, en dos sub-
clados. El hapl6tipo 8 fue el unico que presento resultados inconsistentes entre
analisis. En la NETWORK, el H8 estaba evolutivamente mas proximo del grupo
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de los haplétipos (H1, H2, H3, H9) mientras que en el arbol se bifurca del grupo
H4, H5, H6 y H7 posteriormente a la separacion del grupo (H1, H2, H3, H9).

a) Haplotipos presentes en Jordania

H2 H4
1 14

b) Red completa de haplotipos Hs

<

H2 H H1 H8 1|H4 Hé

. 1 O 1 1 12 1 O
H3 i
H3 H7

. Haplotipos encontrados en nuestras poblaciones y en las
secuencias cedidas por Teresa Luisa Silva

. Haplotipos encontrados Unicamente en nuestras
poblaciones

O Haplotipos extraidos del GenBank

Figura 7. Red de haplétipos obtenida con el programa NETWORK para la poblacion
de arrui de Jordania (a) y para todas las muestras analizadas, incluyendo las muestras
de GenBank y Espafna (b). Ademas, la frecuencia de los haplétipos de la poblaciéon de
Jordania esta representado en la figura (a). Los numeros indican el numero de
mutaciones que existen entre los haplétipos.

(O Haplotipos encontrados en nuestra poblacion

@ Haplotipos extraidos del GenBank

Figura 8. Red de haplétipos obtenida con el programa NETWORK para la poblacion
de urial de Jordania (a) y para todas las muestras bajadas del GenBank (b). Ademas,
la frecuencia de los haplétipos de la poblacion de Jordania esta representado en la
figura (a). Los numeros indican el numero de mutaciones que existen entre los
haplotipos.
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En relacion al urial, la historia evolutiva inferida con el programa
NETWORK de los tres haplétipos encontrados (H1, H2 y H3) en la poblacién de
Jordania esta representada en la figura 8a, mientras que la red de todos los
hapldtipos analizados esta representado en la figura 8b. Resultados similares
fueron obtenidos con el programa TCS (datos no ensefiados). Dos lineas
evolutivas separadas por 12 mutaciones fueran observadas en la poblacion de
Jordania, haplotipos H1 y H3 y el haplotipo H2. Un patron similar fue registrado
para el arbol filogenético con elevado grado de confianza (Figura 12). Los
individuos de Jordania se agruparan en dos clados divergentes.

Discusién

En la ultima década los marcadores moleculares han demostrado ser
medios comunes, baratos, rapidos y precisos en el apoyo a la gestién de las
poblaciones, principalmente a la evaluacién de la variabilidad genética y
también en la identificacion y determinacion de la historia evolutiva (Darling, y
Blum 2007). Usando estas herramientas moleculares, en este trabajo se
caracterizo las poblaciones de arrui y urial de una finca privada de caza de
Jordania en la cual el origen de los individuos, la diversidad genética de las
poblaciones y el manejo efectuado en los ultimos afios era desconocido.
Ademas, se analizé y comparé las subespecies de arrui desde el punto de vista
del ADN mitocondrial, y se obtuvo por la primera vez datos de diversidad
genética para estas dos especies de ungulados.

Diversidad genética

El efecto fundador y el tamafo efectivo de las poblaciones son dos de
los factores que modelan la diversidad genética de las poblaciones (Frankham,
1995). El hecho de que en Jordania hayan sido introducidos arruis de dos
regiones muy distintas, resultado inferido a través del analisis del ADN
mitocondrial, y de se estimar un elevado numero de individuos en la poblacion
pueden justificar los valores de diversidad genética observados cuando
comparado con la poblacion de la Peninsula Ibérica. En general, la poblacién
jordana presentd valores de diversidad genética mas elevados, una mayor
riqueza alélica y menor coeficiente de consanguinidad. Ademas, esta mayor
diversidad se refleja en la mayor diferenciacion observada entre los individuos
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(Figura 7a), siendo que el individuo mas alejado del grueso de la poblacion
presenta el hapldtipo 3 del gen CytB del ADN mitocondrial, lo que por el
analisis de la historia evolutiva, sugiere que proviene del mismo grupo del
hapldtipo 9 que esta descrito en Estados Unidos.

Relativamente al urial, se observé un patron muy similar al arrui, la
poblacion jordana present6 el menor valor de coeficiente de consanguinidad y
valores de riqueza alélica y heterocigocis elevados y muy proximos de la
diversidad genética observada en la poblacién de oveja (Tabla 9 y Tabla 5).
Curiosamente, la poblacion de muflones fue la que presentd menores indices
de diversidad genética. La diferenciacion genética entre los individuos de la
poblacion jordana de urial, sin embargo, no fue tan evidente como el caso del
arrui (Figura 7b).

Na Ho He Fis Riq. Alélilca
Urial 5 0,747 0,633 -0,052 3,475
Muflén 5 0,685 0,635 0,056 3,469
Oveja 9 0,840 0,763 -0,001 6,721

Tabla 9. Diversidad genética de las poblaciones de muflén, oveja y urial obtenida a
partir de la media de los parametros para cada uno de los locus. Na, numero de alelos;
Ho,, heterocigotia observada; H., heterocigotia esperada; F;, coeficiente de
endogamia/consanguinidad; Riq. alélica, riqueza alélica; Riqg. Alélica total, riqueza
alélica total.

Filogeografia

La historia evolutiva y demografica de los individuos de las poblaciones
diana fue inferido a través del analisis conjunto de la red de haplétipos, arbol
filogenético y la disposicion geografica de las diversas subespecies descritas
en la literatura. De los tres haplétipos de arrui observados en la poblacion
jordana (H2, H3 y H4), el haplétipo 3 fue identificado por primera vez en este
trabajo. La gran divergencia genética observada entre los haplétipos 2y 3 y el
hapldtipo 4, conjuntamente con la disposicion de estos haplotipos en la
distribucion geografica de las subespecies, sugiere que estos haplotipos son
tipicos de las subespecies A.llervia y A.l.sahariensis, respectivamente.
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Figura 9. Figura en la que se relacionan los clados principales con los haplotipos
existentes en las secuencias de arrui estudiadas. Los distintos colores en los
haplotipos identifican a los clados principales. Aquellos colores que pertenecen a una
misma gama de color, como por ejemplo, los colores verdes, quieren decir que
pertenecen al mismo clado principal pero tienen haplotipos distintos. Los diagramas
circulares del mapa indican que haplotipos se encuentran en cada pais y en que
porcentaje, en funcion de los animales con esa procedencia que tengan ese haplotipo.

En el caso del urial (Figura 10), dos de los haplétipos presentes en la
poblacién de Jordania (H2 y H3) estan unicamente presentes en esta
poblacion. El H2 esta genéticamente mas cerca del H4 que, por su localizacion,
parece pertenecer a la subespecie de O.v.kermanensis que esta presente en
Iran; y el H3 esta mas cerca del H1 y del H6 que parecen pertenecer a la
subespecie de O.v.arkal procedente principalmente de Iran, Turkmenistan y
Kazakhstan. Con esto se puede decir, que las introducciones realizadas en la
finca privada de Jordania se han hecho principalmente de Iran, Turkmenistan y

Kazakhstan.



20

7 ~
12 N
N AN
3 ~ L Ty . ”
H26

~ B° Has -

0,54 H21 O H1

9 H6

\H1H6H41 , 5 B
~
@ i \ 4 Tashkent ~
4 Baku \ /7 g
H3s @ H30
H36
® \H1H2H3 , -
o ~ s
OH38 OH28 }@\I Baghdad }
Al n -

0,99 O H16 -7 \ L
63 Cairo _- wd \ — =HT0 H31 H35 H43
5 O ” HG H18 H15 H24 Ha H25 H5 H7 HE HO H1} H15 H29 H32 H33

.~ Hi9 H11 H12 H13 H14 H16 H17 HI9 H20 H21 N - H_1'14ﬂ40 H42
H22 H23 H26 H27 H28 H37 H38 AR =
H11 i
H20 H14
O O “GH17
° 9
H37
H3
0,99 0,99 3
86 O .
100 H9 Frecuencias

15

<)
5

1100

0,82 °
0. kK

94 Okermanensis ovikes OH33
o

. H29
.v.cycloceros OackKa3

0,0030

Figura 10. Figura en la que se relacionan los clados principales con los haplotipos
existentes en las secuencias de urial estudiadas. Las distintas gamas de color en los
haplotipos identifican a los clados principales. Aquellos colores que pertenecen a una
misma gama de color, como por ejemplo, los colores rosas, azules y amarillos, quieren
decir que pertenecen al mismo clado principal pero dentro de ese mismo clado existen
haplotipos distintos. Los diagramas circulares del mapa indican qué haplotipos se
encuentran en cada pais y en qué porcentaje, en funcién de los animales con esa
procedencia que tengan ese haplotipo.

Conclusiones

A partir del analisis de los marcadores moleculares, microsatélites y
ADN mitocondrial, fue posible cuantificar la variabilidad genética de las
poblaciones de arrui y urial de la finca de Jordania, asi como determinar la
posible procedencia de sus individuos. Resultados similares de diversidad
genética fueran observados tanto para la poblacidén de arrui como urial, cuando
se compararon con las poblaciones control. De realzar la posible presencia de
varias subespecies de arrui y urial en la finca, como resultado de la
introduccidon de individuos de varias regiones distintas. Este cruzamiento de

individuos genéticamente distintos resultd en niveles moderados/elevados de



21

diversidad genética que tienden a asegurar la viabilidad de las poblaciones en

el futuro, aunque con impactos desconocidos en las subespecies.
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Anexo |: Material y métodos

Tabla S1. Programa de secuenciacion en el termociclador del programa SEQ
53°.

Programa SEQ 53°
Temperatura Duracion Ciclos

94°C 3 min

96°C 10s

53°C 5s x 23
60°C 4 min

10°C )

Tabla S2. Caracterizacion de las secuencias de ADN mitocondrial de arrui
obtenidas del GENBANK e integradas en el analisis filogeografico.

Authors N2 genbank Hap. Lugar Tamaiio N2 Hap.

Hassanin,A. Et al 1998 AF034731.1 cytb Paris 1143bp H8
Mereu,P. Et al 2008 NC_009510.1 complete USA 16530b H9
Hassanin,A. (2008) FJ207522.1 complete Paris 165p40b H8
Silva,T.L. et al 2015 KM582124.1 h124 Tunez 45(':),bp H5
Silva,T.L. et al 2015 KM582123.1 h123 Algeria 450bp H4
Silva,T.L. et al 2015 KM582125.1 h125 Algeria 450bp H6
Silva,T.L. et al 2015 KM582126.1 h126 Algeria 450bp H7
Silva, T.L. no publicadas NAG98 Espafia H8
Silva, T.L. no publicadas NAG99 Espafia H8
Silva, T.L. no publicadas NAG100 Espafia H8
Silva, T.L. no publicadas NAG713 Espafia H8
Silva, T.L. no publicadas NAG714 Espafia H8
Silva, T.L. no publicadas NAG715 Espafia H8
Silva, T.L. no publicadas NAG1194 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1195 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1197 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1311 Espafia H1
Silva, T.L. no publicadas NAG1312 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1313 Espafia H1
Silva, T.L. no publicadas NAG1315 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1316 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1317 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1318 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG1319 Espafia H2
Silva, T.L. no publicadas NAG73 Marruecos H8

Silva, T.L. no publicadas NAG225 Marruecos H8
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Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.
Silva, T.L.

no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas
no publicadas

no publicadas

NAG228
NAG229
NAG230
NAG231
NAG232
NAG271
NAG316
NAG443
NAGA450
NAG461
NAG504
NAG543
NAG602
NAG603
NAG604
NAG1320
NAG1321
NAG1322

Marruecos
Marruecos
Marruecos
Marruecos
Marruecos
Marruecos
Marruecos
Tunez
Tunez
Tunez
Tunez
Tunez
Tunez
Tunez
Tunez
Tunez
Tunez

Tunez

H8
H8
H8
H8
H8
H8
H8
H4
H4
H4
H4
H4
H4
H4
H4
H4
H4
H4

Tabla S3. Caracterizacion de las secuencias de ADN mitocondrial de urial
obtenidas del GENBANK e integradas en el analisis filogeografico.

Autores N2 genbank Hap. Tamaiio Procedencia subsp N2 hap.
Rezaei,H.R. Et al 2009 FJ936217.1 OVNo4 1140bp Iran 0. Vignei H15
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU365983.1 OvWsl 1140bp Iran O.v. Arkal H4
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU365984.1 OvEs2 1140bp Iran O.v. Arkal H5
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU365993.1 OvaGol 1140bp Iran O.v. Arkal H6
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU365994.1 OvaGo2 1140bp Iran O.v. Arkal H6
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU365995.1 OvaGo3 1140bp Iran O.v. Arkal H7
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366005.1 OvaTul 1140bp Iran orientalis x vignei H8
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366006.1 OvaTu2 1140bp Iran orientalis x vignei H9
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366007.1 OvaTu3 1140bp Iran orientalis x vignei H10
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366008.1 OvaTu4 1140bp Iran O.v. Arkal H6
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366011.1 OvaSk1 1140bp Iran O.v. Arkal H11
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366012.1 OvaSk2 1140bp Iran O.v. Arkal H12
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366013.1 OvaSk3 1140bp Iran O.v. Arkal H13
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366014.1 OvaSk4 1140bp Iran O.v. Arkal H14
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366017.1 OvkNo1l 1140bp Iran 0O.v. Kermanensis H15
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366018.1 OvkNo2 1140bp Iran 0. Vignei H16
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366019.1 OvaPal 1140bp Iran orientalis x vignei H6
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366020.1 OvaPa2 1140bp Iran orientalis x vignei H6
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366021.1 OvaPa3 1140bp Iran orientalis x vignei H17
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366022.1 OvaKal 1140bp Iran O.v. Arkal H18
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366023.1 OvaKa2 1140bp Iran O.v. Arkal H19
Rezaei,H.R. Et al 2009 EU366024.1 Ovaka3 1140bp Iran O.v. Arkal H18
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Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
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Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
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Rezaei,H.R.
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Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
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Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.
Rezaei,H.R.

Rezaei,H.R.

Meadows,J.R. Et al 2011
Meadows,J.R. Et al 2011

Meadows,J.R. Et al 2011

Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009
Et al 2009

EU366025.1
EU366026.1
EU366027.1
EU366028.1
EU366029.1
EU366030.1
EU366031.1
EU366032.1
EU366033.1
EU366034.1
EU366035.1
EU366036.1
EU366037.1
EU366038.1
EU366054.1
EU366056.1
EU366069.1
EU366071.1
FJ936212.1
FJ936215.1
FJ936216.1
EU366049.1
FJ936219.1
FJ936220.1
FJ936221.1
EU366039.1
EU366045.1
EU366046.1
EU366047.1
EU366048.1
EU366050.1
EU366074.1
FJ936218.1
EU366043.1
EU366044.1
EU366042.1
EU366052.1
EU366072.1
EU366041.1
FJ936213.1
FJ1936214.1

HM236189.1
HM236187.1

HM236186.1

OvakKa4
OvkKel
OvkKe2
OvkKe3
OvkKe4
OvkKe5
OvkYal
OvkYa2
OvkYa3
OvkYa4d
OvkKe6
OvkKe?7
OvkKe8
OvkBal
OvaTal
OvkNo3
OvEs3
OvkNo4
OVA12
OVA4
ovc4
OvvPk1
OoVVv2
ovv3
ovv4

OvbPk1
OvbPk2
OvpPk1
OvpPk2
OvbPk3
OvpPk3
OVP4
OvcPk1
Ovcpk2
OvbTj1
OvbTj2
OvTj1
OvaTm1l
OVA1l7
OVA18

h78
h76

h75

1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1436bp
1140bp
1138bp
1103bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp
1140bp

16696bp
16694bp

16694bp

Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Irdn
Iran
Kazakhstan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakstan
Pakstan
Tajikistan
Tajikistan
Tajikistan
Turkmenistan
Turkmenistan
Turkmenistan

Kazakhstan
Kazakhstan

Kazakhstan

O.v. Arkal
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
orientalis x vignei
O.v. Kermanensis
O.v. Kermanensis
O.v. Kermanensis

O.v. Arkal
O.v. Kermanensis

O.v. Arkal

0. Vignei

O.v. Arkal

O.v. Arkal

O.v. Cycloceros

0O.v. Vignei

O.v. Vignei

0O.v. Vignei

O.v. Vignei

O.v. Cycloceros
O.v. Blanfordi
O.v. Blanfordi

O.v. Punjabensis

O.v. Punjabensis
O.v. Blanfordi

O.v. Punjabensis

O.v. Punjabensis

O.v. Cycloceros

O.v. Cycloceros

O.v.bocharensis

O.v.bocharensis

O.v. Arkal

O.v. Arkal

O.v. Arkal

O.v. Arkal

0. Vignei

O. Vignei

0. Vignei

H20
H21
H22
H23
H24
H24
H24
H25
H26
H25
H27
H18
H18
H28
H37
H38
H4
H15
H6
H6
H31
H10
H43
H43
H10
H29
H33
H34
H35
H35
H15
H40
H42
H31
H32
H30
H36
H39
H1
H41
H6

H30
H1

H1
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Tabla S4. Caracterizacion de las secuencias de ADN mitocondrial de oveja
obtenidas del GENBANK e integradas en el analisis filogeografico.

Authors N2 genbank Gl Haplotipo Tamaiio Procedencia N2 hap.
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689756.1 571024930 Sawakni5 491bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689757.1 571024932 Sawakni4 491bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689758.1 571024934 Sawakni3 491bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689759.1 571024936 Sawakni2 491bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689760.1 571024938 Sawaknil 491bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689761.1 571024940 Naemi5 491bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689762.1 571024942 Naemi4 488bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689763.1 571024944 Naemi3 488bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689764.1 571024946 Naemi2 488bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689765.1 571024948 Naemil 488bp Arabia saudi H27
Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689766.1 571024950 Najdi4 488bp Arabia saudi H27
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Al-Harbi,M.S. et al 2013 KC689772.1 571024962 Heri2 492bp Arabia saudi H27
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Chen,S.Y. Et al 2006 DQ309017.1 83659321 OAxj051 1140bp China H17
Chen,S.Y. Et al 2006 DQ309018.1 83659323 OAxj070 1140bp China H14
Chen,S.Y. Et al 2006 DQ309019.1 83659325 OAXxj183 1140bp China H2
Chen,S.Y. Et al 2006 DQ309020.1 83659327 OAxj190 1140bp China H2
Chen,S.Y. Et al 2006 DQ309021.1 83659329 O0OAqgh2510 1140bp China H7
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Demirci, S. et al 2013 KF677297.1 565672779 DAG_36 1042bp Turquia H16
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Demirci, S. et al 2013 KF677302.1 565672789 HEM_17 1042bp Turquia H2
Demirci, S. et al 2013 KF677303.1 565672791 MRK_24 1042bp Turquia H16
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Tabla S5. Caracterizacion de las secuencias de ADN mitocondrial de muflén
obtenidas del GENBANK e integradas en el analisis filogeografico.

Authors N° genbank Gl Hap. Tamano Procedencia Subsp N°

Hap.

Barbanera,F. Et al 2011 FR873150.1 359464671 H2 1140bp Italia O. Musimon H21
Barbanera,F. Et al 2011 FR873151.1 359464673 H3 1140bp Italia O. Musimon H2
Barbanera,F. Et al 2011 FR873152.1 359464675 H4 1140bp Italia O. Musimon H1
Guerrini,M., et al 2015 LN651260.1 781791801 H2 1042bp Italia O. Musimon H2
Guerrini,M., et al 2015 LN651261.1 781791808 H3 1042bp Italia O. Musimon H22
Guerrini,M., et al 2015 LN651262.1 781791812 H4 1042bp Italia O. Musimon H6
Guerrini,M., et al 2015 LN651263.1 781791826 H5 1042bp Italia O. Musimon H1
Guerrini,M., et al 2015 LN651264.1 781791832 H6 1042bp Italia O. Musimon HA1
Guerrini,M., et al 2015 LN651265.1 781791855 H7 1042bp Italia O. Musimon H1
Guerrini,M., et al 2015 LN651266.1 781791857 H8 1042bp Italia O. Musimon H21
Guerrini,M., et al 2015 LN651267.1 781791863 H9 1042bp Italia O. Musimon H23
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Figura S1. Gel de agarosa al 2% de concentracion testando la amplificacion
del producto de la PCR de microsatélites. En el ultimo pocillo esta el marcador
de peso molecular “ladder L5”.
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Figura S2. Gel de agarosa al 2% de concentracion testando la amplificaciéon
del producto de la PCR mitocondrial. En el ultimo pocillo de cada linea esta el
marcador de peso molecular “ladder L5”.



