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RESUMEN

El mejoramiento genético en animales domésticos ha permitido la seleccion de
fenotipos con los mejores atributos, incrementando la cantidad de razas y la
diversidad genética contenida en ellas, permitiendo que se adapten. En el tropico
Alto de Narifio, la diversidad genética de la subespecie Bos taurus, esta
representada por razas europeas y ganado criollo o razas locales que adquirieron
caracteristicas adaptativas como tolerancia al calor, resistencia a enfermedades
infecciosas, alta eficiencia reproductiva y longevidad. Sin embargo, sus
poblaciones han disminuido debido a cruzamientos dirigidos a incrementar el
volumen de produccibn de leche, mediante la introduccion de razas
especializadas. En el presente estudio, se evalud la diversidad genética de las
razas bovinas lecheras del Tropico Alto de Narifio, holstein, jersey, criollo,
normando y pardo, para conocer su estado genético actual y el grado de absorcion
del ndcleo criollo, mediante la amplificacion de once loci microsatélites que
resultaron ser polimorficos y altamente informativos. Los patrones alélicos para las
razas fueron similares con heterocigosidad observada alta y diversidad genética
mayor para la raza criolla. Se encontraron distancias genéticas pequefas entre
razas y poca estructura (FST=0.0663), las razas criollo y holstein (0,006), con el
valor mas alto de identidad (0,87) se agruparon en un cluster. El andlisis de
agrupamiento bayesiano, mostr6 mezcla genética entre razas y un 56% de
absorcion del nucleo criollo por la raza holstein. Los resultados permitieron inferir
que la alta diversidad genética ha sido el resultado de procesos de mezcla entre
razas, adaptacion a diferentes ambientes y presibn moderada. Sin embargo,
refleja un continuo flujo genético entre razas, que evidencia la realizacion de
cruces dirigidos al incremento de productividad y en detrimento de la pureza del
criollo, hecho que puede incidir en su capacidad adaptativa, de ahi que se hace
necesario el desarrollo de estrategias que permitan conservar su pureza.

PALABRAS CLAVE: criollo, diversidad, absorcién, adaptacién, mejoramiento,
microsatélite.



ABSTRACT

In domestic animals, like cattle, the genetic improvement has allowed the selection
of best features, this increased the number of races, and their genetic diversity.
This races are adapted to adverse conditions. In the high tropic of Narifio, genetic
diversity of Bos Taurus is represented by European races, and the creoles who are
adapted to tropical conditions. They acquired resistance to heat and moisture and
to diseases and they have high reproductive efficiency and longevity. However, the
populations of creoles have decreased because the controlled crosses are
destined to increase the volume of milk production, by the introduction of
specialized breeds. In the present study, was made a genetic diversity analysis of
the cattle dairy breeds in the high tropic of Narifio, to evaluate their genetic status
and the grade of absorption of creole breed. There were used eleven
microsatellites for the holstein, creole, jersey, normando and pardo suizo breeds.
The results have shown that all of the evaluated loci were polymorphic and high
informative. The allelic patterns for all breeds were similar, creole breed was the
breed with the highest values of observed heterocigosity and genetic diversity. The
genetic distance analysis show low genetic differentiation (Fst = 0, 0663; p<0, 05)
for the total population, with the lower differentiation between holstein and creole
(0,006), they also had the highest identity value (0,87). This result was
corroborated when was performed the Bayesian grouping, who detect the
absorption of creole by holstein breed (absorption percentage of 56%), this
suggest a management guided to increase the milk volume of production. This has
decreased the purity of creole breed and this fact can decrease the genetic
variability and made a loss of the adaptive advantages of this breed. Because this
it's necessary to implement conservation strategies for creole breed.

Key words: creole, diversity, absorption, adaptation, improvement, microsatellite.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Equilibrio Hardy-Weinberg: Es un modelo tedrico para genética de poblaciones.
El concepto de equilibrio en el modelo se basa en las siguientes hipoétesis:

1. La poblacion es panmictica (todos los individuos tienen la misma
probabilidad de aparearse y el apareamiento es al azar.

2. La poblacién es suficientemente grande (para minimizar las diferencias
existentes entre los individuos).

3. La poblacién no estd sometida a migracion, mutacion o seleccion (no hay
pérdida ni ganancia de alelos).

4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de
generacion en generacion.

Bajo estas circunstancias las poblaciones genéticas se mantienen en
equilibrio.

Desequilibrio de ligamiento: Cuando los alelos de diferentes loci se encuentran
ligados no existe una segregacion independiente de los mismos, lo que hace
gue se observen genotipos comunes entre individuos. Un caso extremo
ocurre cuando los loci se encuentran en el mismo cromosoma y muy
cercanos por lo que la frecuencia de recombinacion es muy baja. Sin
embargo, en poblaciones naturales adaptadas a un medio ambiente se
pueden dar asociaciones entre alelos de diferentes loci en diferentes
cromosomas debido a seleccion natural.

Deriva génica: Es un “sorteo” de genes durante la transmision de gametos de los
padres a los hijos en cada generacion. La mayoria de los organismos son
diploides, es decir, tienen dos ejemplares de cada gen y los gametos de
estos organismos portan solo uno de los dos alelos de cada gen. El que un
gameto lleve un alelo u otro es una cuestion probabilistica, en cada
generacion esperamos una fluctuacion al azar de las frecuencias alélicas en
las poblaciones. Si en algin momento durante esta conducta fluctuante un
tipo de los alelos no llega a transmitirse a la siguiente generacién, entonces
este alelo se habra perdido para siempre. El resultado de la deriva suele ser
la pérdida de variabilidad genética, siendo un proceso que contrarresta la
entrada de variabilidad genética por mutaciones.



Introgresion genética: es la dispersion de uno o mas genes de una especie en
otras, a consecuencia de un proceso de hibridacion interespecifica seguida
de retrocruzamiento con una o ambas de las especies parentales.

Mapa de ligamiento: También llamados mapas meidticos, se basan en que,
durante la meiosis, los loci que se encuentran en diferentes cromosomas se
separan al azar en los gametos, mientras que los que se encuentran en un
mismo cromosoma tienden a co-segregar, al menos que un evento de
recombinacién rompa esa asociacion de tipo “parental”’. La presencia de
este fendmeno de entrecruzamiento (del inglés crossing-over) se visualiza
en los cromosomas como una estructura llamada quiasma. Un mapa de
ligamiento es un arreglo lineal de sitios polimoérficos sobre un cromosoma,
deducido de experimentos de recombinacidn genética, implica un
ordenamiento de marcadores y genes estableciendo distancias genéticas
entre ellos.

Panmixia: todos los individuos tienen la misma probabilidad de aparearse vy el
apareamiento es al azar.



1. INTRODUCCION

El proceso de domesticacion y mejoramiento genético de animales permite la
seleccién de fenotipos con mejores atributos, resultando en una gran variedad de
razas. Esta diversidad genética permite identificar la adaptacion de los animales a
enfermedades, parasitos, diversas condiciones climaticas, de alimentacion y otros
factores como las cambiantes exigencias del mercado (Pizarro et al., 2009); y a su
vez, esta variedad de razas, que se usan ya sea en la explotacién agropecuaria, la
cria convencional o la ingenieria genética, constituyen “per se” un patrimonio de
inestimable valor, al poseer una combinacién Unica de genes (Bejarano et al.,
2012). La pérdida de la diversidad genética no soOlo pone en riesgo de
desaparicibn a ciertas razas, sino que ademas limita los progresos del
mejoramiento genético a desarrollarse en el futuro (Pizarro et al., 2009) y reduce la
posibilidad para hacer frente a nuevas condiciones ambientales. Debido a esto, en
las ultimas décadas del siglo XX fue constatado que el uso y preservacion de los
recursos geneéticos son inseparables (Barker, 2001), de manera que hay un
consenso de la importancia de las razas domeésticas en la biodiversidad mundial
explicado por el acervo genético contenido en aquellas razas que fueron
introducidas hace décadas y que cumplen con un proceso de adaptacion
ambiental en las zonas donde han sido introducidas.

La diversidad genética de bovinos en Colombia esta representada por una
amplia variedad de razas de origen Europeo (Bos taurus taurus) introducidas por
los espafioles desde el siglo XV, algunas de las cuales lograron adaptarse
exitosamente a las dificiles condiciones tropicales. De estas, el ganado criollo
adquirié caracteristicas adaptativas de gran importancia, como tolerancia al calor y
la humedad, resistencia a ciertas enfermedades infecciosas, alta eficiencia
reproductiva y longevidad, lo cual incrementé su valor como recurso genético
(Barrera et al., 2006). Sin embargo, en los ultimos treinta afios, las poblaciones de
ganado bovino y en especial de razas criollas disminuyeron drasticamente, debido
a la falta de informacién del estado genético de dichas poblaciones y por ende de
un conocimiento base para el control de las relaciones de parentesco entre los
individuos que conlleva con frecuencia a la realizacion de apareamientos
consanguineos que afectan de forma significativa la variabilidad genética y la
productividad de las poblaciones (Novoa et al.,, 2010). Ademas de esto, la
variabilidad genética en el grupo criollo tiende a disminuir debido en gran parte a la
practica de cruzamientos dirigidos destinados a incrementar principalmente la
productividad, hecho que lleva a que este grupo racial sea absorbido por razas
especializadas con lo que se pierde la oportunidad de aprovechar los rasgos
adaptativos de este tipo de ganado (Bejarano et al., 2012).
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En el trépico alto de Narifio, el criterio basico de seleccion es el volumen de
produccion, razén que conlleva a la pérdida de diversidad genética con la continua
realizacion de cruzamientos dirigidos al incremento del litro de leche por dia,
objetivo que se consigue mediante la introduccion de la raza holstein (Pizarro,
2009), quien por sus altos volumenes de produccion es la més difundida y utilizada
en practicamente todos los sistemas de lecheria especializada llevando a que las
poblaciones de criollos disminuyan en esta zona (Sastre, 2003). De esta manera,
cruzamientos preferenciales con individuos considerados mayormente productivos
estan ocasionando una erosién genética en muchas poblaciones (Moreno et al.,
2007).

Sin embargo, a partir del 2006 el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
detectd la necesidad de reorientar el proceso selectivo en procura de obtener una
mejor calidad composicional de la leche y mayor eficiencia reproductiva, es asi
como en Colombia ya se observan iniciativas que brindan una mayor
remuneracion econdmica a productores de leche cuando presenta una alta calidad
y mayor contenido proteico (Moreno et al., 2007). Teniendo en cuenta ese
indicador, la raza criolla a pesar de presentar niveles de produccion mas bajos
tiene un proceso adaptativo importante de resistencia al estrés en climas
tropicales y es mas eficiente en el uso de los recursos que le ofrece su ambiente,
en comparacion con otras razas especializadas como la holstein y la jersey
(Martinez et al., 2008). Ademés, su importancia se hizo evidente en estudios
previos realizados por el Programa de Mejoramiento Genético de la Universidad
de Narifio, en los cuales se evalud la proteina lactea Kappa-Caseina (CSN3), por
medio de herramientas moleculares, evidenciando una mayor calidad
composicional para criollos y una calidad menor para holstein (Solarte et al.,
2009).

Ante los avances de la genética molecular, los méritos antes descritos podrian
conferir a la raza criolla la posibilidad de contribuir en forma estratégica para que
los sistemas de produccion animal, sobre todo aquellos en los ecosistemas
tropicales, sean sustentables (Tewolde, 2007). De ahi que el conocimiento de la
diversidad genética se hace fundamental para el mejoramiento genético
sustentable y donde un elemento clave para fomentar estrategias hacia su
conservacion es la caracterizacion de las razas con el fin de formar un cuadro
general de la diversidad genética existente (Alves, 2007).

En este sentido, Hanott y Jianlin (2005) citados por Alves (2007) concluyen que
una documentacion de la diversidad de los recursos genéticos animales debe ser
una prioridad, siendo el principal objetivo el mantenimiento de la maxima
diversidad genética con el minimo incremento posible de consanguinidad por
generacion. Para ello una de las primeras etapas de un programa de conservacion
de razas, consiste en la evaluacion de su variabilidad genética y la distribucién de
ésta entre sus poblaciones, asi como la posible deteccién de alelos raros que
indiquen la presencia de variantes genéticas Unicas (Rusell et al., 2000). Teniendo
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en cuenta lo anterior, existe una necesidad de ampliar el conocimiento sobre la
diversidad genética de las razas bovinas y en especial del grupo racial “criollo” en
el tropico alto de Narifio, pues hasta la fecha, el estudio del estado genético de las
diferentes razas en relacion a parametros como frecuencia genética y diversidad
genética entre y dentro de las poblaciones de bovinos para el Sur de Colombia es
aun insuficiente. (Escobar et al., 2009)

En la actualidad muchos estudios de conservacion de razas se basan en los
andlisis genéticos, a través del estudio de marcadores moleculares de DNA. Entre
estos marcadores se cita el uso de los microsatélites o short-sequence repeat
tandem (SRT), que presentan un elevado polimorfismo en todo el genoma y
suministran amplia informacién sobre la diversidad genética, las fuerzas micro-
evolutivas que modifican las frecuencias alélicas en cada poblacién asi como el
nivel de consanguinidad existente (Galetti 2010 citado por Ayala, 2013), razén por
la cual son los marcadores méas comunmente usados en estudios de
caracterizacion genética en ganado (Alves, 2007). Adicionalmente, su estudio
permite establecer correlaciones entre la variacion genética presente en las
poblaciones bovinas y los caracteres de produccién evaluados previamente por el
Programa de Mejoramiento Genético de la Universidad de Narifio.

Esta investigacion se desarrollo con el fin de determinar el estado actual de la
diversidad genética de las razas de la especie Bos taurus mas importantes del
Tropico Alto de Narifio, permitiendo cubrir un vacio en el estado actual del
conocimiento mediante la disposicion de informacion complementaria para el
disefio futuro de programas de seleccién y mejoramiento, facilitando la direccion
de apareamientos y el aprovechamiento de las ventajas adaptativas del criollo,
sobre todo en el mejoramiento de los rasgos limitantes de la productividad entre
los que se destacan la calidad composicional de la leche, longevidad y fertilidad,
logrando un consecuente incremento de la productividad y competitividad pero asi
mismo, disminuyendo en alguna medida el efecto que la ganaderia ejerce sobre el
medio ambiente, minimizando las zonas utilizadas para pasturaje y mantenimiento
del ganado bovino que ocasionan erosion del suelo y perdida de la vegetacion.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de la diversidad genética de las poblaciones bovinas
de la especie de Bos taurus del Trépico Alto de Narifio

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Estimar la diversidad genética entre y dentro de los nulcleos raciales

holstein, normando, pardo suizo, jersey y criollo en el Tropico Alto de
Narifo.

v Establecer el grado de absorcion del nicleo criollo de la region.
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3. MARCO TEORICO

La historia del ganado bovino en América comienza 500 afios atras con los
vigjes de Cristobal Coldn; en ellos se introdujeron a Republica Dominicana y Haiti
los primeros animales de origen Bos taurus provenientes de la Peninsula Ibérica,
los cuales dieron origen a las hoy denominadas razas criollas (Barrera et al.,
2006).

En la actualidad, los bovinos criollos lecheros tropicales se encuentran
distribuidos desde zonas muy bajas como en el tropico hiumedo hasta los
ecosistemas Andinos, con evidencia de evolucién diferencial para cada caso
(Tewolde, 2007). Debido al grado de adaptacion que presentan para cada zona en
la que evolucionaron, se considera que poseen un conjunto de genes para cada
ambiente especifico asi como un potencial para la produccién lechera a base de
pastos. Las razas criollas presentan un menor volumen de produccion, pero con
una mayor calidad (sélidos totales) y resistencia al estrés de los climas tropicales,
en comparacion con otras razas especializadas (holstein y jersey) que han
sustituido paulatinamente a estas nativas con fines productivos y aunque no
existen reportes de su aporte a la produccion de leche, se considera que su
conservacion y desarrollo es de vital importancia como proceso productivo alterno
en hatos bovinos del trépico alto (Vilaboa et al,.2012).

3.1. CONCEPTO Y NECESIDADES DE PRESERVACION DE LA
BIODIVERSIDAD

De acuerdo con la es (Food and Agriculture Organization), la Organizacion
para la Alimentacion y la Agricultura de la ONU, se define la biodiversidad o
diversidad biolégica, como “la variacion de la vida en todas sus formas, niveles y
combinaciones, incluyendo la diversidad genética, la diversidad en las especies y
la diversidad en los ecosistemas”. Se puede por tanto estudiar la diversidad en
todos los niveles: la de especies dentro de ecosistemas, la de razas o poblaciones
dentro de especies, 0 la existente dentro de esas poblaciones, donde se entiende
a la diversidad global como la combinacion de todas esas fuentes de variabilidad
(FAO, 2010).

Aunque en el caso de las especies silvestres existe un interés particular por
preservar la biodiversidad fundamentalmente por su valor bioldgico y porque son
importantes para lograr la sostenibilidad de los ecosistemas, las especies
domeésticas contribuyen a la diversidad en general y en particular a la produccién
alimenticia para el ser humano. Actualmente, casi dos mil millones de personas
dependen del consumo al menos parcial, de animales domésticos para su
supervivencia, y un 12% de ellas lo hace casi completamente (Riethmuller, 2003).
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Esta diversidad de animales domésticos comprende los recursos genéticos
de las especies, razas y variedades que revisten interés agricola, siendo las razas
el componente principal de esta diversidad, principalmente por ser el resultado de
diversificacion genética dentro de las especies durante la evolucién (Martinez,
2008). La diversidad genética de razas domésticas ha permitido que a lo largo de
varios siglos se seleccionen animales con una amplia variedad de caracteristicas
que respondan a los cambios del medio ambiente y a nuevas amenazas de
enfermedades y a las necesidades cambiantes del mercado. Lo anterior resulté en
el desarrollo de las 4500-5000 razas actuales (FAO, 2010). Sin embargo, durante
los ultimos 50 afios, debido a los rapidos cambios en sistemas de produccion,
fuerzas de mercado y cruces indiscriminados con otras razas, un importante
namero de razas se han perdido (Martinez, 2008) y cerca del 30% de todas los
nucleos de ganado estan en peligro de extincion.

La ganaderia del mundo, basada en la explotacion de unas pocas razas
altamente especializadas, disminuye la variabilidad en las razas o lineas altamente
productivas que reemplazan de manera progresiva a las razas locales que se
encuentran adaptadas a estos ambientes (FAO, 2010). Este es el caso de la
especie Bos taurus cuya capacidad adaptativa y variedad de razas ofrece
alternativas para diversos modelos de produccion, lo anterior hace necesario que
se establezcan esquemas de evaluacion sistematicos de la capacidad productiva
de las poblaciones locales. El conocimiento de su genoma y las innovaciones
tecnolégicas que lo acompafian como el uso de herramientas de biologia
molecular (marcadores moleculares) posibilita estudiar la diversidad genética de
las poblaciones de esta especie, y la seleccion directa de animales que lleven la
mejor combinacion de genes, facilitando de esta forma las decisiones en
programas de mejoramiento y seleccion de genotipos (Gonzalez, 2011)

3.1.1. Conservacion de la diversidad genética del agro

La necesidad de conservar la diversidad genética ha tomado alta relevancia
en los Ultimos afos, y estamentos como la FAO, el Convenio de Diversidad
Biolégica, la Cumbre de Rio de Janeiro entre otros coinciden en que dicha
conservacion debe estar unida a un desarrollo sostenible de los recursos
genéticos como estamentos que reflejan la diversidad y a su adecuado uso
(Martinez, 2008).

Se hace necesario entonces el conocimiento de los recursos genéticos
propios de estas razas, debido principalmente a que se desconocen las
necesidades futuras y contar con un reservorio de variacion genética que permitird
reforzar la resistencia o la tolerancia encontradas en las poblaciones ganaderas
para ser usada como una herramienta adicional de lucha contra las enfermedades
infecciosas o parasitarias, variaciones en la disponibilidad y calidad de alimento
y/o agua y otros factores limitantes (Ruiz, 2010).
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Asi, el conocimiento de los recursos genéticos aportados por las razas
criollas se hace necesario, pues estos grupos raciales se encuentran adaptados a
su entorno local como resultado de seleccion natural y a pesar de tener
capacidades productivas menores en comparacion con razas altamente
especializadas, son muy eficientes en el uso de los recursos disponibles y se
consideran sostenibles a largo plazo; estas razas que evolucionaron con bajos
niveles de manejo reproductivo exhiben un alto grado de variabilidad genética,
resistencia a enfermedades tropicales y altos niveles de fertilidad (Villasmil et al.,
2008). Caracteristicas no encontradas en animales importados provenientes de
razas que se caracterizan por su mayor productividad (Hannote & Jianlin, 2005)

A partir de la década de 1950, los esfuerzos para mejorar la produccién en
paises en desarrollo, basada en la importacion de razas mejoradas genéticamente
para ser usadas como puras o0 para el cruzamiento con las razas locales, este
proceso asumia que el ambiente de produccion se modificaria para alta
produccion y bajo estrés de manera que las poblaciones debieran adaptarse al
nuevo ambiente. Sin embargo, no se considerd la falta de adaptacion de las
nuevas razas (FAO, 2010), hecho que dio paso a que la sustitucion de razas y
cruzamientos dirigidos destinados a incrementar principalmente el volumen de
produccion potenciara la pérdida de caracteristicas adaptativas de las razas
locales y por ende la disminucion de variabilidad genética presente en las
poblaciones existentes (Barker, 2001).

La pérdida de variabilidad genética puede llevar a una especie o raza a la
extincion, por lo tanto una mala politica de conservacion de la diversidad genética,
o en el peor de los casos, la ausencia de ella, podria provocar un progresivo
deterioro de la raza. Cuando se trata con poblaciones de tamafio reducido y no se
lleva a cabo una estrategia de apareamientos dirigidos para obtener minima
consanguinidad o minimo parentesco, se corre el riesgo de aumentar los niveles
de endogamia. Esta a su vez provoca que haya un descenso en los niveles
reproductivos y disminuya la tasa de crecimiento de la poblacion (Martinez, 2008).
De alli que el mantenimiento de la diversidad sea un objetivo prioritario en los
programas de conservacion (Fernandez et al., 2004). Poseer recursos genéticos
de poblaciones genéticamente heterogéneas garantiza la adaptacion y viabilidad
de una especie 0 una raza a entornos de produccién variables, razon por la que la
conservacion de la diversidad genética se convierte entonces en una salvaguarda
frente a cualquier reto adaptativo proveniente de alteraciones en las circunstancias
de produccién, manejo y supervivencia de las especies domésticas (Hannote et
al.,2005).

3.1.2. Estrategias para la conservacion de razas bovinas criollas en Colombia

El cruce absorbente de razas llevé a que hace aproximadamente 60 afios
se hiciera la sustitucion completa de bovinos criollos en Colombia, esto debido a
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que las razas de los paises industrializados se consideraban mas productivas,
pero sin tener en cuenta que estas razas especializadas no se encontraban
adaptadas a las condiciones ambientales de la region Ecuatorial del pais, hecho
que les impidid sobrevivir bien en los climas tropicales (Ruiz, 2010). Lo anterior
llevé a que en 1994, Colombia se comprometiera a conformar la creacion de
bancos de germoplasma con fines de recuperacion y mejora de las razas bovinas
criollas apoyando su conservacion y uso (Anzola, 2002 citado en Ruiz, 2010). En
afos recientes se ha desarrollado el Programa Nacional de Fomento de Bovinos
Criollos que promueve la utilizacion de las razas de bovinos criollos adaptados al
clima colombiano, promoviendo asi la cria de estas razas en el pais (Alvarez et
al., 2009).

3.2. RECURSOS ZOOGENETICOS Y RAZAS

Los recursos zoogenéticos se definen como aquellas especies animales
usadas en la producciéon de alimentos y la agricultura (Rivas et al., 2007). Turton
en 1974 definié una raza como un grupo homogéneo, subespecifico de ganado
domestico con caracteristicas externas definibles e identificables que les permiten
ser separados por evaluacion visual de otros grupos definidos similarmente dentro
de la misma especie, o0 como un grupo homogéneo donde la separacion
geografica de los grupos fenotipicamente similares ha llevado a la aceptacion
general de su identidad separada (Barker, 2001). Por su parte, la FAO en 2010
defini6 una raza como un grupo subespecifico de ganado doméstico con
caracteristicas externas definibles e identificables que permiten separarlo por
inspeccion visual de otros grupos definidos de manera semejante dentro de la
misma especie (FAO, 2010).

Las definiciones de raza en el contexto de los paises desarrollados han
incluido diferentes conceptos como el de “animales que comparten una pauta
comun de uso, un determinado grado de uniformidad en su fenotipo y acervo
génico comun”; y el de “grupos intraespecificos diferenciados, cuyos miembros
comparten caracteristicas particulares que los distinguen de otros grupos” (FAO,
2010). Sin embargo, de acuerdo con Jay Lush no existe una definicion perfecta,
puesto que una raza ha sido considerada como un grupo de animales domeésticos,
de acuerdo a lo consensuado entre los criadores (Lush, 1994), donde el problema
esta en el limite que proponen los ganaderos y los técnicos que lo reconocen y se
han propuesto diferentes magnitudes de identidad entre grupos de animales a
distintos niveles en una misma especie (Sastre, 2003).

Por otro lado, en muchas regiones en desarrollo, la definicion de raza se ha
hecho mas dificil, debido a que las poblaciones que se aislan del resto, ya sea por
razones geograficas, ecologicas o culturales, tienden a diferenciarse como
consecuencia de la seleccion natural y artificial, asi como por la deriva genética.
Entonces, los nombres utilizados para distinguir poblaciones de ganado no
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necesariamente corresponden a la diversidad genética subyacente e incluso en
muchos casos los animales no corresponden a ninguna raza reconocida, aunque
puede haber términos locales que se refieran a poblaciones distintas. Cuando
resulta dificil distinguir poblaciones genéticamente diversas, los estudios
moleculares pueden contribuir a la definicibn de razas separadas y grupos de
razas (Alderson, 2003).

Asi entonces, cada raza ha evolucionado a través de mutacion, deriva
genética y a través de adaptacion separada con diferentes presiones de seleccién
impuestas por el clima, nutriciébn variable, enfermedades endémicas, parasitos y
criterios impuestos por el hombre denominado seleccion artificial (Alderson, 2003).
El significado de razas no es solo su identidad separada; cada una comprende un
Unico set de combinacion de genes y cada una tiene una adaptabilidad especifica
(Barker, 2001).

3.2.1. Flujo de los recursos zoogenéticos y sus repercusiones en la
diversidad

El flujo de genes definido para las especies domésticas, como el
movimiento e intercambio de razas de animales y germoplasma, se ha producido
desde hace mucho tiempo en las especies ganaderas y son consecuencia de
diferentes factores que incluyen consideraciones culturales, militares,
organizativas, de instituciones politicas, tecnoldgicas, de investigacion; cuya
importancia relativa ha variado durante el curso de la historia. Sin embargo, la
informacion disponible de como se ha dado este flujo sigue siendo superficial e
incompleta (Mergenthaler, 2006).

Estos flujos pueden aumentar o reducir la diversidad, el tipo de repercusién
depende de diferentes factores, como la adecuacion medioambiental del pais
receptor, o las estructuras organizativas tanto del pais receptor como del emisor
(FAO, 2010). Durante las primeras fases del flujo de genes que abarcan el periodo
de inicio de la cria de ganado en la prehistoria hasta mediados del siglo XX, el flujo
génico generalmente aumentaba la diversidad. Sin embargo, durante las ultimas
cuatro o cinco décadas, la evolucién y la expansién de la produccion de ganado
intensiva y la exportacion de sistemas de produccién completos han conducido a
la reduccion de la diversidad mediante la sustitucion a gran escala de las razas
locales por una pequefia cantidad de razas prosperas mundialmente (Shrestha,
2005).

Dichas razas suelen ser de origen europeo e incluyen los nucleos holstein y
jersey; este proceso se encuentra en un estado avanzado en Europa y América
del Norte, pero ahora se esta repitiendo en muchos paises en desarrollo que hasta
el momento habian conservado un gran nimero de razas locales (Tisdell, 2005).
Cuantificar las repercusiones de este proceso ha resultado dificil en gran parte
debido a que no se han recopilado los datos necesarios.
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En definitiva, la progresiva sustitucion de las razas locales se acelerara en
muchos paises en desarrollo a menos que se tomen medidas especiales para su
conservacion, proporcionando a los criadores de ganado el apoyo adecuado. El
modo en que el flujo de genes afectara la diversidad en el futuro, dependera de los
marcos politico y legislativo que se encuentren en proceso (FAO, 2010).

3.2.2. Caracteristicas fenotipicas de las razas bovinas del Trépico Alto de

Narifio

El ganado bovino lechero del Tropico alto de Narifio comprende diferentes
razas que han sido rentables productivamente, y que se han venido utilizando en
los dltimos afios en las fincas ganaderas presentes en el departamento. A
continuacion se describen las caracteristicas mas importantes de las principales
razas lecheras de la region:

Tabla 1. Descripcion fenotipica de las razas lecheras del Trépico Alto de Narifio

Raza Origen Descripcion Capacidad Composicion de Situacion en el
fenotipica productiva leche tropico alto de
Narifio
Holstein Holanda: Frisia Grande, elegante y 6570.1 L de Pobre en grasa y 91.23% de las
occidental y pais fuerte, peso leche por proteina (3.5% poblaciones
bajo del Norte o promedio de 650 lactancia de 305 en promedio), absorbidas por esta
North Holland Kg. Pelaje blanco y dias’ comparada con raza sobre nucleos
negro o blanco y otras razas criollos locales, con
rojo (Figura 1) rasgos fenotipicos
predominantemente
holstein
Normando Peninsula de Grande, conbuena 4600 L de leche Proteinas mas Es la raza con mayor
Normandia en el capacidad toracica por lactancia de aptas para la nimero de ejemplares
norte de Francia y abdominal, pelvis 305 dias’ transformacion después de la Holstein
larga y ancha, guesera, con introduccién
ligeramente permitiendo notoria en la dltima
inclinada, linea rendimientos en década, con objetivo
superior, recta y queso superiores de mejorar el
muscular y sélidos entre un 15% y contenido proteico, la
aplomos que un 25% calidad composicional
soportan el delalecheyla
conjunto (Figura 1) fertilidad
Pardo Suizo Alpes suizos Mediana con pesos 5185 L de leche El alto contenido Son muy pocos los
de hasta 650Kg en por lactancia de de grasay hatos que conservan
hembras y 1.000Kg 305 dias’ proteina de la nucleos puros pardo
en machos. Pelaje leche, permite suizo.
caracteristico de elaborar El mestizaje con la
color café parduzco subproductos de holstein es bastante
que varia de alta calidad, comun
habano claro hasta COmo quesos, en la zona.
el café oscuro yogurt,
(Figural). mantequilla
con 3.98% de
grasay 3.43% de
proteina
Jersey Isla Jersey en el Pequefia, con peso 5950 L de leche  Alto contenido de Existe un nicleo

canal de la
Mancha

promedio en la
madurez entre 350-
430 Kg
Sus colores van

por lactancia de
305 dias

grasa, proteinas
y s6lidos totales.

pequefio de
explotacion lechera, lo
que genera una base
de datos reducida.
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Criollo Se incluyen los
animales que
comercialmente
no se consideran
una raza pura o

mestiza

desde el bayo
claro, pasando por
el marrén, hasta el
casi negro,
aceptandose las
manchas (Figural).

Negra, pequefio,
en comparacion a
las razas europeas

y el sistema
mamario es de
menor tamario, con
malas inserciones
anteriores y
posteriores y
pezones de tamafio
variable (Figural).

Marcadamente

No evaluado
inferior

Se presume que los
nucleos han sido

absorbidos por la raza

Holstein.

"Fuente: Solarte et al. (2009)

Figura 2. Razas presentes en el Tropico Alto de Narifio. A. Jersey, B. Pardo
Suizo, C. Normando, D. Holstein, E. Criollo. Fotos tomadas por el grupo de
Mejoramiento Genético Animal, Universidad de Narifio, 2010.

(@
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3.3. CARACTERIZACION GENETICA MOLECULAR

La caracterizacién genética molecular permite el analisis de polimorfismos o
variaciones que se dan en determinadas moléculas proteicas y en marcadores de
DNA, y que permiten medir la variacion genética a nivel poblacional ya sea entre
pares de poblaciones o dentro de las mismas, ademas de determinar relaciones
genéticas entre ellas. Debido al bajo nivel de polimorfismo observado en las
proteinas, lo cual conduce a una aplicabilidad limitada en los estudios de
diversidad, los marcadores moleculares de DNA son los mas escogidos para
hacer caracterizacion genética molecular (Martinez, 2008).

Este proceso comprende la toma de muestras sobre el terreno de material
biologico, extraccion del DNA de las muestras, almacenamiento, ensayos de
laboratorio (p. ej., genotipificacion o secuenciado), analisis de los datos y
mantenimiento de una base de datos de informacién genética molecular (Martinez,
2008).

De acuerdo con la FAO en 2005, los resultados de los estudios de
caracterizacion molecular son necesarios para determinar los parametros de
diversidad dentro de una raza y entre razas, proporcionar informacién sobre
relaciones evolutivas (arboles filogenéticos) y determinar centros de origen y rutas
migratorias, identificar relaciones de parentesco y genéticas (p. €j., huella de DNA)
dentro de las poblaciones y apoyar la mejora genética de las poblaciones animales
mediante el uso de marcadores.

3.3.1. Marcadores moleculares y sus aplicaciones

Los marcadores moleculares o genéticos son loci que presentan
caracteristicas detectables que difieren de un individuo a otro dentro del DNA, se
presentan en el individuo durante toda su vida (Ruiz, 2010) lo que constituye una
ventaja para realizar analisis genéticos pues se encuentran presentes en el mismo
sitio del genoma generacion tras generacion (Uffo et al., 2002). Asi mismo, pueden
ser considerados como un conjunto de técnicas que permiten visualizar la
presencia de variantes alélicas que se producen por mutaciones y se establecen
durante el tiempo evolutivo (Ayala, 2013), y estan enfocadas a determinar la
organizacion de la estructura genética en las poblaciones o individuos de interés
(Ruiz, 2010).

Entre las aplicaciones de los marcadores moleculares en mejoramiento
genético se pueden diferenciar tres categorias: 1) las de corto plazo como son la
identificacion y discriminacion de genotipos, 2) las de mediano plazo que permiten
cuantificar la variabilidad genética a nivel de secuencias de DNA y su correlacion
con la expresion fenotipica en mapeo genético; y 3) las de largo plazo donde la
informacion generada es integrada en las metodologias de seleccion y
recombinaciéon (Martinez, 2008). Gracias al uso de marcadores moleculares se ha
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facilitado la construccién de mapas genéticos y la clonacién de genes que pueden
ser usados en mejoramiento.

3.3.2. Marcadores microsatélites o STR

En la actualidad se dispone de diversos tipos de marcadores moleculares
para evaluar la diversidad genética en animales, y los mas usados son los
microsatélites que son secuencias cortas que se encuentran repetidas en tandem
(10-50 veces) e intercaladas a lo largo de todo el genoma (Litt y Luti, 1989), este
tipo de marcadores son altamente polimérficos debido a la longitud de la
secuencia repetida, ademas se clasifican dentro de los marcadores codominantes
lo que significa que son bastante informativos pues en ellos puede distinguirse el
patron homocigoto del heterocigoto (Ayala, 2013) y son mas eficientes en estudios
de genética de poblaciones porque permiten detectar variaciones directas en el
DNA, son estables y no presentan caracteres pleiotropicos (Pifiero, 2008).

Se ha estimado que la tasa de mutacién en microsatélites varia entre 107 y
10 por generacién, con un alto grado de polimorfismo que se explica por
acumulacion de mutaciones producidas por el deslizamiento de la polimerasa
durante la replicacion de DNA (Romero, 2009).

Dentro de las desventajas en el uso de microsatélites las mas usuales son
errores en la genotipificacion, que pueden generarse en cada paso del muestreo
desde la extraccion de DNA hasta el analisis estadistico. Uno de los errores mas
frecuentes es la no amplificacion de alelos o alelos nulos también conocida como
“‘dropout”, causada por sustituciones, deleciones o inserciones en los sitios de
union de los cebadores (Ayala, 2013). La falla estocastica de la amplificacion de
un alelo lleva a que los individuos heterocigotos aparezcan como homocigotos,
gue se traduce en la presencia de un exceso de homocigotos en los andlisis de
datos. La situacién anterior también puede verse mas frecuentemente en loci con
alelos de tamarfio muy diferente, este efecto es producido debido a que uno de los
alelos (generalmente el mas pequefio) inicia la amplificacién antes que el otro,
llevando a visualizar un alelo pequefio con un pico mas alto que el alelo grande en
los resultados del electroferograma o a que el alelo grande no sea visible cuando
la cantidad de DNA es baja. Puede darse también amplificaciones inespecificas
gque muchas veces se malinterpretan como alelos verdaderos llevando a
inferencias erroneas de los resultados (Quiroz, 2007).

Sin embargo, el empleo de los marcadores microsatélites en el estudio de
poblaciones de ganado criollo han revelado altos niveles de polimorfismo y
diferencias en las medidas de diversidad genética para cada poblacion
considerada, lo que contribuye al conocimiento de la estructura genética de las
poblaciones de razas taurinas y constituye una valiosa herramienta para el disefio
de planes de conservacion (Villasmil, 2008; Moreno, 2001).
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3.3.2.1. Técnicas para la caracterizaciéon alélica de STR

Se distinguen tres etapas usadas para la caracterizacién de microsatélites,
la primera de ellas es la extraccion de DNA cuyo protocolo depende del tipo de
tejido que se use. Este proceso consta de 2 fases, una de lisis celular y
solubilizacion del DNA y otra de eliminacion de productos acompafiantes también
llamada purificacién (Martinez, 2008). A continuacion en la segunda etapa y una
vez obtenido el DNA molde los microsatélites son amplificados mediante la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos
complementarios a las secuencias Unicas que flanquean la secuencia repetida
(secuencia “blanco”) que ademas son muy conservados entre individuos de la
misma especie e incluso de diferentes especies. Cada locus es analizado
individualmente al utilizarse el par de cebadores construido especificamente para
su amplificacién (Mburu & Hanotte, 2005).

La dltima etapa que consiste en identificacion de variantes alélicas de
microsatélites puede hacerse de varias formas, una de ellas es la electroforesis en
gel de poliacrilamida que permiten una resolucién de un solo nucledtido, otra
técnica que se esta usando en la actualidad es la secuenciacién que permite
determinar las secuencias y tamafios de fragmentos cuantificando la fluorescencia
emitida por cebadores marcados con fluorocromos (Martinez, 2008).

3.4. DIVERSIDAD GENETICA

Se define diversidad genética como toda la variacion biolégica hereditaria
acumulada durante el proceso evolutivo gracias a acumulacion de mutaciones en
las secuencias nucleotidicas de DNA, y que a su vez se ve influenciada por
fuerzas evolutivas que pueden disminuir o aumentar la variacion (Freenan y
Herron, 2002 citados en Ayala, 2013). La diversidad genética tiene como funcién
mantener un reservorio de condiciones de variacion que permitan a una especie
hacerle frente a cambios en el medio en el que se desarrolla, est4 capacidad se
traduce en adaptacion y supervivencia; y cambios que dan origen a un proceso
evolutivo que permite que los genes implicados contribuyan a la diversidad
genética total. Asi, mientras que los genes encargados de procesos bioquimicos
fundamentales se conservan y muestran poca variaciéon, cuando en una especie
existe una gran variabilidad genética las posibilidades de reponerse a una crisis
son mayores.

Con la domesticacion la diversidad genética se ve incrementada en
principio, formando razas en cada region agroecolégica, pero en el momento en
gue los sistemas de produccion se hacen uniformes se requieren individuos mas
parecidos, por lo que los programas de seleccién son la principal causa de la
pérdida de diversidad genética dentro de la poblacién, esto significa que la
variacion disminuye y por lo tanto también lo hace la capacidad de adaptacion de
la especie (Quiroz, 2007).
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3.4.1. Medidas de diversidad genética

Tradicionalmente los marcadores moleculares se han utilizado para calcular
una serie de parametros relacionados con la diversidad, tanto la existente dentro
de una raza como la que se presenta entre distintas razas. Son indicadores de la
diversidad dentro de razas (Martinez et al., 2008).

3.4.1.1. Calculo de frecuencias alélicas

Se puede definir frecuencia alélica como el cociente entre el nUmero de
alelos iguales de una poblacion y el nimero total de alelos. El célculo de las
frecuencias alélicas se hace por recuento directo de los alelos presentes,
asumiendo que la observacion de un solo alelo corresponde a un homocigoto, por
lo tanto que no hay alelos nulos. Asumiendo que existe Equilibrio Hardy-Weinberg,
la varianza de una frecuencia alélica puede describirse mediante la expresion
binomial:

,  x(1—x)
% =" on

x: frecuencia alélica y n: numero de individuos de la muestra. El error estandar
(SE) de la frecuencia alélica se obtiene mediante la raiz cuadrada de la varianza
(Nei 1987). Para una frecuencia dada, el error estandar disminuye a medida que
aumenta el tamafio de la muestra, pero se acerca a cero asintéticamente a partir
de unos 30 individuos. Se puede considerar, por tanto, que un tamafno 6ptimo de
muestra seria de 30 a 60 individuos (Martinez, 2008).

3.4.1.2. Contenido de informacién polimorfica (PIC)

El contenido de informacion polimérfica (PIC) es un parametro introducido
por Botstein y colaboradores en 1980, como un indicador de la calidad de un
marcador en estudios de cartografia génica. Su valor depende del nimero de
alelos y de la distribucién de frecuencias de tal forma que se expresa como:

Los marcadores con valores de PIC superiores a 0.5 se consideran muy
informativos, los que tienen valores entre 0.25 y 0.5 medianamente informativos y
los que muestran valores inferiores a 0.25 poco informativos. El célculo de este
parametro refleja el polimorfismo detectado lo que permite hacer una valoracion de
la calidad de un marcador para estudios genéticos. Sin embargo, dada su
sensibilidad al numero de alelos y de sus frecuencias, la informacion que aporta
no es suficiente para basar en ella la eleccion de un marcador u otro.
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3.4.2. Heterocigosis

Se trata de una valoracién de la medida de diversidad genética medida
como la frecuencia media de individuos heterocigotos por locus.

3.4.2.1. Heterocigosidad observada (Ho)

Es la proporcibn de individuos heterocigotos existentes para un
determinado marcador, o su promedio para un conjunto de marcadores observada
en una muestra de una poblacion. Puede calcularse directamente a partir de los
genotipos encontrados en la poblacién para todos los loci (Ho), 0 por recuento
directo (Ho).

3.4.2.2. Heterocigosidad esperada o Diversidad genética (He)

Es la probabilidad matematica de que 2 alelos tomados al azar de la
poblacién sean diferentes (Crow y Kimura, 1970 citados por Rosero, 2010). En
una poblacién en equilibrio Hardy-Weinberg la frecuencia de heterocigotos esta
dada por 2pqg. Es equivalente a la Heterocigosidad observada asumiendo que las
poblaciones se encuentran en equilibrio.

Este estadistico es muy informativo ya que indica la rigueza genética que
posee una poblacion, o una especie independientemente de cual sea el sistema
de reproduccion o de la accién de la seleccion natural sobre las frecuencias de los
genotipos, ademas de que puede revelar si durante la historia de la poblacion ha
existido algun evento que le haya perder variabilidad genética (Villasmil et al.,
2008).

3.4.3. Equilibrio Hardy-Weinberg

El Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) establece tedricamente que: en una
poblaciéon de gran tamafio donde los individuos se aparean al azar, y todos son
igualmente viables y fecundos, las frecuencias genotipicas no cambian después
de una generacion y que las frecuencias genotipicas de un locus pueden
representarse en funcién de las frecuencias alélicas (Ayala, 2013). Esto significa
que una poblacién diploide estd en HWE para un locus genético polimorfico si la
proporcion de genotipos observados en la poblacién puede ser completamente
definida por las frecuencias alélicas del locus en cuestion. En otras palabras, los
alelos del locus estan distribuidos al azar en la poblacién y no existe asociaciéon
entre el par de alelos que un hijo recibe de sus padres.

Todo lo anterior teniendo en cuenta que la poblacién se caracterice por la
ausencia de fuerzas evolutivas como seleccion, deriva génica, flujo génico vy
mutacion. En los estudios sobre variacion genética debe determinarse si hay
desviaciones significativas del HWE en los loci estudiados, pues si la proporciéon
de genotipos para un solo locus no esta en HWE, se puede atribuir a que ha
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habido seleccion que ha afectado dicho locus o0 a la existencia de alelos nulos,
pero si son varios loci independientes los que se desvian significativamente del
HWE, este fendmeno puede deberse a que dentro de la poblacion existen
subdivisiones, a que existe migracion o flujo de genes desde una fuente externa o
se estan produciendo apareamientos dirigidos (no aleatorios) (Bjornstad et al.,
2002).

La diferencia entre la heterocigosidad observada y la heterocigosidad
esperada calculada a partir de las frecuencias alélicas asumiendo equilibrio Hardy-
Weinberg puede usarse para detectar desequilibrios en la estructura de una
poblacion. No obstante, un método mucho mas exacto es comparar la distribucién
de genotipos observados con la distribucién esperada si la poblacidén estuviera en
HWE. Cualquier desviacion significativa indicara que la poblacién esta subdividida,
gue existe una consanguinidad significativa o que existe un flujo de genes de otra
poblacion. Estas circunstancias pueden ser estudiadas usando test exactos o
procedimientos de proporcién de verosimilitud. Estos analisis son necesarios
debido al gran numero de alelos de los microsatélites y al elevado numero de
posibles genotipos (Quiroz, 2007).

3.4.4. Estructura de la poblacion

Se habla de que dos poblaciones se encuentran estructuradas cuando
existe diferencia en las frecuencias alélicas, esta diferenciacion puede deberse a
que la seleccion natural favorecié diferentes genotipos en diferentes poblaciones o
a que procesos aleatorios en la transmision de alelos de una generacion a otra o
por diferencias en las frecuencias alélicas de los fundadores de las poblaciones
(Hartl y Clark, 1997 citados en Ayala, 2013). Para medir la estructura de una
poblacion se puede usar el estadistico Fst que se basa en el modelo mutacional
de alelos infinitos 0 el Rst Que al usar el modelo mutacional paso a paso se
amolda mas al uso de microsatélites.

3.4.4.1. indices de Fijacion

Para evaluar el efecto que tiene la subdivision de las poblaciones en la
estructura genética de las mismas se han desarrollado varios métodos y el mas
utilizado es el de los estadisticos F propuestos por Wright (1951), quien define tres
coeficientes F distintos, basados en un modelo de un locus con dos alelos,
relacionados directamente con los tres niveles que presenta una poblacion
subdividida, es decir, distribuyendo la variacién genética a nivel poblacional (T), de
subpoblaciones (S) y a nivel individual (I) (Hartl y Clark, 1989; Hedrick, 2000
citados en Colin, 2006).

El indice Fst, conocido como indice de fijacidbn subpoblacional, mide la
diferenciacion genética entre las poblaciones. Varia entre 0 (no existe
diferenciacion) a 1 (diferenciacion completa, fijacion de alelos. Wright (1978)
sugirié unas pautas generales para la interpretacion del Fst , de acuerdo con las
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cuales un Fst mayor a 0.25 indicaria una diferenciacion muy grande, donde se
estaria presentando un proceso de especiacion (Cafién et al., 2001). Puede ser
usado también el indice Gst propuesto por (Nei, 1973), que se define como la
proporcion de diversidad genética que se encuentra entre poblaciones y se
considera analogo a Fst cuando se estudian loci multialélicos.

Fis, también llamado coeficiente de endogamia, mide la reduccién en la
heterocigosis de un individuo debido al apareamiento no azaroso dentro de su
subpoblacion, es decir, da una medida del nivel de endogamia dentro de las
subpoblaciones. Varia entre —1 (Exogamia) a +1 (Endogamia). Un valor de 0
indicaria el estado de panmixia donde se cumplirian todos los supuestos del
equilibrio Hardy — Weinberg.

El indice Fr denominado como coeficiente de endogamia total de un
individuo, mide la reduccion en la heterocigosis de ese individuo con respecto a la
poblacion total. También es usado el estadistico Rst de Slatkin (1995),
especificamente creado para medir la heterogeneidad genética con microsatélites
(Slatkin et al., 1996).

3.4.5. Distancias genéticas

Permiten medir el grado de diferenciacion existente entre las distintas
poblaciones, razas o especies que se tienen en el momento actual; asi mismo, se
puede ademas hacer inferencia de la historia filogenética de la especie. De esta
manera, se puede definir una distancia genética entre pares de unidades, de
forma que cuanto mayor sea la distancia entre ellas, mas separadas estaran en
términos evolutivos, mas distintas serdan genética y (presumiblemente)
fenotipicamente y mayor serd la diversidad entre razas de la que se dispondra
(Barker, 2001).

Medidas de distancia basadas en el estadistico Fst de Wright son mas
apropiadas para procesos evolutivos a corto plazo como es el caso de divergencia
entre variedades, especialmente si el tamafo efectivo de las poblaciones varia en
el tiempo y entre razas (Reynolds, 1983; Vega Pla, 2001 citados en Sastre, 2003).
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4. ESTADO DEL ARTE DE LA INVESTIGACION

La seleccion genética en la especie bovina est4 basada en la mejora de
caracteres controlados por multiples loci, seleccionando asi los individuos mas
destacados de cada raza y con mejores atributos para la realizacién de
cruzamientos dirigidos por inseminacion (Uffo et al., 2006). Los avances en
estudios de la importancia que tienen algunos genes sobre caracteres productivos
permiten predecir con objetividad cuales caracteristicas pueden usarse en el
futuro.

Los estudios genéticos en bovinos se basaron inicialmente en el cariotipo
(Basrur y Moon, 1967), seguido de los mapas de ligamiento y gracias al avance
tecnoldgico se hizo la caracterizacion del genoma completo, que permite identificar
animales con mayores aptitudes para diversas caracteristicas de interés
economico, incluyendo la calidad de la leche.

Estudios que describen la diversidad genética de las poblaciones bovinas,
las cuales son caracterizadas fenotipica y genéticamente para priorizar su
conservacion (Talle et al., 2005 citado en Pifiero, 2008) cobraron relevancia en
afos recientes. Los estudios de diversidad genética por lo general, tienen como
objetivo estimar parametros que permitan analizar la variabilidad genética dentro y
entre poblaciones, logrado a través de la determinacion de las frecuencias alélicas
por poblacion y por locus, el calculo de la heterocigosidad observada y esperada,
la determinacion de las distancias genéticas entre poblaciones o entre individuos y
los analisis de estructura de la poblacion (Ginja, 2002).

Los primeros marcadores desarrollados a finales de los 70 se basaron en la
identificacibn de proteinas (antigenos e isoenzimas), con ello se abrid el
conocimiento de la estructura y heterogeneidad genética entre diferentes
especies, razas y poblaciones de distinto origen geografico (Rodriguez et al.,
2002) permitiendo la realizacion de estudios para detectar hibridacion de Bos
taurus y Bos indicus (Ceriotti et al., 2003 citado por Valiente, 2007). Un uso de
importancia de los polimorfismos proteicos es su uso como marcadores genéticos
de caracteristicas de importancia econdémica, como la R-caseina y la B-
lactoglobulina (Clutton, 1999)

Las técnicas modernas de biologia molecular permiten el desarrollo de otros
métodos de deteccion del polimorfismo genético directamente sobre el DNA. En el
2004, la FAO evalud el estado de la investigacion en genética molecular de
bovinos y encontré la utilizacion de varios tipos de marcadores moleculares
principalmente los microsatélites (88%), los bioquimicos (25%), grupos
sanguineos (21%) RFLP (17%), AFLP (8%) y SNP (13%). Ademas de los citados
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anteriormente, otros marcadores se consideran herramientas fundamentales para
el conocimiento de genes de interés econdmico como los denominados locus de
caracter cuantitativo o QTLs (Rodriguez et al., 2002) de aplicacion directa en los
programas de mejora a través de la seleccién asistida por marcadores (Brunner et
al., 2003; Lara et al., 2002)

Los marcadores moleculares se emplean en trabajos muy diversos como en
la caracterizacion racial estableciendo relaciones entre diversas razas bovinas
(Cafnodn et al., 2001); la deteccion de posibles “cuellos de botella” (Spencer et al.,
2000), consanguinidad (Pariset et al., 2003), migracion (Hanotte et al., 2002),
filogenia (MacHug et al., 1997); y estudios relacionados con el tamafio efectivo de
las poblaciones (Hayes et al.,, 2003). También han resultado muy utiles en la
seleccion asistida por marcadores y la generacion de mapas cromosémicos
(Zhang et al., 2004).

A partir del estudio realizado por Vaiman et al., (1994) que esta basado en
el cariotipo del genoma bovino, se han dado pasos a la utilizacion de marcadores
moleculares para conocer el estado genético de poblaciones bovinas y su relacion
con caracteristicas productivas. La ventaja que tiene el uso de los marcadores
moleculares, en estudios de variacibn genética, es su caracter multiloci que
permite estimar la diferenciacion genética entre y dentro de las poblaciones
bovinas (Ciampolini et al., 2006), flujo génico a través del nUmero de migrantes
(Nm) e identidad genética (Gomez et al.,, 2008), desequilibrio de ligamiento y
correlaciones entre las distancias genética y geografica (Cafién et al., 2001; Rusell
et al., 2000). En 1995, Kemp y colaboradores (Ruiz, 2010), reportaron un panel de
nuevos marcadores microsatélites polimorficos para las especies bovina, ovina y
caprina, identificando un grupo de 18 marcadores polimorficos en las tres especies
gue cubren 14 cromosomas bovinos, este grupo de marcadores resultaron
adecuados para el andlisis de distancias genéticas y control de parentesco. Varios
loci microsatélites se han identificado en varias especies de animales domésticos,
y continuamente se han encontrado nuevos, mas de 120 han sido mapeados en
bovinos y més del doble de estos son conocidos (Zhang et al., 2004).

Durante varios afios, se publican investigaciones acerca de la relacion entre
diferentes razas bovinas empleando microsatélites. MacHugh y colaboradores
(1997), analizaron 20 microsatélites en diferentes poblaciones bovinas africanas,
europeas Yy asiaticas, y encontr6 que 10 de esos marcadores evaluados
presentaron diferente distribucion alélica cuando fueron analizados en poblaciones
de raza cebu y taurus, mostrando alelos Unicos presentes en diferentes
frecuencias, en estas dos poblaciones. La presencia de alelos cebu especificos,
refleja una amplia diferencia entre poblaciones taurinas y cebuinas, lo que
confirmo la hipotesis del origen separado de domesticacion para estos dos grupos
(Loftus et al., 2004 citado por Ruiz, 2010).
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En el 2002, Hansen y colaboradores, realizaron un estudio de diversidad
genética en varias razas canadienses (pardo suizo, holstein y jersey), mediante 15
microsatélites, en donde el promedio de alelos por locus fue de 6 en las razas
evaluadas, excepto en pardo suizo que presentd un valor de 5, lo que sugiere
segun la FAO que junto con los valores de heterocigosidad, estos marcadores son
adecuados para estimar distancias genéticas.

Maudet, Luikart, y Tarbelet (2002) emplearon 32 microsatélites, para
estudiar la variabilidad genética en seis razas nativas francesas y una raza
foranea (holstein). Dentro de los resultados obtenidos se observé un déficit
marcado de heterocigosidad observada en los individuos pertenecientes a la raza
holstein, indicativo de la intensiva seleccion humana por la utilizacion de
inseminacion artificial y el reducido niamero de reproductores de esta raza en
Francia (Ruiz, 2010).

En el aflo 2006 Cervini y colaboradores realizan un estudio sobre la
variabilidad genética de 10 marcadores microsatélites en la caracterizacién de una
raza brasilera de Bos indicus. En este estudio, las frecuencias alélicas revelaron
que en la muestra analizada los marcadores no fueron igualmente polimérficos y
las probabilidades de exclusiébn y el contenido de informacion polimérfica
contenido en el mismo loci en esta raza fueron menores que en las razas de Bos
taurus. Se destacan ademds significativas desviaciones del equilibrio Hardy—
Weinberg para seis loci, causada por la deficiencia de heterocigotos, hecho que
responde a diferentes factores, incluyendo alelos nulos, apareamiento selectivo,
efecto Wahlund, seleccion en contra de los heterocigotos, endogamia o una
combinacion de estos (Cervini et al., 2006)

En 2007, Quiroz, realizdé una caracterizacion genética de los bovinos criollos
mexicanos y su relacion con otras poblaciones bovinas, estudiando 27
microsatélites y determiné la variabilidad intra e inter poblacional y las relaciones
genéticas entre poblaciones. Los resultados demostraron que los bovinos criollos
mexicanos muestran una estructura genética comun que podria considerarse
como uniforme, con algunas diferencias en cada region geografica, producto de la
introgresiéon de otras razas, que a pesar de ello, no los hace perder su identidad.
Las razas mexicanas se muestran especialmente cercanas genéticamente a las
poblaciones criollas latinoamericanas estudiadas (Quiroz, 2007).

Moreno y colaboradores (2001) iniciaron el estudio de relaciones
filogenéticas y diversidad genética en razas criollas colombianas. Uno de los
primeros estudios se realizo para determinar la variabilidad genética presente en
siete razas criollas colombianas junto con la raza cebu, mediante el empleo de 5
marcadores moleculares tipo microsatélite. El valor de la heterocigosidad
promedio fue de 0.57 y el nimero de alelos fue de 8.8, siendo valores altos
comparados con otras poblaciones de otros lugares del mundo. EI &rbol
filogenético construido muestra dos grandes grupos, uno formado por la raza
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Casanarefio y cebu y otro por las demas razas estudiadas. Esto puede explicarse
por un posible mestizaje entre las razas cebu y Casanarefio, debido a que no se
conservan los nucleos de animales considerados como puros.

En el aio 2012, Bejarano y colaboradores determinaron la variabilidad
genética de la raza Romosinuano distribuida en diferentes zonas geograficas de
Colombia analizando 12 marcadores microsatélites donde los indices de fijacion
indicaron un déficit de heterocigotos. En general se encontré que existe una alta
variabilidad genética entre las poblaciones, pero valores moderados de
homocigosidad dentro de ellas, por lo que indican que es necesario dar mas
relevancia al manejo de este flujo genético para reducir la consanguinidad
(Bejarano et al., 2012)

Estudios realizados en el tropico alto de Narifio determinaron que la raza
predominante en la region es la holstein, donde el 8.77% de las fincas tienen
animales con algun registro en la Asociacion Holstein de Colombia y el 91.23%
restante corresponde a los predios constituidos por animales absorbidos por dicha
raza sobre nucleos criollos locales, con rasgos fenotipicos predominantemente
holstein y comercialmente considerados como tales. Ademas, se han llevado a
cabo estudios de identificacion molecular de los genotipos de las fracciones
proteicas de la leche en hembras Bos taurus y su relacion con las variables
productivas (Produccion de leche, % de grasa, % de proteina, menor tiempo de
coagulacion, consistencia de la cuajada), reproductivas y de rendimiento quesero,
utiizando la técnica PCR—-RFLPs para la amplificaciéon de los genes de las
fracciones proteicas as1-Cs, as2-Cs y B-Cs. La informacion molecular de las
caseinas permitié establecer que para la fraccion Alfa-S1 el genotipo BB asociado
con la caracteristica produccion de leche fue el de mayor frecuencia, mientras que
para la fraccién Alfa-S2 el genotipo AA presenté una frecuencia de 93.7%, valor
cercano a la fijacion y en cuanto a la Beta-caseina, el genotipo mas abundante fue
el AA con una frecuencia de 85.1%, asociado también con produccion de leche.
Ademas el andlisis molecular de varianza indico para la raza holstein, ausencia de
estructura genéticay valores altos de endogamia hecho que evidencia alto
parentesco entre individuos (Solarte et al., 2009).

Adicionalmente se han determinado las frecuencias alélicas del gen kappa
caseina (K-Cs) en la poblacién bovina lechera del tropico alto de Narifio mediante
la técnica PCR-SSCP, encontrando para la raza holstein una frecuencia superior
del alelo A asociado con alta produccién y baja calidad composicional de la leche
especialmente en contenido proteico, con respecto a la frecuencia del alelo B al
gue se asocia un comportamiento contrario al del alelo A. La alta frecuencia del
alelo A en los distritos de Pasto y Guachucal se explica por la seleccion indirecta a
favor de dicho alelo, puesto que en estas zonas, desde hace varios afos el criterio
selectivo de mayor importancia es el volumen de leche por lactancia. En el distrito
de Pupiales la situacién fue algo diferente, ya que se observé una menor
frecuencia del alelo A. Estos resultados se explican, en parte, por el tipo de animal

42



predominante en este distrito, que corresponde al mestizo entre holstein y el
denominado “criollo”, lo que conduce a suponer razonablemente que el ndcleo
“criollo” posee frecuencias alélicas mas altas para el alelo B.

Los resultados obtenidos en estos estudios, permitieron detectar una clara
presencia de mestizaje de las razas taurinas especializadas en produccién de
leche con los criollos, al punto que ese nlcleo se encuentra practicamente
absorbido y se hace necesaria la caracterizacion genética de las poblaciones
presentes utilizando marcadores heterélogos de tipo microsatélite, con el fin de
conocer el grado de absorcion en el que se encuentra la poblacién criolla del
tropico alto de Narifio.
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5. METODOLOGIA
5.1. AREA DE ESTUDIO

El departamento de Narifio se encuentra localizado al suroccidente de
Colombia (Figura 2). Limita al norte con el departamento del Cauca, al sur con la
Republica de Ecuador, al oriente con los departamentos de Putumayo y Cauca, y
al occidente con el océano Pacifico (Delgado et al., 2007).Hace parte de la franja
del Choco biogeografico (0-1000m), en el lado occidental, el piedemonte costero
del Pacifico (1000-2500 m.s.n.m.), los andes del norte (2500-4700 m.s.n.m.) y las
estribaciones superiores de la Amazonia (300-2800 m.s.n.m.) hacia el lado
oriental. Esta confluencia de caracteristicas hace que el departamento posea una
gran rigueza bioldgica representada en diferentes ecosistemas como la zona
costera, el piedemonte pacifico y amazonico, la alta y media montafia, bosques
secos, humedales y paramos, entre otros (Delgado et al., 2007).

El presente estudio se realizd en el tropico alto de Narifio en los distritos
lecheros de Pasto, Pupiales y Guachucal (Figura 3 y Figura 3), regién que
corresponde a la zona ecologica de bosque pluvial tropical de acuerdo con la
evaluacion de los recursos forestales mundiales, 2000 (Solarte et al., 2009).

Figura 2. Ubicacion geogréfica de los tres distritos lecheros en el Tropico Alto del
departamento de Narifio-Colombia.

Fuente: Solarte et al., 2009.
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La denominacion de distrito lechero obedece a un criterio administrativo
establecido por la Cooperativa de Productos Lacteos de Narifio - Colacteos, donde
se agrupan diferentes municipios (Solarte et al., 2009). EIl distrito Pasto esta
ubicado a una altura de 2527 m.s.n.m., con una precipitacibn media de 960
mm/afio y una temperatura media de 14°C, comprende los hatos de los
municipios de Pasto, Tangua, Yacuanquer y Buesaco. El distrito Pupiales se
encuentra a una altura de 2900 m.s.n.m., con una precipitacibon media de 960
mm/afio y una temperatura media de 11°C, a este distrito pertenecen los hatos
localizados en los municipios de Pupiales, Ipiales, Aldana y Carlosama.
Finalmente, el distrito Guachucal se localiza a una altura de 3087 m.s.n.m.,
presenta una precipitacion media de 940 mm/afio y una temperatura media de
4°C; en este distrito se incluyen las fincas localizadas en los municipios de
Guachucal, Cumbal, Taquerres y Sapuyes.

De acuerdo con el Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC), los suelos
del tropico alto de Narifio son moderadamente profundos, texturas
moderadamente gruesas y medias, drenajes imperfectos, fuertemente acidos, baja
a moderada fertilidad, alta materia organica, buena capacidad de laboreo y
mecanizacion. En esta regién las principales limitantes son las frecuentes heladas;
en algunos suelos la mediana o alta saturacion de aluminio; baja fertilidad y poca
retencion de humedad. Estas condiciones conllevan a que su dedicacién sea en
pastos generalmente para ganaderia intensiva, aunque los niveles de explotacion
dependen de las particularidades de cada sector (Solarte et al., 2009).

Figura 3. Localizacion satelital y coordenadas planas (latitud (N= primer valor),
longitud (W= segundo valor) para cada distrito lechero en el tropico alto de Narifio.

Fuente: Solarte et al., 2009.
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5.2. TAMANO DE LA MUESTRA

Para la caracterizacion molecular de los cinco nucleos de las razas holstein,
normando, pardo suizo, jersey y criollo se tomaron aleatoriamente 30 ejemplares
de cada raza, muestreados en los distritos lecheros de Pasto, Pupiales y
Guachucal, para un total de 150 individuos.

El nimero de fincas por distrito y el nUmero de animales en cada finca se
determiné en proporcion al total de fincas y de animales por distrito, con base en el
censo realizado por Colacteos en el afio 2006 y la actualizacion de la base de
datos obtenida por el Programa de Mejoramiento Genético (Solarte et al., 2009),
donde se determina que en los distritos de Pasto, Pupiales y Guachucal hay un
total de 50, 113 y 133 fincas respectivamente.

El tamafio de la muestra se estimé considerando dos estadisticos; acorde
con lo indicado por Chakraborty (1992) para organismos diploides y asumiendo la
existencia de poblaciones en panmixia, se estima que usualmente de 100 a 150
individuos pueden proveer un muestreo adecuado para un locus genético, esto
sobre la base del criterio de la frecuencia minima alélica (Chakraborty, 1996).

De igual manera se considero el siguiente estadistico para definir el tamafio
de la muestra (Solarte et al., 2003).

n=_Z2P(1-P)N
E2 N+Z2 P (1-P)

n = Tamafo de la muestra

Z = Grado de confiabilidad del 95%

N = Poblacion o universo

E = Margen de error maximo admisible del 5%
P = Proporcion de la poblacion 0,9%

Teniendo como base una poblacién total de 1000 hembras procedentes de
hatos lecheros, cuyos propietarios estan asociados a Colacteos y que a su vez
hacen parte de la base de datos del Programa de Mejoramiento Genético asistido
con marcadores de DNA vy dirigido a la obtencién de un modelo bovino lechero
para el Tropico Alto de Narifio, se estima que el tamafio de la muestra es
equivalente a 121 hembras, numero que se encuentra dentro del tamafio
considerado por Chakraborty. Los muestreos se realizaron bajo un acta de
consentimiento informado, de acuerdo con el formato recomendado por el Comité
de Etica de la Universidad de Narifio.
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5.3. FASE DE CAMPO
5.3.1. Toma de muestras de sangre

Cada muestra de sangre se tomo de la vena coccigea media mediante
puncion con una aguja estéril nimero 21, de manera que se extrajeron 5 ml de
sangre total, que fueron almacenados en tubos Vacutainer® heparinizados con
EDTA como anticoagulante. Las muestras se transportaron en nevera con hielo
seco hasta el laboratorio de Mejoramiento Genético Animal de la Universidad de
Narifio, donde se almacenaron a una temperatura promedio de 4°C por un periodo
de 4 horas antes de realizar la extraccion de DNA.

Adicionalmente, se tomaron muestras de una parte de tejido sanguineo en
tarjetas FTA®, para ello se impregnoé rapida y cuidadosamente el fluido en uno de
los pozos de la tarjeta a partir de la aguja estéril. Las muestras se dejaron secar a
temperatura ambiente en un lugar aséptico, para evitar contaminacion, luego se
envolvieron en papel aluminio y se conservaron a temperatura ambiente siendo
una de las principales ventajas que tiene este método de almacenamiento de
muestras, ya que dadas las condiciones de campo, la coleccion directa de sangre
esta condicionada a un sistema de almacenamiento refrigerado para evitar el dafio
y la baja calidad del DNA (Solarte et al, 2009) y se almacenaron en un lugar fresco
y ausente de humedad para continuar su procesamiento en el laboratorio. Este
procedimiento fue realizado para la conservacion de tejido sanguineo por un
tiempo mas prolongado, esto debido a que las tarjetas FTA permiten conservar el
tejido por aproximadamente 5 afios a temperatura ambiente (Solarte et al., 2009).

5.4. FASE DE LABORATORIO
5.4.1. Extraccion y Cuantificacién del DNA.

Para la obtencion de DNA a partir de muestras de sangre se utilizaron dos
protocolos de extraccion de acuerdo con el método de conservacion usado
posterior a la extraccién del tejido sanguineo.

5.4.1.1. Protocolo de extracciéon por Salting out

Un primer protocolo de salting out (Sambrook y Rusell, 2001), con algunas
modificaciones realizadas en el Laboratorio de Mejoramiento Genético Animal
(Solarte et al., 2009) a partir de muestras de sangre conservadas en medio EDTA
(Anexo A). Este protocolo comprende dos pasos: uno de ruptura de la membrana
celular y nuclear para lo cual la muestra homogenizada se traté con el tampon de
extraccion (EDTA, Tris-HCl y NaCl) y otro paso de digestion de las membranas
con la adicién de detergente el cual promueve la emulsion de lipidos y proteinas
favoreciendo su solubilizacién y posterior eliminacion. Posterior a esta etapa, el
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DNA se separa del detergente; para la solucion acuosa se trata primero con NaCl
en concentracion elevada, para finalmente realizar su precipitacion mediante
alcohol frio y su posterior recuperacion mediante centrifugacion.

5.4.1.2. Protocolo de extracciéon a partir de tarjetas FTA

El segundo protocolo de extraccion de DNA a partir de muestras de sangre
conservadas en tarjetas FTA usando el kit FTA ® de Whatman Bioscience, de
acuerdo con las especificaciones de la casa fabricante (Anexo B).

5.4.1.3. Cuantificacion de DNA

La cuantificacién de DNA se llevé a cabo en un espectrofotometro (Jenway,
Genova), por medio de la relacibn de absorbancia a 260nm y 280nm para la
cuantificacion y la cualificacién de la muestra. Posteriormente alicuotas de DNA
con concentracion 50ng/ul fueron realizadas y almacenadas a -20°C.

En los casos en que la cantidad disponible de DNA fue escasa, se empled
el método de la placa de agarosa con bromuro de Etidio, que permite calcular la
cantidad de &cidos nucleicos a partir de la intensidad de la fluorescencia emitida
por el bromuro de Etidio irradiado con luz UV, comparandola con unos patrones de
concentracién. Para todos estos casos, el material genético obtenido se cuantifico
por comparacion de tamafios conocidos con DNA de timo de ternera purificado
(ng/ul), en tres diluciones: 100ng/ul, 50ng/ul y 25ng/ul. La comparacion visual se
realizd sobre un gel de agarosa al 2% y bromuro de Etidio como colorante.

5.4.2. Estandarizacion y seleccién de los marcadores microsatélites.

De acuerdo a lo recomendado por la Sociedad Internacional de Genética
Animal (ISAG), fueron seleccionados once microsatélites para ser analizados
usando el Kit Stockmarks for Cattle Bovine Genotyping de (Applied Biosystems,
Division Perkin-Elmer, Foster City, CA).

Tabla 2. Microsatélites para DNA de ganado vacuno. Nombre de cada locus,
secuencia directa y reversa de la pareja de cebadores, tamafio del fragmento
esperado en pares de bases (pb), fluorocromo con el que fue marcado (Dye) y
referencia del grupo de autores que describen el uso del locus respectivo.

Loci Cebadores directo y reverso Tamarfo del Dye Referencia
5 3 amplificado
(pb)

TGLA227 CGAATT CCAAATCTGTTAATTTGCT 64 - 115 FAM Barendse
ACA GAC AGA AAC TCA ATG AAA GCA et al, 1992

TGLA53 GCT TTC AGA AAT AGT TTG CAT TCA 147-197 FAM  Barendse
ATC TTC ACA TGA TAT TAC AGC AGC et al, 1992

BM2113 CGT GCC TTC TAC CAAATA CCC 116-146 FAM Bisho et al,
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CTT CCT GAC AGA AGC AAC ACC 1994

ETH10 GTT CAG GAC TGG CCCTGC TAACA 198-234 FAM  Toldo et
CCT CCAGCCCACTTTCTCTTCTC al., 1993
TGLA126 CTA ATT TAG AAT GAG AGAGGC TTCT 104-133 JOE Barendse
TTGGTCTCT ATTCTCTGAATATTCC et al, 1992
TGLA122 AAT CAC ATG GCA AAT AAG TAC ATAC 130-193 JOE Barendse
AAT CAC ATG GCA AAT AAG TACATAC et al, 1992
ETH3 GAACCT GCCTCT CCT GCATTIG G 90-135 NED Toldo et
ACT CTG CCT GTG GCC AAG TAG G al., 1993
INRA23 GAG TAG AGC TAC AAG ATAAACTTC 193-235 JOE Vaiman et
TAA CTA CAG GGT GTT AGATGAACT C al., 1992
ETH225 GAT CACCTT GCCACT ATTTCCT 133-165 NED  Steffen et
ACA TGA CAG CCA GCT GCT ACT al, 1993
BM1824 GAG CAAGGT GTTTTT CCA ATC 170-218 NED  Bishop et
CAT TCT CCAACT GCTTCCTTG al, 1994
SPS115 AAA GTG ACA CAA CAG CTT CTC AG 235-265 FAM  Barendse
AAC GAG TGT CCT AGT TGG CTG TG et al, 1992

Fuente: ( Moreno et al., 2001)

5.4.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Protocolo A: En un primer ensayo, se realizd un protocolo de
estandarizacion de PCR usando las condiciones de amplificacion que se muestran
en la tabla 3 para los loci microsatélites: ETH10, ETH225, HEL9, ILSTS006,
INRAO63, TGLA122, TGLA227, BM1824, BM2113, CSSM66 Y ETH3. (Anexo C).

Tabla 3. Componentes de PCR para la amplificaciéon de microsatélites de ganado
vacuno, para un volumen final de 25 pl.

COMPONENTE  CONCENTRACION CONCENTRACION VOLUMEN RX

DE PCR’ STOCK DE TRABAJO

DNA 50ng s5ng 2.5 uL
Buffer PCR 10X 1X 2.5 uL
dNTP’s 100mM 1.0mM 0.25 pL
MgCl, 25mM 2.5mM 2.5 uL

Primer F 10pM 0.4uM lulL

Prime R 10uM 0.4uM luL
Tag polimerasa 500U/l 1U/ul 0.05 uL

H.,O 15.425 pL

Volumen total por reaccion = 25 pl

Fuente: (Barrera et al., 2006; Serrano et al., 2004) 'Kit GoTagPolymerase de Promega.
Para los controles negativos se utilizaron todos los componentes de PCR

excepto DNA. Como control positivo se verificO la presencia de bandas en el
tamano reportado para cada cebador.
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La reaccion de amplificacion para cada uno de los cebadores se llevé a
cabo en un termociclador Mycler de Biorad® por separado, con el programa de
amplificacion indicado en la Figura 5; la temperatura de alineamiento varié segun
lo reportado para cada uno de los cebadores estudiados (Anexo 3).

Figura 4. Programa de amplificacion para las regiones microsatélites de ganado
bovino. 1. Fase de denaturacion inicial, 2. Fase de alineamiento, 3. Fase de
extension final, 4. Fase de mantenimiento.

o4°C 94°C

72°C 72°C
3 min 30s -
52.58°C 30s 5 min

30s

£

Fuente: (Zhou et al., 2005); Pandey et al., 2006).

Posteriormente, los productos de la amplificacion se sometieron a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% (Acrilamida: Bisacrilamida en
proporciones 19:1) con Urea 8M como agente desnaturalizante y usando Nitrato
de Plata e Hidroxido de Sodio como reactivos de tincion y revelado.

Protocolo B: Mediante el uso del kit Stockmarks for Cattle Bovine Genotyping
(Applied Biosystems) se llevo a cabo una reaccién multiplex para la amplificacion
de los once loci microsatélites (Tabla 2), usando un primer directo marcado con un
fluorocromo, y un primer reverso no marcado para cada uno. Los productos
amplificados fueron identificados por deteccion de fluorescencia. Este proceso se
realiz6 para cada individuo con el fin de minimizar la posibilidad de amplificaciones
inespecificas o0 reaccién cruzada, esto de acuerdo con lo reportado por la casa
fabricante, tal como se indica en la tabla 4.
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Tabla 4. Componentes de PCR para los once microsatélites en una reaccion
multiplex.

COMPONENTE VOLUMEN 1

DE PCR MUESTRA
Buffer de PCR 3.0 uL
StockMarks
Mezcla de dNTP’s 4.0 uL
Mezcla de 5.5 uL
cebadores
DNA 0.5 puL
Polimerasa
AmpliTaq Gold
H.O 1uL
Volumen final 14 pL

Se transfirieron 14 pL de la mezcla de los componentes descritos en la tabla
4 a un tubo de 200 pL, que contenia 1 uL de DNA en una concentracion de 50 a
75 ng/uL segun especificaciones del fabricante.

La reaccion de amplificacion de las muestras a analizar se llevo a cabo en
el termociclador Mycler de Biorad®, usando una fase de denaturacion inicial de 15
min a 95°C, seguido por 31 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a 61°C y 1 min a 72°C.
Una extension final fue programada a 72°C por 1 h y luego a 25 °C por 2 h.

5.4.4. Genotipificacion

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2%
adicionando a 5 pL de cada muestra 3 pL de Buffer de carga, la condicion de
corrida fue de 110V durante 40 minutos.

Los fragmentos amplificados por PCR fueron enviados a genotipificacion
mediante electroforesis capilar en secuenciador automatico ABI 3500 al Instituto
de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, usando EL Dye Set DS-32
(Filter Set F): fluorocromos 5-FAM, JOE, NED y el GeneScan-500 ROX Size
Standard (Applied Biosystems) para determinar el tamafo de los alelos.

5.5. ANALISIS DE DATOS
5.5.1. Analisis multiloci.
El tamafio de los alelos fue determinado por medio del programa

Genemapper version 4.1.5. Para la generacién de los electroferogramas que
permitieron determinar el tamafio de cada alelo, se cre6 un panel que contenia
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informacion de nombre, fragmento esperado (pb) y color del fluorocromo con el
gue fue marcado cada microsatélite. Los microsatélites que podrian sobrelaparse
en tamafio, fueron marcados con un fluorocromo de diferente color, segun las
especificaciones del kit Stockmarks for cattle bovine genotyping de Applied
Biosystems.

5.5.2. Analisis estadistico en cumplimiento del Objetivo 1

Con el fin de medir la diversidad genética se utiliz6 el programa
Microchecker v.2.2.3, para la revision de posibles patrones de corrida
electroforética (stuttering) en el tamafio de bandas, la amplificacion predominante
de alelos pequefios (dropout) y deteccion de alelos nulos (ausencia de bandas),
realizando el ajuste de las frecuencias alélicas. El programa se basa en las
desviaciones de las distribuciones de homocigotos y heterocigotos por locus para
identificar la presencia de errores de genotipado (Martinez y Figueras, 2012). Con
el fin de verificar el polimorfismo de los loci microsatélites se calcul6 el contenido
de informaciéon polimorfica (PIC) para cada uno mediante el programa Cervus
v.3.0. Posteriormente, se calculé el nimero promedio de alelos por locus (Na) asi
como el namero efectivo de alelos (Ne) o Diversidad genética de Gregorius (1978)
definida como la capacidad de un alelo de pasar a la siguiente generacion y se
calculo también la diversidad génica de Nei (H), a partir de las frecuencias alélicas
obtenidas con los programas FSTAT v.2.9.3 y GenAlEx version 6.1. (Zambrano,
2010). Ademas se obtuvieron los estimadores de heterocigosidad de Nei, el indice
de fijacion (Fs), utilizando el programa FSTAT v.2.9.3.

La desviacién de los sistemas microsatélites con respecto al equilibrio
Hardy-Weinberg (H-W) para cada locus, para cada poblacion se calcularon
mediante el programa Arlequin version 3.01 (Schneider et al., 2006) usando el
método de Cadenas de Markov para 10000 permutaciones (Guo & Thompson,
1992), este método evalla desviaciones con respecto a la heterocigosidad
esperada que asume todos los supuestos del modelo, usando una serie de
ensayos en cadena con el fin de estimar la probabilidad de que un locus se
encuentre desviado del equilibrio; determinar si existe o no este equilibrio es un
primer paso para detectar posibles fuerzas evolutivas actuando o que actuaron, en
las poblaciones de las especies estudiadas modificando sus frecuencias
genotipicas.

La estimacion de la estructura genética fue realizada por dos métodos, el
método Bayesiano empleando el programa Structure v 2.23 (Falush & Pritchard,
2007) y realizando un Andlisis de varianza molecular-rAMOVA (Excoffier et al.,
1992) ejecutando 10.000 permutaciones con el programa Arlequin versién 2006
(Schneider et al., 2006). Debido a que en marcadores como microsatélites, las
tasas de mutacion pueden ser muy altas, lo que puede disminuir Fst y
sobreestimar el numero de migrantes Nm, se definié Fst en términos de tiempos
de coalescencia entre alelos (entendido como el grado de parentesco entre alelos,
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aproximandose a un ancestro alélico comun) y se calculé el Rst (Slatkin, 1991),
especificamente utilizada para medir la heterogeneidad genética con
microsatélites, es relativamente insensible a tasas de mutacién y més apropiado
para loci que mutan en forma de paso a paso (step-wisemodel).

Por ultimo, con la informacién de la distancia genética segun Nei en 1978,
se construy6 un dendrograma por agrupamiento UPGMA que asume evolucién de
OTUs a la misma tasa y que el cambio en un sitio nucleotidico no afecta la
distribucion de los demas, siendo un modelo donde la tasa de evolucién entre
OTUs es relativamente constante, modificado del método NEIGHBOR de PHYLIP
Version 3.5 y empleando el programa POPGEN version 1.32 (Yeh et al., 1999).

5.5.3. Analisis estadistico en cumplimiento del Objetivo 2

Para estimar la pureza racial o grado de absorcién o introgresion de la
poblacion criolla se utilizé el coeficiente Q, coeficiente de membresia, basado en
un método de agrupamiento utilizando el programa Structure v.2.2.3. (Falush vy
Pritchard, 2007) que permite inferir la estructura de la poblacién usando la matriz
de genotipos obtenida mediante el andlisis de los electroferogramas que fueron
visualizados previamente en el programa Genemapper v. 4.
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6. RESULTADOS
6.1. EXTRACCION DE DNA

El protocolo de extraccion de Salting out con modificaciones realizadas en
el Laboratorio de Mejoramiento Genético Animal presentd buenos resultados al
permitir obtener DNA de buena calidad (Figura 5). Ademas al ser visualizado en
geles de agarosa al 2%, el DNA extraido no evidencié degradacion en la mayoria
de las muestras. La degradacion observada como barridos en el gel de Agarosa
para algunas de las muestras fue asociada a una homogenizacién muy fuerte y a
una eliminacion de proteinas y RNA deficiente, por esto las muestras que
presentaron esta caracteristica fueron tratadas con RNAsa a una concentracion de
19.6 mg/ml y se dejaron en incubacion a una temperatura de 37°C durante 1 hora
(Zavala, 2005), obteniendo asi una mejor calidad de DNA.

Figura 5. Gel de Agarosa al 2% para verificacibn de DNA total extraido a partir de
muestras de sangre de la subespecie Bos taurus. (M) marcador de 1lkb de
Fermentas. Muestras H. holstein, J. jersey, P. pardo suizo, N. normando y C.
criollo; 1. Distrito Pasto, 2. Distrito Pupiales, 3. Distrito Guachucal. Condiciones de
corrida: 100V, 45 min, en buffer TAE1X, usando camara de electroforesis
horizontal Gentech.

034 191 1637 208 077 102 196 037
M.1Kb  pq P2 P3 N1 N2 N3 Ci1 c3
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Fuente: Esta investigacion.

La verificacion de la calidad del DNA obtenido a partir de muestras de
sangre, en base a la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm, indic6 un rango
promedio de 1,6 a 2.0. La concentracion del DNA present6é una alta variacion de
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30 a 1200 ng/ul. el DNA total fue diluido con el fin de alcanzar una concentracién
de 50 a 75 ng/ul para ser utilizado en los protocolos de amplificacion. Las
muestras que presentaron una concentracion inferior a 50 ng/pl se usaron sin ser
diluidas.

El ensayo de extraccion de DNA con el kit FTA, indicé que el método de
conservacion de muestras de sangre en FTA fue efectivo para el analisis
molecular. La composicion de las tarjetas permite obtener DNA, sin embargo como
no es posible estimar la cantidad presente en cada uno de los discos FTA, fue
necesario estandarizar esta técnica con un numero diferente de discos por
reaccion, determinando que el ensayo realizado a partir de la extraccion con
cuatro discos fue el méas efectivo para obtener amplificados positivos. Con el fin de
obtener una cantidad suficiente de DNA, en el protocolo de extraccién con el kit los
discos fueron sometidos a calentamiento con 30 pl de agua ultrapura durante 30
minutos a 95°C utilizando 1pl de este producto en el mix de PCR como se
describié en el protocolo B. El éxito obtenido en la amplificacion de la reaccién
multiplex para muestras extraidas con el Kit se determiné finalmente en la
visualizacion de los electroferogramas (Figuras 11,12 y 13).

6.2. ESTANDARIZACION DE LA AMPLIFICACION

Los ensayos de amplificacién utilizando las condiciones del protocolo A
para los loci microsatélites ETH10, ETH225, HEL9, ILSTS006, INRAO063,
TGLA122, TGLA227, BM1824, BM2113, BM1818, CSSM66 Y ETH3 (Anexo 3),
permitieron determinar en primera instancia la temperatura de alineamiento como
se indica en la tabla 5, obteniendo productos amplificados que fueron
correspondientes entre si respecto a su tamafio molecular, cuantificado en pares
de bases, y, que fueron visualizados en geles de agarosa al 4% (Figura 6).

Tabla 5. Lista de cebadores evaluados en el primer ensayo y temperatura de
alineamiento para la amplificacion de los loci microsatélites.

Cebador Temperatura de

alineamiento (°C)
BM1818 54
BM1824 55
BM2113 58
CSSM66 54
ETH3 60
ETH10 54
ETH225 57
HEL9 57
ILSTS006 57
INRAOG3 55
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TGLA122 60
TGLA227 60

Fuente: Esta investigacion.

Figura 6. Amplificacion de la region microsatélite INRAO63 en un gel de Agarosa
al 4%, tamano de fragmento esperado 167-189pb. (M) marcador de 50pb
(Fermentas), muestras 1411-1577 pertenecientes a la raza holstein, y la muestra
1427 corresponde a la raza normando. Corrida electroforética 80V, 40 min; en
buffer TAE1X, usando camara horizontal Gentech.

Fuente: Esta investigacion.

Posteriormente, al someter los productos de la amplificacién a electroforesis
en gel de poliacrilamida (19:1) desnaturalizante al 6% y 8M de Urea (Biorad), para
diferenciar el tamafio molecular de los alelos se observaron bandas inespecificas
en todos los microsatélites evaluados. En la figura 7, se observa un ensayo
realizado para los cebadores BM1818 y CSSM66 para una temperatura de
alineamiento de 54°C, donde se evidencia la presencia de amplificados en el
tamafio de fragmento esperado y de bandas inespecificas por fuera de este rango.

Figura 7. Visualizacién de amplificados en gel de poliacrilamida al 6%, para los loci
microsatélites CSSM66 y BM1818 a una temperatura de alineamiento de 54°C
fragmento de tamafio esperado de 171-209pb y 248-278pb respectivamente.
Muestras 1-9 pertenecen a individuos de la raza holstein y la muestra 10 a un
individuo de la raza normando. Corrida electroforética a 250V, 90 min, con
precorrida a 120V por 20 min, en buffer TBE1X, en camara de electroforesis
vertical GENTECH.
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CSSMe6 BM1818
M20 1 2 3 4 5 6 78 9 10 M201 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Fuente: Esta investigacion.

Debido a la obtencién de resultados negativos con las temperaturas
reportadas, se hicieron variaciones a las temperaturas de alineamiento,
considerando que a una temperatura muy baja se obtendria un PCR menos
especifico y si es mas alta la especificidad seria mayor, aunque si es demasiado
alta no se obtendrian amplificados, pues la unién de los oligonucleétidos con sus
sitios complementarios seria poco estable y la polimerasa no podria iniciar la
sintesis (Eguiarte et al., 2007).

Para encontrar la temperatura de alineamiento adecuada para cada uno de
los cebadores, en la fase de optimizacion de las condiciones de amplificacion en el
termociclador se experimentd un gradiente de temperatura de alineamiento para
cada uno de los pares de cebadores a partir de la temperatura minima reportada
para el locus aumentando en un grado centigrado el gradiente ensayando ocho
temperaturas. El gradiente comprendié desde un rango de temperatura minima de
52°C a 60°C para el caso del locus HEL9 a un rango mayor de temperatura de
57°C a 65°C para los loci microsatélites ETH10 y ETH225. Sin embargo en la
visualizacion de los amplificados en geles de poliacrilamida no se obtuvieron
resultados significativos para la determinacion del tamafio molecular de los alelos
para cada uno de los microsatélites pero se destacé que para la mayoria de los
loci, se observé una mejor amplificacion a temperaturas que oscilan entre los 57°C
y 60°C. En la figura 8 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos, con el
ensayo de amplificacion del locus BM1818, donde se observan bandas
inespecificas por fuera del rango de tamafio esperado y se evidencia que la
inespecificidad disminuye entre los 57 y los 60°C.
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Figura 8. Amplificacién del locus microsatélite BM1818 para la subespecie Bos
Taurus, usando un gradiente de temperatura de 54 a 61°C. Tamafo de fragmento
esperado de 248 a 278pb. Corrida electroforética a 250V, 90 min; con precorrida a
120V por 20 min, en buffer TBE1X, usando camara de electroforesis vertical
GENTECH.

BM1818

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
M50 61°60° 59°58° 57° 56° 55°54°M20 M50 61°60°59°58°57°56°55°54° 61°60°59° 58° 57°56° 55°54°

500 pb
400 pb

300 pb

250 pb
200 pb

150 pb

100 pb

50 pb

Fuente: Esta investigacion.

Con el fin de optimizar las condiciones de amplificacion se ajusté ademas
la concentracion de MgCl, para cada ensayo en particular, ya que dicha
concentracion puede tener efecto tanto en la especificidad como en el rendimiento
de la reaccion (Eguiarte et al., 2007). En general, concentraciones insuficientes de
Mg+2 dan lugar a bajo rendimiento, mientras que en exceso Sse obtienen
amplificaciones inespecificas. Con base en esto, se realizaron modificaciones de
la concentracion de este cofactor de la reaccion, para los cebadores BM1824,
BM2113 y TGLA48 se modificé a una concentracion de 1.2 mM; ETH3, ETH10,
ETH225, TGLA126 y TGLA227 a 1.5 mM; TGLA53 y TGLA122 a 2.0 mM de
acuerdo con lo reportado por (Zhou et al., 2005). Sin embargo, para este ensayo
no se obtuvo una correcta amplificacion puesto que en la visualizacion en geles
de poliacrilamida se continu6 observando inespecificidad en la amplificacion y en
algunos casos no hubieron amplificados positivos.

Dada la amplificacion inespecifica obtenida a partir del uso de cebadores
liofilizados (IDT), se adquirio el kit Stockmarks for Cattle Bovine Genotyping
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(Applied Biosystems), ampliamente reportado por otros autores para el estudio de
poblaciones bovinas (Escobar et al., 2009; Sergiu et al., 2002). Como se describid
previamente en el protocolo B, de los 11 microsatélites testados todos resultaron
en la amplificacion satisfactoria de un fragmento de tamafio esperado después de
la reaccion de PCR, los resultados evidenciaron la amplificacion de mdltiples
fragmentos a partir de los cuales se realizaron los analisis genéticos y que fueron
visualizados mediante el andlisis de electroferogramas que muestran el
polimorfismo en cada locus y el patron caracteristico de cada uno de sus alelos
(Figura 9).

Figura 9. Electroferogramas mostrando la amplificacion de regiones microsatélites
del genoma de la subespecie Bos taurus, utilizando el kit Stockmarks for Cattle
Bovine Genotyping (Applied Biosystems), obtenido en el programa Genemapper
V.4.1.

amno
20000
200
_,.-JL,JULM eee
|
[EFTITZ [TGLAEZ] [ETHIC] EEE
[122 26| [157 33| (21255 |242.70]
W IET [B-12113) ToLAST] [ETHIG] ar3113
EERE [1z0.e5] 121 50| [z1=27] [z=a == |
a7 #Eove B Z Green BovZ B
Aol
Eii
2000
Jlr 1o0o
" o L
IR 2E
212 7H
A7 #E0vE B 2 Yellow BovZE
400
=000
i
i
A L “
[ETHS| [ETHEES
EEEEEE

59



Para realizar el analisis genético se eliminaron dieciséis muestras no
informativas, es decir, que no presentaron amplificaciones positivas para ningun
locus, después de usar el protocolo de PCR mediante el Kit; se determiné que las
muestras que no fueron consideradas corresponden a individuos de la raza
holstein del distrito Pasto (N=9), del distrito de Pupiales (N=5) y a individuos de la
raza pardo suizo procedentes del distrito de Guachucal (N=1). Este hecho redujo
el nimero de individuos por poblacion, y por esta razén el andlisis genético
comparativo se realizo sélo entre razas.

6.3. VARIABILIDAD GENETICA

Los electroferogramas muestras el polimorfismo para cada locus y el patron
caracteristico de cada uno de sus alelos, con dos picos bien diferenciados para un
genotipo heterocigoto y un solo pico para un genotipo homocigoto. Una vez
generados los electroferogramas se identificaron 120 muestras de las 150
analizadas, con patrones claros y picos bien diferenciados (Figuras 10,11y 12).

Figura 10. Electroferograma mostrando el patron de algunos alelos para el locus
TGLA227 marcado con el dye FAM (Genemapper v.4.1.).

Fuente: Esta investigacion.
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Figura 11. Electroferograma mostrando de algunos alelos para el locus TGLA122
marcado con el dye JOE (Genemapper v.4.1.).

Figura 12. Electroferograma mostrando el patron de algunos alelos para el locus
ETH3 marcado con el dye NED (Genemapper v.4.1.).

61



Se determiné ademas, el contenido de informacion polimorfica para cada
locus (Tabla 6) y se encontro que el locus TGLA227 fue el mas polimérfico con un
valor de 0.873, un namero total de alelos de 19 y un niamero promedio de alelos
por locus de 10. De acuerdo a los valores encontrados se considerd a todos los
loci analizados como altamente informativos con valores mayores de 0.50.

Tabla 6. Contenido de informacion polimorfica (PIC) y numero de alelos (Na) por
locus.

Locus Na PIC
BM1824 7 0,775
BM2113 11 0,795

ETH3 11 0,655

ETH10 8 0,642
ETH225 7 0,751
INRA23 11 0,830
SPS115 6 0,607
TGLA53 11 0,792

TGLA122 12 0,721

TGLA126 7 0,584

TGLA227 19 0,873
NPA 10

6.4. DIVERSIDAD GENETICA

El andlisis para determinar la existencia de posibles patrones de corrida
electroforética (sttutering) y amplificacion predominante de alelos pequefios
(dropout), mostraron resultados negativos para ambos casos en todos los loci
utilizados. Se estim6 ademas, la presencia de alelos nulos para todos los loci y se
encontré que estan presentes para el sistema microsatélite, TGLA53 (Tabla 7).

Tabla 7. Estimacion de la presencia de alelos nulos para cada locus usando el
método descrito por Brookfield (1996), usando el programa Microchecker v.2.2.3.

Locus Presencia  Oosterhaut Brookfield 1
de alelos
nulos
BM1824 No -0,0877 -0,0713
BM2113 No -0,559 -0,0487
ETH3 No -0,865 -0,0734
ETH10 No -0,012 -0,0056
ETH225 No -0,0875 -0,0669
INRA23 No 0,0637 0,0537
SPS115 No -0,0471 -0,0435
TGLA53 Si 0,1727 0,1445
TGLA122 No 0,0509 0,0247
TGLA126 No -0,137 -0,0911
TGLA227 No -0,0707 -0,0639
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Las estimaciones de diversidad genética estuvieron basadas en el numero
de alelos, las heterocigosidades observada y esperada y la riqueza de alelos. Se
encontr6 mayor diversidad genética en la raza criollo (Na=8; Ho0=0,78) y los
menores valores se encontraron en la raza normando (Na=6; Ho=0,64). Para
todas las razas se evidenciaron altos niveles de heterocigosidad observada por
locus, con un valor promedio de 0,7.

Tabla 8. Diversidad genética para cada poblacién y para cada locus.

Poblacion Locus N Na Ne Rs Ho He Fis

criollo BM1824 18 5 4 4,030 0,889 0,770 | -0,1263
BM2113 20 9 6 4,841 0,900 0,821 | -0,0704
ETH3 24 9 5 4,440 0,917 0,786 | -0,1461
ETH10 15 7 4 4,247 0,733 0,751 | 0,0581
ETH225 22 7 4 4,129 0,864 0,751 | -0,1271
INRA23 16 6 5 4,445 0,688 0,797 | 0,1688
SPS115 11 5 3 3,354 0,636 0,595 | -0,0549
TGLA53 19 8 3 4,031 0,421 0,697 | 0,4182
TGLA122 16 8 4 4,614 0,750 0,771 | 0,0601
TGLA126 21 6 3 3,480 0,810 0,671 | -0,1826
TGLA227 23 14 9 5,881 1,000 0,888 | -0,1036

Promedio 19 8 5 4,32 0,78 0,75 -0,01
holstein BM1824 11 5 4 3,941 0,909 0,740 | -0,1824
BM2113 12 6 4 4,275 0,833 0,747 | -0,0732
ETH3 13 7 4 4,263 0,769 0,725 | -0,0213
ETH10 8 6 4 4,250 1,000 0,734 | -0,3023
ETH225 13 4 4 3,713 0,769 0,743 | 0,0041
INRA23 8 5 3 3,753 0,625 0,688 | 0,1566
SPS115 7 4 2 3,242 0,571 0,541 | -0,0219
TGLA53 10 6 5 4,759 0,300 0,810 | 0,6604
TGLA122 12 8 4 4,731 0,833 0,767 | -0,0427

Locus N Na Ne Rs Ho He Fis

TGLA227 12 7 5 4,664 0,833 0,792 | -0,0092

Promedio 11 6 4 4,11 0,74 0,72 0,01
jersey BM1824 21 5 4 3,921 0,714 0,745 | 0,0654
BM2113 25 7 3 3,922 0,680 0,670 | 0,0049
ETH3 27 5 2 2,850 0,519 0,540 | 0,0582
ETH10 21 5 3 3,004 0,571 0,624 | 0,1078
ETH225 26 6 4 3,753 0,692 0,724 | 0,0635
INRA23 20 9 6 4,817 0,800 0,818 | 0,0470
SPS115 18 6 3 3,459 0,722 0,667 | 0,0204
TGLA53 21 8 4 4,302 0,619 0,772 | 0,2216
TGLA122 20 7 4 4,222 0,850 0,748 | -0,1119
TGLA126 27 3 2 2,268 0,630 0,529 | -0,1724
TGLA227 27 9 4 4,113 0,741 0,714 | -0,0186

Promedio 23 6 4 3,69 0,69 0,69 0,03
normando BM824 17 5 5 4,298 0,824 0,794 | -0,0067
BM2113 25 8 6 4,972 0,600 0,836 | 0,3010
ETH3 27 8 3 3,614 0,667 0,677 | 0,0341
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Locus N Na Ne Rs Ho He Fis

ETH10 7 4 3 3,142 0,714 0,622 | -0,0714
ETH225 24 7 5 4,514 0,833 0,806 | 0,4444
INRA23 6 5 2 3,667 0,333 0,528 | -0,0549
SPS115 4 2 2 2,000 0,250 0,469 | 0,6604
TGLAS3 19 7 5 4,408 0,421 0,776 | 0,4783
TGLA122 13 8 5 4,748 0,769 0,796 | 0,0734
TGLA126 26 5 3 3,390 0,769 0,662 | -0,1429
TGLA227 27 12 6 5,075 0,852 0,829 | -0,0093

Promedio 18 6 4 3,98 0,64 0,71 0,16
pardo BM824 13 7 5 4,592 0,923 0,793 | -0,1250
BM2113 15 7 4 4,428 0,667 0,764 | 0,1617
ETH3 24 8 2 3,405 0,583 0,559 | -0,0222
ETH10 8 5 3 3,667 0,500 0,625 | 0,2632
ETH225 21 6 4 4,228 0,810 0,774 | -0,0889
INRA23 8 6 4 4,374 0,875 0,758 | 0,5714
SPS115 6 4 3 3,558 0,500 0,653 | 0,3182
TGLAS3 12 5 3 3,221 0,333 0,639 | 0,5111
TGLA122 16 5 2 2,842 0,438 0,459 | 0,0789
TGLA126 20 5 2 2,749 0,650 0,580 | -0,0953
TGLA227 25 13 10 6,114 0,960 0,903 | -0,0425

Promedio 15 6 4 3,93 0,658 0,682 0,139

Fuente: Esta investigacion.

El célculo de Fis, para medir endogamia en las poblaciones, es un analisis
estadistico que toma valores que van de -1 a 1; donde signos negativos
evidencian exceso de heterocigotos y signos positivos indican exceso de
homocigotos. Valores entre 0 y 0,005 describen bajos niveles de endogamia,
valores entre 0,006 y 0,15 moderados, entre 0,16 y 0,25 altos y muy altos cuando
son mayores que 0,25 (Hartl, 1988 citado en Martinez, 2008).

En este estudio se encontraron valores negativos de endogamia para los
loci BM1824, ETH3, ETH10, ETH225, TGLA122, TGLA126 y TGLA227 y valores
positivos para los loci BM2113, INRA23, SPS115 y TGLA53 donde se encontrd

marcado exceso de homocigotos para el locus TGLAS3 (Tabla 9). El Fis promedio

fue 0,012.

Tabla 9. Valores Fs para cada locus ordenado por signo y magnitud.

Locus Valor de Fig
BM1824 -0,109
BM2113 0,041

ETHS -0,051

ETH10 -0,048
ETH225 -0,045
INRA23 0,074
SPS115 0,083
TGLAS53 0,433

TGLA122 -0,028
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TGLA126 -0,156
TGLA227 -0,063

Fuente: Esta investigacion.

El analisis para alelos exclusivos mostr6 que la mayor cantidad se

encuentra en la raza criolla (8) con frecuencias que varian entre 0,042 y 0,021. La
raza que exhibié menor cantidad de alelos exclusivos fue holstein (Tabla 10).

Tabla 10. Alelos exclusivos y sus frecuencias para cada raza y locus.

Raza Locus Alelo Frecuencia
criollo BM2113 141 0,025
ETH3 121 0,042
ETH3 129 0,021
TGLAB3 184 0,026
TGLA122 166 0,031
TGLA126 127 0,024
TGLA227 68 0,022
TGLA227 86 0,022
holstein ETH10 214 0,063
jersey INRA23 217 0,025
SPS115 248 0,028
TGLA122 170 0,100
normando BM2113 119 0,040
INRA23 193 0,667
INRA23 215 0,083
TGLAS3 192 0,079
TGLA227 96 0,019
TGLA227 104 0,019
pardo TGLA122 146 0,063
TGLA126 129 0,025
TGLA227 108 0,040

Fuente: Esta investigacion.

6.4.1. Equilibrio Hardy-Weinberg

Se detectaron desviaciones al equilibrio Hardy-Weinberg para el locus
TGLA53 que present6 valores de p significativos para todas las razas (p<0,05)
como se puede ver en la Tabla 11, las causas para la ausencia de equilibrio se
explica por la presencia de alelos nulos y el exceso de homocigotos (Fis = 0,433)
encontrados para este locus. Para la raza normando se detect6 desviacion para el
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locus INRA23, esto concuerda con el valor de Fis (-0.0549) donde se encontr6é que
este locus tiene moderado exceso de heterocigotos. Asimismo, se detectd
desviacion para el locus BM2113 en la raza pardo suizo, hecho que también
concuerda con el valor de Fis (0.1617) que indica exceso de homocigotos para
este marcador. Los loci restantes presentaron valores que indican equilibrio Hardy-
Weinberg en todas las razas.

Tabla 11. Equilibrio Hardy-Weinberg para cada locus y para cada raza (P>0,05
acepta que la poblacion esta en equilibrio Hardy-Weinberg).

Loci P-valor
Criollo Holstein Jersey Normando Pardo
BM1824 0.73211 0.84937 0.54375 0.22811 0.66685
BM2113 0.22594 0.95666 0.15267 0.06188 0.04111
ETH3 0.31766 0.75952  0.86807 0.13765 0.89297
ETH10 0.26568 0.23994 0.87528 1.00000 0.12977
ETH225 0.29354 0.33422 0.10782 0.13820 0.10440
INRA23  0.06319 0.12304 0.75838 0.03020 0.36475
SPS115 0.52965 0.43792 0.20334 0.43037 0.34085
TGLA53 0.01125 0.00039  0.00509 0.00008 0.02128
TGLA122 0.44130 0.90709 0.88740 0.42879 0.58261
TGLA126 0.71986 0.15550 0.21210 0.85230 0.58487
TGLA227 0.46433 0.59290 0.91300 0.42688 0.55979
Fuente: Esta investigacion.

6.5. DISTANCIA GENETICA

Se calcularon las distancias genéticas de Nei (1972) como se muestra en la Tabla
12, y con los resultados obtenidos se construyé un dendrograma mediante
agrupamiento UPGMA modificado del método Neighbor de Phylip v.3.5. (Figura
13).

Tabla 12. Distancias genéticas entre pares de poblaciones, con los valores de
identidad (arriba de la diagonal) y las distancias genéticas (debajo de la diagonal)
segun Nei (1972).

criollo holstein jersey normando pardo

Criollo * 0.8797 0.7966 0.7238 0.8330

Holstein 0.1282 * 0.7957 0.7270 0.7994
Jersey 0.2274 0.2285 * 0.7242 0.8045

normando  0.3233 0.3188 0.3226 * 0.7640
Pardo  0.1828  0.2239  0.2175 = 0.2692 *
Fuente: Esta investigacion.
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El dendrograma mostré coincidencias con lo encontrado para las distancias
genéticas, donde las razas mas cercanas genéticamente fueron criollo y holstein
(0.1282), que ademas mostraron el valor de identidad mas alto (0.8797); mientras
que las razas con menor cercania fueron criollo y normando (0.3233) con el valor
de identidad mas bajo (0.7238).

Figura 13. Dendrograma por agrupamiento UPGMA modificado del método
NEIGHBOR de PHYLIP v.3.5. para las poblaciones de Bos Taurus en el tropico
alto de Narifio.
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6.6. ESTRUCTURA GENETICA

Se calculé el indice de fijacibn Fst para ver diferenciacion y posible
estructura genética entre las poblaciones estudiadas, los valores obtenidos se
describen en la tabla 13, se encontré que los valores no mostraron diferencias
significativas entre razas. El Fst encontrado equivale a una variacion del 6.63%
(Fst=0,0633). Con el fin de confirmar el porcentaje de variacion entre poblaciones,
se calculo el indice Rst como estimador especifico para marcadores microsatélites
y se encontré que el valor obtenido es < que para Fst (Rst = 0,0569).

De acuerdo a la clasificacion de Wright (1943) valores de Fstiguales a O-
0,05 indican pequefia diferenciacion genética; entre 0.06-0,15 diferenciacion
genética moderada, a partir de 0,16-0,25 presentan alta diferenciacion genética y
valores mayores de 0,25 evidencian diferenciacion genética muy grande. La
significancia estadistica de la prueba fue significativa con un P<0.05. En este
estudio se encontr6 que el Fst para la poblacion total (0,0663) indica una
diferenciacion moderada.

Al analizar pares de poblaciones para los valores de Fst (Tabla 13), la prueba
evidencio diferenciacion genética moderada entre las razas criollo y jersey
(Fst=0,122) y el menor valor de diferenciacién se presentd entre criollo y holstein
(Fst=0,0086).
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Tabla 13. Valores de Fst entre pares de poblaciones.

Poblacién Fst
criollo holstein jersey normando pardo
criollo 0.00000 *
holstein 0.00613  0.00000 *
jersey 0.12202 0.08991 0.00000 *
normando 0.03871 -0.00741 0.07033 0.00000 *

pardo 0.04086 0.01222 0.07184 0.02003 0.0000
Fuente: Esta investigacion.

El analisis molecular de varianza (AMOVA) mostrd que la mayor parte de la
variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones. Donde el 5,26% de la
variacion total esta atribuido a diferencias entre poblaciones y el 94,74% a la
diferenciacion encontrada dentro de las poblaciones (Tabla 14).

Tabla 14. Andlisis de varianza molecular AMOVA.

Origen de variacion Df SS Estimativa de Varianza %
Entre poblaciones 4 9,984 0.03936 Va 5.26
Dentro poblaciones 225 159,459 0.70871 Vb 94.74

Total 229 169,443 0.74807

Df =grados de libertad, SS= suma de cuadrados, %= porcentaje de variacion.
Fuente: Esta investigacion.

La estructura genética de las poblaciones también fue analizada utilizando
estadistica bayesiana, implementada por el programa STRUCTURE. Realizando
dos analisis; la asignacién de individuos a cluster, que relaciona los individuos mas
parecidos genéticamente y segundo determinando el nimero real de poblaciones
desde el punto de vista genético. El andlisis se realizd utilizando el algoritmo
bayesiano suponiendo que las frecuencias alélicas estan correlacionadas y que
las poblaciones en estudio estan mezcladas.

El andlisis se realizd considerando dos agrupamientos; primero
considerando a cada una de las razas como un grupo o poblacién y segundo
tomando a los individuos de la raza holstein y criolla como un grupo o poblacion y
las razas restantes como un segundo grupo, esto con base a los resultados
encontrados por el andlisis de distancias genéticas y diferenciacion. Para cada
agrupamiento se realizd6 una serie de corridas para cada valor de K (No. de
poblaciones) entre 1y 5.
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De acuerdo al resultado de probabilidad para ambas consideraciones, se
determin6 que el agrupamiento con la mayor probabilidad fue K=2 con un grado
de mezcla (a) de 0,30; valor que indica que la mayoria de los individuos tienen
pertenencia genética a una poblacion u otra (Evanno et al., 2005) (Figura 14).

Figura 14. Magnitud de AK en funcion de K dada para una media de 10 corridas
independientes con 100.000 iteraciones. El valor que sobresale representa el
valor real de K (# de poblaciones). Obtenido por el programa Structure Harvester
website.

Fuente: Esta investigacion.

Los resultados de la asignacion de individuos a clister para ambos ensayos
de agrupamiento indicaron que las 5 poblaciones incluidas en este estudio
quedaron finalmente distribuidas en 2 clisteres o grupos donde todos los
individuos muestran un patron de mezcla entre ellos, donde las razas criollo y
holstein presentan el mismo patron y una fuerte coincidencia genética, en
comparacion con las otras razas evaluadas. La raza jersey presentd la menor
coincidencia genética, como se puede ver en la Figura 15, donde cada individuo
esta representado por una columna y las divisiones muestran la proporcién que
comparte dicho individuo con un cluster inferido.

Figura 15. Agrupamiento de 115 individuos de las cinco razas bovinas inferido por
el método estadistico Bayesiano usando el programa Structure y teniendo en
cuenta 5 grupos. 1-24: criollo, 25-37: holstein, 38-64: jersey, 65-102: normando,
113-115: pardo.
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Fuente: Esta investigacion.
6.7. GRADO DE ABSORCION DEL NUCLEO RACIAL CRIOLLO

Con el fin de determinar el grado de absorcion del nacleo racial criollo se realiz6
un tercer analisis de agrupamiento con las razas holstein y criollo, considerandolas
como 2 poblaciones.

El porcentaje de absorcion o pureza racial del nucleo criollo, se midié tomando el
coeficiente de membresia (Q) de los individuos de la raza criolla que presentaban
valores superiores a 0,60 que los incluia dentro del cluster de la raza holstein. Con
base en esto, se determin6 que el porcentaje de absorcion fue del 56%.

Figura 16. Asignacion probabilistica de individuos por poblacibn a grupos
homogéneos. Cada individuo esta representado por una columna y las divisiones

muestran la proporciéon que comparte dicho individuo con un grupo particular,
teniendo en cuenta 2 grupos. 1-24=criollo, 25-36=holstein.

Fuente: Esta investigacion.
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7. DISCUSION
7.1. AMPLIFICACION DE LOS LOCI MICROSATELITES

Los 11 microsatélites empleados en este estudio fueron seleccionados por
su uso en el estudio de la genética molecular de estos animales domésticos en
Colombia. La FAO ha establecido un minimo de 20 loci para la estimacion de la
diversidad genética, sin embargo estos 11 marcadores en 11 cromosomas son
representativos para explicar la diversidad para todo el genoma bovino (Novoa et
al., 2010)

En el presente estudio, se encontré que la poblacién bovina del trépico alto
de Narifio es polimorfica para los 11 loci microsatélites amplificados a partir de una
reaccion multiplex. Autores como (Escobar et al., 2009) reportan para razas de
ganado Cebu colombianas (Bos indicus) un éxito de amplificacion similar para los
microsatélites evaluados. Para la subespecie Bos taurus, se han reportado
estudios genéticos con microsatélites altamente polimérficos reflejando un éxito de
amplificacion del 100% para la especie (Barrera et al.,, 2006; Ruiz, 2010). Sin
embargo, se observaron dificultades en la amplificacion, via PCR, hecho que se
puede explicar por factores asociados con la calidad de DNA obtenido para dichas
muestras.

Los valores del contenido de informacién polimorfica (PIC) obtenidos
(superiores a 0,5) indicaron que todos los microsatélites son muy informativos y
por tanto Utiles para detectar variabilidad genética en esta especie.

Para el locus TGLAS53, se observo la presencia de alelos nulos, que de
acuerdo a lo reportado en ganado bovino, puede presentarse por el alto nimero
de polimorfismos encontrados para este marcador genético (Alves, 2007). Sin
embargo, la presencia de alelos nulos, se considera como una limitacion en el uso
de microsatélites para estudios poblacionales que pueden estar relacionados con
errores en la genotipificacion, constituyéndose en un error que esta ligado a la
secuencia de DNA y que puede ser generado por una mutacion cercana a un
marcador, si esta secuencia flanqueante que esta involucrada en el proceso de
deteccion del marcador, impide una amplificacion eficiente. De esta forma, un
genotipo heterocigoto puede ser registrado erréneamente como un individuo
homocigoto al no amplificar uno de sus alelos (Shaw et al. 1999 citado por Ayala,
2013) lo que se hace evidente en que para este locus la heterocigosidad
observada sea significativamente menor a la esperada por este déficit de
heterocigotos.
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7.2. DIVERSIDAD GENETICA

El andlisis para los once loci STRs, evidencié que la diversidad genética
medida en el numero efectivo de alelos (Na) y heterocigosidad observada (Ho),
con valores promedios de 10 y 0.7 respectivamente, fue mayor para la raza criolla
y menor para la raza normando, pero en general se refleja un alto nivel de
heterocigosidad. En efecto, en estudios realizados con poblaciones de bovinos en
Brasil, los genotipos obtenidos demostraron que existe una cantidad significativa
de variabilidad genética tanto dentro de las razas taurinas especializadas como de
las razas localmente adaptadas, encontrando que las razas criollas poseen una
riqueza alélica distintamente mas alta que las razas especializadas (Alves, 2007).

A pesar de que la introducciébn de los bovinos en las Américas fue
probablemente la mas reciente de la historia y el tamafio efectivo de la poblacién
reducido, la mezcla de razas de origenes geogréficos distintas siguiendo las
migraciones humanas, en conjunto con las condiciones ambientales diversas
encontradas en un pais tropical, asociada a una moderada presion selectiva , dié
origen al estado actual de la diversidad genética de estas razas y puede explicar
los altos niveles de diversidad observados en las investigaciones realizadas para
bovinos. Por otro lado, en razas donde se ha encontrado una riqueza alélica
menor y baja heterocigosidad observada puede estar relacionada con un proceso
intensivo de mejoramiento genético (Alves, 2007)

Niveles altos de diversidad se esperarian, en razas donde se ejerce baja
presion de seleccion tales como aislamiento geografico y manipulacion biolégica
(Barrera et al., 2006) y donde se llevan a cabo patrones de manejo tradicionales,
como lo observado para el departamento de Narifio, donde se empiezan a realizar
estudios y a incorporar Programas de Mejora Genética en afilos muy recientes.

La heterocigosidad es alta para todos los marcadores superiores a 0.6, este
valor de heterocigosidad fue reportado en un estudio reciente para razas bovinas
europeas en un estudio con microsatélites para el afio 2013, donde se encontraron
valores de heterocigosidad entre 0.58 y 0.77 (Sergiu et al., 2013). En la figura 17,
los patrones alélicos indican un comportamiento similar en las poblaciones, con
una heterocigosidad alta, y un namero de alelos mayor para la raza criolla. Asi
mismo se observan alelos privados para todas las poblaciones. Los altos niveles
de diversidad observados en bovinos y principalmente en bovinos criollos, permite
sugerir al igual que otros estudios realizados en América Latina (Alves, 2007), en
Colombia (Ruiz, 2010) y en un estudio reciente de criollos colombianos (Bejarano
et al.,2012) que las razas bovinas y especialmente la raza criolla constituyen un
importante reservorio de diversidad genética para mejoramiento y conservacion.
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Figura 17. Patrones alélicos para las cinco razas de estudio. C, raza criolla; H,
raza holstein; J, raza jersey; N, raza normando y P, raza pardo suizo.
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Fuente: Esta investigacion.

En el estudio realizado por Bejarano et al., (2012), en la raza criolla
Romosinuano, se encontrd6 que el numero de alelos por locus cambio
significativamente siendo el microsatélite TGLA227 el que presentd el mayor
namero de alelos (22), mientras que el menor numero de alelos se encontro para
el locus SPS115 con 9 alelos.

Para el presente estudio se encontrd, para el locus TGLA227 el mayor
namero de alelos, 19 alelos para el total de las muestras analizadas, 8 para la raza
criolla 'y 6 alelos para las razas holstein, jersey y pardo suizo. Resultados similares
a los encontrados en este estudio fueron reportados por Boujenane y Ouragh,
2010 donde se consider6 al locus TGLA227 como uno de los loci con el mas alto
contenido de informacion polimérfica (PIC); este locus también presenta ademas
un valor alto de heterocigosidad por lo que se considera altamente informativo,
esto se debe a que los sistemas mas informativos son aquellos que teniendo un
namero suficiente de alelos poseen ademas sus frecuencias equilibradas. En
concordancia, otros estudios han determinado que el nivel de polimorfismo de los
loci microsatélites TGLA227 e INRA023 para Bos taurus es mucho mas alto que
en Bos indicus (Alves, 2007)

El nimero de alelos encontrados oscila entre un minimo de 6 y un maximo
de 19 con un promedio de 10 alelos por locus. El nimero promedio de alelos por
locus detectado, resultd ser relativamente superior al 5.56 reportado para la raza
criolla Colombiana Casanare (NPA=5.56), sin embargo es inferior al encontrado
en estudios realizados con ganado taurino (Bos taurus) y cebuino (Bos indicus)
donde se ha encontrado un NPA de 15 (Cervini et al., 2006). Este valor podria
explicarse por el alto namero de animales muestreados, considerando que a
mayor numero de animales muestreados se incrementa la posibilidad de detectar
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un mayor numero de alelos en la poblacién con una frecuencia baja (Bejarano et
al., 2012).

Finalmente, la mayor presencia de alelos exclusivos (8) encontrados para la
raza criolla, podria estar correlacionado con la antigiedad de la raza y su
capacidad adaptativa por dispersion y colonizacion que evidencia la presencia de
polimorfismos ancestrales, como sugieren Westerbergh y Saura (1994), Elisens y
Crawford citados en Borgen (1997). Sin embargo, a pesar de que los alelos
exclusivos son muestra de diferenciacién genética, las frecuencias alélicas de los
encontrados en este estudio para la raza criolla no superan el 10% del total y por
lo tanto no pueden dar evidencia contundente de dicha diferenciacion (Donoso,
2004). Esto concuerda con lo encontrado en el andlisis de distancias genéticas y
calculo de Fst (0,0663), datos que explican diferenciacion moderada entre las
poblaciones de estudio. No obstante, cabe la posibilidad de que alelos exclusivos
en otra poblacién como la holstein, podrian no haberse detectado por efecto del
namero muestreal.

7.3. EQUILIBRIO HARDY - WEINBERG

Como es posible observar en la tabla 10, las proporciones genotipicas
estan de acuerdo con el equilibrio Hardy-Weinberg, para ocho de los once loci
microsatélites ya que no presentaron valores de P significativo. El locus TGLA53
presento para las cinco razas desvios significativos del equilibrio Hardy-Weinberg
donde el valor de Fis cercano a 1, indicO un exceso de homocigotos. En otro
estudio en Colombia donde se trabajo con este sistema multiplex, se encontré una
significativa desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg para este locus, también
asociado a un déficit de heterocigotos (Escobar et al., 2009). Se sefalan
importantes factores que conllevan a este déficit de heterocigotos, incluyendo la
presencia de alelos nulos, endogamia, efecto wahlund y seleccion en contra de los
heterocigotos (Escobar et al., 2009).

En nuestro estudio para este locus en particular, se detect6 la presencia de
alelos nulos que son una causa comun en estudios con microsatélites como la
fuente del déficit de heterocigotos. Una posible explicacion para la aparicion de
alelos nulos, podria ser la baja eficiencia de hibridacion del cebador utilizado
debido a puntos de mutacion en uno o mas sitios de alineamiento (Avise, 2004
citado por Ayala 2013). Ademas, es posible que para este locus, durante el
andlisis de los electroferogramas, los picos de los diferentes alelos se observaron
muy proximos unos de otros imposibilitando su distincion y por eso haya ocurrido
una clasificacion errénea de individuos tanto heterocigotos como homocigotos,
esto a razon de que se considera que entre los errores de genotipificacion, el error
mas comun del 60-80% es debido a factores humanos como la interpretacion
errnea de los picos de los alelos (Pompanon et al., 2005). En el caso del locus
INRA23 también se observé un desvio significativo de equilibrio Hardy-Weinberg,
para una sola raza, y donde el valor de Fis negativo indic6 que se debia a un
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moderado exceso de heterocigotos. Algunos autores sefialan como posibles
causas ademas de los errores en la genotipificacion, a la seleccién por
sobredominancia o al cruzamiento entre las poblaciones (Egito et al., 2007).

Para el resto de loci microsatélites testados, se observan valores de Fis
cercanos a cero. Autores como Ruiz (2010), consideran que el valor de Fs debe
ser lo mas aproximado posible a cero cuando las poblaciones son homogéneas y
el muestreo esta bien realizado.

En estudios hechos en razas taurinas y cebuinas por su parte, se han
encontrado razas que con un coeficiente de endogamia mas alto y significativo
(Escobar et al., 2009). Este resultado muy probablemente refleja un manejo
reproductivo mas intenso al que son sometidas estas razas, con el uso de un
relativo niamero pequefio de toros de alto valor como donadores de semen en las
practicas de reproduccion asistida. Asi, la variabilidad genética medida como
heterocigosidad tiende a ser mayor en las razas donde no se ha ejercido una
seleccion artificial intensa como lo demuestran los resultados de este estudio.

7.4. DIFERENCIACION GENETICA ENTRE LAS POBLACIONES

El analisis de varianza molecular revelé que la mayor parte de la variacion
genética observada en las poblaciones analizadas, es el resultado de las
diferencias existentes entre los individuos dentro de las razas (94.74% valor
inferido por el AMOVA). Este comportamiento se encontré en numerosos estudios,
donde méas del 90% de la variacion se ha encontrado dentro de las razas. Este
resultado es confirmado por el valor del indice Fst que demuestra una
diferenciacion genética moderada, indicando que las razas no presentan
estructuracion genética. Este estimativo fue determinado mediante el estadistico
Fst como el Rgsr, el valor més alto de diferenciacion obtenido con el indice sugiere
que la moderada diferenciacion entre las razas involucra principalmente las
frecuencias alélicas mas que las diferencias en el tamafio de los alelos debido al
comportamiento mutacional de los microsatélites (Cervini et al., 2006).

El analisis de distancias genéticas y la diferenciacion entre pares de Fst
mostraron la misma tendencia, con una menor distancia entre las razas criollo y
holstein (0.1282) y la mayor distancia entre las razas criolla con respecto a jersey
y normando. El dendrograma confirma las observaciones anteriores, indicando
gue aunque las distancias entre taurinos son muy pequefias se evidencia el
agrupamiento entre las razas holstein y criollo, siendo las razas mas proximas a
este cluster, jersey y pardo suizo. Se ha encontrado para el departamento del
Valle del Cauca, que las distancias genéticas superiores a 0.32, confirman la
separacion entre subespecies Bos indicus y Bos taurus, donde se observaron los
niveles mas altos de diferenciacion. Las distancias dentro de Bos taurus para este
departamento también fueron bajas siendo los grupos mas proximos holstein y la

75



raza criolla Harton del Valle (Escobar et al., 2009). Ahora bien, todas las
estimaciones de diferenciacion entre pares de poblaciones (Fst) fueron
significativas y mostraron la misma tendencia que las distancias genéticas.

La alta similaridad (87%) y el nivel bajo de diferenciacién entre los
individuos de la raza holstein y criolla, revela que no estan estructuradas
genéticamente, hecho que se puede explicar por un intenso flujo genético reciente
0 a un pasado comun. Para el trépico alto de Narifio, es posible detectar que esta
similaridad entre estas dos razas puede deberse a que posiblemente compartieron
reproductores en un tiempo reciente y por tanto que la mayoria de los individuos
que fueron estudiados hayan sido el resultado del cruce entre ellas. Asi mismo,
fue posible encontrar que en las fincas lecheras del departamento de Narifio, la
denominacién de la raza criolla se hace fenotipicamente puesto que no se cuenta
con registros y por lo tanto pueden asignarse como criollos a individuos que ya
han presentado cruces con la raza holstein.

Este analisis de agrupamiento, puede estar reflejando el manejo de estas
razas dentro de los actuales sistemas de produccién. Como se ha mencionado, a
partir de su introduccién, la raza criolla ha ido adquiriendo importantes
caracteristicas como su potencial de adaptacion a diversos ecosistemas,
resistencia a ciertas enfermedades infecciosas, facilidad para aprovechar mejor
los recursos de su dificil ambiente, alta eficiencia reproductiva y sostenibilidad a
largo plazo (Barrera et al., 2006). Ademas, estudios realizados para Colombia y
para el trépico alto de Narifio indican que la raza criolla se caracteriza por
presentar un alto nivel composicional en la leche pero un bajo nivel de produccion
(litro leche/dia) (Solarte et al., 2009), de tal manera que para la ganaderia de leche
en Narifio ha sido principal incrementar el nivel de produccion, lo que conlleva al
cruce con razas especializadas como la holstein. Esta situacion se ha hecho
evidente en una recopilacion de estudios realizada por Tewolde (2007) para los
sistemas de produccién animal en los Tropicos de América Latina.

La introducciéon de las razas jersey y normando se ha hecho con el
propoésito fundamental de mejorar la calidad de la leche en cuanto a grasa,
proteinas y sélidos totales, haciendo cruzamientos con la raza holstein, lo que se
evidencia en su similaridad y cercania con el cluster que conforma esta raza
especializada.

Los andlisis desarrollados en el software Structure soportan la presencia de
dos poblaciones genéticas (k=2), que claramente demuestran un agrupamiento de
las razas criolla y holstein, puesto que la mayor proporcion del genoma de los
individuos de estas razas representado por su coeficiente de membresia se asigna
a la misma poblacion. En general las cinco razas analizadas en este estudio no
podrian considerarse como poblaciones puras, puesto que es posible observar
para todos los casos mezcla genética en mayor o menor medida (Figura 16).
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Para el caso particular del tropico alto de Narifio, el criterio basico de
seleccidn es el volumen de produccion, que conlleva a la practica de cruzamientos
dirigidos destinados a incrementar principalmente el volumen de litro de leche /dia.
De ahi, que se han realizado cruces entre razas teniendo como base a la holstein,
que por sus altos volumenes de produccion es la raza mas difundida y utilizada en
practicamente todos los sistemas de lecheria especializados, hecho que se ha
observado en estudios previos realizados por el Programa de Mejoramiento
Genético Animal (Solarte et al, 2009).

Por otro lado se confirma mediante este analisis, la ausencia de sub-
estructura genética para cada raza. Esto puede esperarse debido al reciente
establecimiento de dichas razas en Colombia y a la alta tasa de migracion entre
localidades como consecuencia de las practicas comerciales con estos animales
dentro del departamento. Estas practicas promueven el flujo génico entre regiones
distantes resultando en una homogenizacion recurrente de las frecuencias
alélicas.

La raza jersey por su parte, presenta un comportamiento caracteristico,
puesto que los individuos de esta raza presentaron valores de membresia que los
incluyeron en otro cluster, sin embargo sigue existiendo mezcla. Esto puede estar
reflejando que la raza jersey en el Tropico alto de Narifio, no es tan difundida
puesto que su introduccion ha sido reciente y se pueden encontrar en la
actualidad, un mayor nimero de hatos puros.

7.5. GRADO DE ABSORCION DEL NUCLEO RACIAL CRIOLLO

Para estimar la pureza racial de las poblaciones se utiliz6 un modelo
basado en el método de agrupamiento (Q coeficiente membresia) que permite
inferir la estructura de la poblacion. Para la raza criolla, se determin6 un grado de
absorcion del 56% representado en los individuos con un coeficiente de
membresia superior al 0.6 que los incluyd en el cluster correspondiente a la raza
holstein y por tanto se demuestra un alto nivel de absorcion del nucleo criollo por
parte de esta raza especializada.

Lo anterior, se ha hecho evidente en estudios previos realizados con razas
criollas en Colombia, que desde el punto de vista citogenético indican un alto
grado de introgresién genética de Bos indicus y de razas especializadas de Bos
taurus en ganado criollo colombiano (Sanchez et al., 2008).

Estos resultados permiten inferir que en el tropico alto de Narifio, se incurre
con frecuencia en la realizacion de cruzamientos dirigidos con razas
especializadas como la holstein, destinados al incremento del volumen de
produccion, lo que conlleva a una disminucion continua de la pureza del ndcleo
racial criollo.
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En efecto, es evidente que la introduccion de genes foraneos, en las razas
de ganado criollo colombiano va en detrimento de la pureza de las mismas y
puede tener incidencia en la capacidad adaptativa propia de estos nucleos Esta
situacion se presenta puesto que persiste la idea equivocada de que el
mejoramiento del bovino criollo debe ser realizado a través del cruzamiento con
ejemplares importados y no a través de la seleccion y mejora de los criollos.

La diversidad genética de las razas criollas puede permitir desarrollar
nuevas caracteristicas en respuestas a cambios en el ambiente, enfermedades o
las condiciones del mercado. Ademas, poseen combinaciones genéticas y
adaptaciones especiales a ambientes extremos (elevadas temperaturas, altitud,
exposiciébn a enfermedades, etc.) que no se encuentran en otras razas. Sin
embargo, las razas cruzadas no siempre estan tan adaptadas como las originales.
Caracteres como resistencia a enfermedades, forrajes pobres, etc. pueden
perderse facilmente, poniendo de manifiesto la importancia de mantener las razas
criollas en pureza o recuperarlas en caso de haber sido mezcladas (Amador,
2013).

La mezcla genética que se observo en el estudio, evidencia el flujo genético
continuo que hay entre las razas, sin embargo a pesar de que se considera que
este parametro es importante porgue permite mantener la diversidad genética,
desde el punto de vista de la conservacion las razas criollas son componentes
importantes de la biodiversidad y su conservaciéon requiere de su mantenimiento
en pureza. Un nuevo influjo de material genético procedente de otra raza puede
amenazar a la poblacién causando una extincion genémica. Dicha extincién no
implica necesariamente la pérdida de alelos, pues se hizo evidente que la raza
criolla presenta el mayor nimero de alelos con respecto a otras razas, sino que
puede manifestarse como la pérdida de combinaciones de alelos en diferentes loci
(haplotipos), que suelen ser la base de las adaptaciones locales (Amador, 2013).
Asi mismo, el mantenimiento de las poblaciones puras puede ser esencial para
asegurar la conservacién de genotipos que como se ha determinado en estudios
para el tropico alto de Narifio, estan relacionados con una alta calidad de la leche
(Solarte et al., 2009).

Es por ello que algunos autores como Bejarano y colaboradores (2012) y
Lirén y colaboradores (2002), recomiendan que sea necesario restringir el uso de
germoplasma importado (de razas especializadas como la holstein) e iniciar
programas de seleccién en las poblaciones de razas criollas bovinas. De no
iniciarse programas de mejoramiento genético, a largo plazo, se perderia la
adaptacion lograda por seleccion natural y la posibilidad de desarrollar razas
tropicales competitivas y eficientes (Bejarano et al., 2012; Lirén et al., 2002)

78



CONCLUSIONES

La poblacién bovina del Trépico Alto de Narifio, fue polimorfica para los
once microsatélites amplificados a partir de la reaccién multiplex, que presentaron
un PIC superior a 0.5 resultando altamente informativos para evaluar de manera
eficaz la variabilidad y la estructura genética de las razas de estudio.

La alta diversidad encontrada en la razas, medida en el nimero de alelos y
la heterocigosidad observada, es similar a la encontrada para razas de Bos taurus
en América Latina y Colombia, explicado por un proceso de miscegenacion de
razas de distintos origenes geograficos en conjunto con las condiciones
ambientales diversas encontradas en un pais tropical, asociada a una moderada
presion selectiva. Por su parte, la raza criolla presentd la heterocigosidad y el
nimero de alelos mas alta de las razas estudiadas evidenciando su historia de
adaptacion a las condiciones ambientales y bajo manejo selectivo en el Trépico
Alto de Narifio.

Los estimativos del indice Fst indican que las razas presentan una
moderada diferenciacion genética en correspondencia con los analisis de
agrupamiento que indican una mezcla genética entre las razas, hecho que se
puede explicar por un intenso flujo genético reciente o a un pasado comun. Estos
andlisis permitieron soportar la presencia de dos poblaciones genéticas, con un
claro agrupamiento de las razas holstein y criolla.

El nucleo racial criollo presenta un alto nivel de absorcion (56%) por parte
de la raza holstein, que evidencia la realizacion de cruces dirigidos al incremento
del nivel de produccién y en detrimento de la pureza de la raza criolla. Este
resultado posiblemente puede incidir en la capacidad adaptativa de la misma, de
ahi que se hace necesario el desarrollo de estrategias que permitan conservar la
pureza de la raza criolla o recuperarla a partir de los individuos que ya han sido
mezclados.
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PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Gracias a la obtencion de informacion del estado genético de las
poblaciones bovinas en el tropico alto de Narifio es posible crear propuestas de
apareamiento, con base en la informacion de estructura de las poblaciones
evaluadas. Estas estrategias de mejoramiento genético deben ir asociadas a las
condiciones ambientales y al manejo de los sistemas de producciones actuales,
guiadas a la conservacion de criollos con el fin de que la absorcion por parte del
nacleo holstein no siga en curso.

Con el fin de lograr estrategias de conservacion, es importante alertar a la
comunidad ganadera presente en los distritos lecheros, acerca de las condiciones
genéticas que se estan presentando en las razas bovinas tanto foraneas como el
nacleo criollo. Pueden ofrecerse cursos de manejo entre poblaciones, que
permitan la reduccién de cruzamientos dirigidos absorbentes, y que estén guiados
a la conservacion de un nucleo criollo puro.

Ademas, es factible la evaluacion de toros criollos con el fin de determinar

cuales de ellos reunen las mejores condiciones para ser usados como
reproductores y asi obtener progenies puras.
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Anexo A. Protocolo de extraccion de DNA de Salting Out a partir de muestras de
sangre.

Inicialmente 500 pl de sangre conservada en medio EDTA se mezclaron con 500
pl de solucién de lisis | (0.32M de sacarosa, 10 mM de Tris-HCI pH=7.5, 5 mM de
MgCl, y 1% de Triton X-100). Una vez adicionada la solucion de lisis I, se
homogeniz6 por inversion y se incub6 a temperatura ambiente, durante 5 min.

Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd a temperatura ambiente a 14000
r.p.m. durante 1 min. A continuacion, se descarto el sobrenadante, evitando perder
el boton formado por centrifugacion. Luego se adicionaron 1 ml de solucion de
lisis | y se mezclo por inversibn hasta homogenizar completamente el
material. Posterior a la homogenizacion, se centrifugé nuevamente 1 min a 14000
r.p.m. y se realizaron repeticiones de los pasos de lisis y centrifugacion, hasta
lograr un precipitado de color blanco.

Posteriormente se adicion6 al precipitado 400 pl de solucién de lisis Il (10 mM de
Tris-HCI pH=7.5, 10 mM de EDTA pH=8.0, 50mM de NaCl y 0.2% de SDS) y 20 pl
de proteinasa K (10 pg/ pl). La solucién homogenizada se incubd por 30 min a 56°
C, pasado el tiempo de incubacion se adicionaron 300 pl de solucion de NaCl 5M,
y se homogeniz6 la solucién por vortex durante 60s. En este paso se emple6 un
equipo vortex para homogenizar la solucién durante 60 segundos.

Luego se realiz6 centrifugacion por 20 min a 13500 r.p.m. y 350 pl del
sobrenadante se adicionaron a un tubo que contenia previamente 900 ul de etanol
absoluto frio, para visualizar la formacion de la malla de DNA. Con el fin de
optimizar la aparicion de la malla de DNA, se incubo por 48 horas a -20°C.

Pasado en tiempo de incubacién, la solucién se centrifug6é durante 20 min a 13500
r.p.m. y se hizo un lavado final con etanol al 70% y una posterior centrifugacion. El
precipitado de DNA se sec6 a temperatura ambiente y se resuspendié en 100 pl
de buffer de conservacion TE (1 mM de Tris-HCI pH=7.5 y 0.1 mM de EDTA
pH=8.0) y se almaceno a -20°C.
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Anexo B. Protocolo de Extraccién de DNA a partir de muestra sanguinea usando
el kit FTA ® de Whatman Bioscience

Sobre una base estéril (Harris Cutting Mat) se extrajo cuidadosamente un disco de
1.2 mm de la tarjeta FTA® con ayuda del sacabocados Micro-punch del kit. El
disco se transfirié a un tubo de 1.5 ml para continuar con el proceso de purificacion
del DNA como lo describe la casa fabricante. En el tubo que contenia el disco, se
adicion6 200 ul de reagente (FTA® Purification reagent) y mientas se agitaba por
inversion se incubd a temperatura ambiente por cinco minutos.

Luego, se descart6 el reagente, evitando remover el disco del tubo. Este proceso
de adicion, incubacion y descarte del reagente se repiti6 dos veces mas.
Posteriormente, se lavd el DNA contenido en el disco adicionando 200 ul de Buffer
TE (10mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA, pH 8.0), y se incub6 por cinco minutos,
agitando por inversion. Pasado el tiempo de incubacion el buffer fue descartado,
repitiendo este proceso dos veces. Finalmente, el disco se transfirié a tubos de 0,2
ml y se conservaron en este tubo para su posterior amplificacion, forma de poder
evaluar extraccion de DNA para este método.
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Anexo C. Microsatélites para DNA de ganado vacuno, utilizados en

la etapa de

estandarizacion de amplificacion por PCR. Nombre de cada locus, secuencia
directa y reversa de la pareja de cebadores, tamafio del fragmento esperado en
pares de bases (pb) referencia del grupo de autores que describen el uso del
locus respectivo y temperatura de alineamiento reportada para cada cebador.

Loci Cebadores directo y reverso Tamafio del Tde Referencias
amplificado alineamiento
(pb) Q)
BM1818 AGCTGGGAATATAACCAAAGG 248-278 54 ,58 Bishop et
AGTGCTTTCAAGGTCCATGC al., 1994
BM1824 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 176-197 55 Bishop et
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG al., 1994
BM2113 GCTGCCTTCTACCAAATACCC 122-156 58 Bishop et
CTTCCTGAGAGAAGCAACACC al., 1994
CSSM66 ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA 171-209 54 Barendse
AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG et al., 1994
ETH3 GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG 103-133 57 Solinas
ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG Toldo et al.,
1993
ETH10 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 207-231 54,58 Solinas
CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC Toldo et al.,
1993
ETH225 GATCACCTTGCCACTATTTCCT 131-159 57,58 Steffeny
ACATGACAGCCAGCTGCTACT col., 1993
HEL9 CCCATTCAGTCTTCAGAGGT 141-173 52 .57 Kaukinen y
CACATCCATGTTCTCACCAC Varvio,
1993
ILSTS006 TGTCTGTATTTCTGCTGTGG 277-309 55, 56 Brezinsky y
ACACGGAAGCGATCTAAACG col., 1993b
INRA063 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 167-189 55, 56 Vaiman et
AAACCACAGAAATGCTTGGAAG al., 1994
TGLA122 CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC 136-184 60 Barendse
AATCACATGGCAAATAAGTACATAC et al., 1994
TGLA227 CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT 75-105 60 Kappes et
ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA al., 1997
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