DIVERSIDAD GENETICA DEL GANADO HARTON DEL VALLE Y SUS
RELACIONES CON HOLSTEIN Y BRAHMAN, MEDIANTE
EL USO DE MARCADORES MOLECULARES

LUZ ANGELA ALVAREZ FRANCO

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
SANTIAGO DE CALI
2008



DIVERSIDAD GENETICA DEL GANADO HARTON DEL VALLE Y SUS
RELACIONES CON HOLSTEIN Y BRAHMAN, MEDIANTE
EL USO DE MARCADORES MOLECULARES

LUZ ANGELA ALVAREZ FRANCO

Doctorado en Ciencias - Biologia

Director
Victor Vera Alonso PhD
Universidad Nacional de Colombia

Codirectores
Heiber Cardenas Henao PhD (C)
Guillermo Barreto Rodriguez PhD
Universidad del Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
SANTIAGO DE CALI
2008



Nota de aceptacion:

Firma del presidente del jurado

Firma del jurado

Firma del jurado

Santiago de Cali, julio de 2008



DEDICO:

A mi esposo Ifiaki y mis hijos Amaia e Ifiaki, quienes son la razén de mi vida.

A mi madre y a Maritxu.

A Irenarco Casas A., Humberto Arango B. y Jaime Eduardo Mufioz F. quienes me
inculcaron el deseo de aprender y me ensefaron lo hermoso de ensefiar.

A mi querida Universidad Nacional de Colombia, a quien le debo todos mis logros
profesionales



AGRADECIMIENTOS

A mis directores Dres Victor Vera A, Heiber Cardenas y Guillermo Barreto por su
amistad y sus ensefianzas y por haberme dado la oportunidad de concluir este
trabajo.

A Héctor Diaz Antanez, quien bajo mi direccion, realizo parte de este trabajo en la
Maestria en Produccion Animal Tropical en la Universidad Nacional de Colombia

con la tesis Variabilidad de los genes de las proteinas de la leche k- caseina, B-
lactoglobulina y a-lactoalbumina en el ganado criollo Harton del Valle Bos taurus.

A la Division de Investigaciones de la Universidad Nacional de Colombia (DIPAL)
por la financiaciéon del trabajo.

A Andrés Mauricio Posso T. por su generosidad, ayuda incondicional y
especialmente por su amistad.

A mis entrafiables amigas y compafieras de doctorado Dayana Salas y Laura
Cifuentes, por sus ensefianzas, aportes a mi trabajo y especialmente por los
momentos de alegria que siempre compartimos.

A Briggite Those por su amistad incondicional y ensefianzas.

A Juan D. Palacio por haberme abierto las puertas del Instituto Alexander Von
Humboldt y su incomparable generosidad.

A Dora Barrios del Instituto Alexander Von Humboldt que fue mi angel de la
guarda y sera siempre mi amiga.

A Diana Lépez, Biologa del Instituto Alexander Von Humboldt.
A mis compafieros del Grupo de Investigacion Recursos Zoogenéticos-Palmira.

A los estudiantes de tesis del Laboratorio Biologia Molecular UNAL-Palmira
Von Humboldt

A Marino Valderrama MVZ y Eduaime Cardenas MVZ por la ayuda en la
consecucion de las muestras.

A Adelina Rentaria, porque sin su ayuda no hubiera podido realizar este trabajo.



CONTENIDO

INTRODUCCION

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 EL GANADO HARTON DEL VALLE

2.1.1 Origeny Estado Actual.

2.1.2 Caracteristicas de la raza.

2.1.3 Produccion de leche.

2.2 IMPORTANCIA DE LA DIVERSIDAD GENETICA ANIMAL

2.3 MARCADORES MOLECULARES

BIBLIOGRAFIA

CAPITULO | - DIVERSIDAD GENETICA DE LA RAZA HARTON DEL
VALLE MEDIANTE MARCADORES MICROSATELITES
1. INTRODUCCION

1.1 ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA DEL GANADO
MEDIANTE MARCADORES MICROSATELITES

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

pag.
18
21
21
21
22
22
22
24
25
29

32

37

43

44
54
54

54



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MUESTREO

3.2 LOCI MICROSATELITES

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

4. RESULTADOS

4.1 MARCADORES MICROSATELITES

4.2 DIVERSIDAD GENETICA DE LAS RAZAS HARTON DEL VALLE,
BRAHMAN Y HOLSTEIN

4.3 RELACIONES ENTRE LAS RAZAS HARTON DEL VALLE, BRAHMAN
Y HOLSTEIN

4.4 VARIABILIDAD GENETICA DENTRO DE LA RAZA HARTON
DEL VALLE

5. DISCUSION

5.1 DIVERSIDAD ENTRE RAZAS

5.2 DISTANCIAS GENETICAS Y RELACIONES ENTRE RAZAS

5.3 DIVERSIDAD GENETICA DENTRO DE LA RAZA HARTON DEL VALLE

6. CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

CAPITULO Il - VARIABILIDAD DE LOS GENES DE LAS PROTEINAS
DE LA LECHE k- CASEINA, B-LACTOGLOBULINA
Y a- LACTOALBUMINA EN EL GANADO CRIOLLO
HARTON DEL VALLE

1. INTRODUCCION

pag.

55
55
56
58
60

60

62

65

67
71
71
76
77
81

82

90



1.1 EL GEN DE K-CASEINA

1.2 LAS PROTEINAS DEL SUERO

1.2.1 B-Lactoglobulina

1.2.2 a-Lactoalbumina

1.3 ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA
2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ANIMALES

3.2 AMPLIFICACION Y DE LOS FRAGMENTOS
3.2.1 k-caseina.

3.2.2 B-Lactoglobulina.

3.2.3 B-Lactoalbumina.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

4. RESULTADOS

4.1 POLIMORFISMOS DE LAS PROTEINAS DE LA LECHE

4.1.1 k-Caseina (k-CN).
4.1.2 Proteinas del suero.
4.1.2.1 B-Lactoglobulina.

4 .1.2.2 a-Lactoalbimina.

pag.
91
93
93
94
94
97
97
97
98
98
99
99
101
102
103
105
105
105
108
108

110



4.2 VARIABILIDAD GENETICA

4.2.1 Frecuencias Geénicas.

4.2.2 Namero promedio de alelos (NPA).

4.2.3 Diversidad Genética.

4.3 DIFERENCIACION Y ESTRUCTURA GENETICA

4.4 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

5. DISCUSION

5.1 POLIMORFISMO DE LOS GENES EN LA RAZA HARTON DEL VALLE

5.2 DIVERSIDAD GENETICA

5.3 ESTRUCTURA GENETICA Y DIFERENCIACION

6. CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

CAPITULO llI- DIVERSIDAD GENETICA'Y ANCESTRALIDAD DEL
GANADO HARTON DEL VALLE MEDIANTE ADN

MITOCONDRIAL E INTROGRESION MEDIANTE
MICROSATELITES DEL CROMOSOMA Y

1. INTRODUCCION

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MUESTRAS, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION

pag.

111
111
113
114
115
119
121
121
123
124
129

130

137
142
142
142
143

143



3.2 ANALISIS ESTADISTICO
4. RESULTADOS

4.1 DIVERSIDAD DE LA REGION CONTROL DEL ADN DEL HARTON
DEL VALLE

4.1.1 Haplotiposy linajes.

4.2 RELACIONES DEL HARTON DEL VALLE CON EL GANADO CRIOLLO
COLOMBIANO

4.3. RELACIONES DEL HARTON DEL VALLE CON RAZAS DEL MUNDO
4.4 INTROGRESION DE BOS INDICUS EN GANADO HARTON DEL VALLE
5. DISCUSION

5.1 VARIA}CION DE LA REGION CONTROL DEL ADNMT EN EL GANADO
HARTON DEL VALLE

5.2 RELACION DEL HARTON DEL VALLE CON OTRAS RAZAS BOVINAS
CRIOLLAS Y COLOMBIANAS

5.3 RELACIONES DEL HARTON DEL VALLE CON RAZAS DEL MUNDO
5.4 INTROGRESION DE BOS INDICUS EN GANADO HARTON DEL VALLE
6. CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

pag.

147

148

148

148

155
157
162

163

163

165
166
167
168
169

174



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Patron de la Raza Harton del Valle.

Tabla 2. Parametros de la curva de lactancia de vacas Hartéon del Valle
(HV) y sus cruces con Holstein (H) y Angler (A).

Tabla 3. Composicion de la leche del ganado Harton del Valle en dos
sistemas de produccion.

CAPITULO | - DIVERSIDAD GENETICA DE LA RAZA HARTON DEL
VALLE MEDIANTE MARCADORES MICROSATELITES

Tabla 1. Parametros de Diversidad Genética estimados mediante
microsatélites, en razas criollas de América Latina.

Tabla 2. Niumero de muestras por grupo genético, poblacién y sexo de
Harton del Valle, Holstein, Brahman y F; de HV con otras razas (HVC).

Tabla 3. Loci microsatélites, localizacibn cromosémica y secuencias de
primers utilizados.

Tabla 4. Condiciones de amplificacion de los 15 microsatélites
analizados.

Tabla 5. Estadistica descriptiva de 15 loci microsatélites para los grupos
HV, B, H, HVC y Poblacion Total.

Tabla 6. Estadistica descriptiva de 15 loci microsatélites en los cuatro
grupos genéticos estudiados.

Tabla 7. Diferenciacién racial para cada locus microsatélite, estimado
mediante Fsr,

Tabla 8. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con diferentes
niveles de estructura jerarquica entre Bos taurus (HV, H), Bos indicus
(B) y el grupo HVC.

pag.

26

28

29

52

55

57

58

61

63

65

66



Tabla 9. Estimaciones de diferenciacion genética y distancia entre las
razas Brahman, HV, Holstein y HVC.

Tabla 10 Estadistica descriptiva para 15 loci microsatélites en nueve
poblaciones de HV.

Tabla 11. Desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weimberg de
15 loci en nueve poblaciones de Harton del Valle.

Tabla 12 Diferenciacion genética y distancia entre nueve poblaciones
de Hartén del Valle.

CAPITULO II - VARIABILIDAD DE LOS GENES DE LAS
PROTEINAS DE LA LECHE k- CASEINA, B-
LACTOGLOBULINA Y a- LACTOALBUMINA EN
EL GANADO CRIOLLO HARTON DEL VALLE

Tabla 1. Posiciones y diferencias de aminoacidos de las variantes de la
K-CN.

Tabla 2 - Frecuencias génicas para las proteinas de la leche en
diferentes razas.

Tabla 3. Numero de muestras por poblacion y localizacion.
Tabla 4. Condiciones de PCR para el fragmento de 453 pb.
Tabla 5. Condiciones de PCR para el fragmento de 551 pb de k-CN

Tabla 6. Cortes resultantes de la digestion con enzimas de restriccion
del fragmento 453 de k-CN.

Tabla 7. Cortes resultantes de la digestién con enzimas de restriccion
del fragmento 551 de k-CN.

Tabla 8. Condiciones de PCR para B-LAy a-LA.
Tabla 9. Patrones de Variacion en las secuencias de muestras de k-CN

en HV, comparadas con la secuencia patrén X14908 vy los alelos
reportados en el GenBank.

10

pag.

67

68

69

70

92

96
98
99

100

101

101

102

106



Tabla 10. Frecuencias génicas y desviaciones estandar de las variantes
alélicas de k-CN, B-LG y a-LA en once poblaciones de Harton del Valle.

Tabla 11. Estadistica descriptiva de k-Caseina, B-Lactoglobulina y a-
Lactoalbumina para las razas HV, B y H.

Tabla 12. Valores estimados de Heterocigosidad esperada (He) y
observada (Ho) Yy significancia de las desviaciones al equilibrio Hardy-
Weimberg para k-CN, B-LG, a-LA, en once poblaciones de Hartén del
Valle y los grupos control Holstein y Brahman.

Tabla 13. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) entre 11
poblaciones HV, en los loci k-CN, B-LG y a-LA.

Tabla 14. Variacion de las frecuencias alélicas explicada por
Componentes Principales.

Tabla 15. Resultados de desequilibrio de ligamiento entre genes
pareados en la poblacion total de HV, y excluyendo la poblacién
cruzada (HV*) y los controles By H.

CAPITULO IlI- DIVERSIDAD GENETICA Y  ANCESTRA-
LIDAD DEL GANADO HARTON DEL VALLE
MEDIANTE ADN MITOCONDRIAL E INTRO-
GRESION MEDIANTE MICROSATELITES DEL
CROMOSOMA'Y

Tabla 1. Razas estudiadas de acuerdo con sus regiones de origen,
namero de animales muestreados, referencia y nidmero de acceso en
GenBank .

Tabla 2. Secuencias de la regiébn control del ADNmt, nimero de
haplotipos y linajes observados en 97 animales.

Tabla 3. Numero y Frecuencia relativa de Linajes T1, T2 y T3 en
ganado HV, B, Hy HVC

Tabla 4. Frecuencias relativas de haplotipos agrupados de acuerdo con
el linaje y el hato en la raza Harton del Valle.

11

pag.

112

113

115

116

118

120

145

149

152

153



Tabla 5. Numero de haplotipos, diversidad haplotipica y nucleotidica en
nueve poblaciones de ganado HV y en las razas B, H y el cruce HVC.

Tabla 6. Andlisis de varianza molecular entre grupos genéticos (HV, H,
B y HVC) y entre nueve poblaciones de Harton del Valle.

Tabla 7. Matriz de distancia basada en el modelo Kimura 2p, entre
ganado criollo colombiano, H y B.

Tabla 8. Numero y proporcion (%) de los alelos Y indicus y taurino
amplificados con el microsatélite INRA124.

12

pag.

154

154

157

162



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Torete de la raza Hartén del Valle
Figura 2. Novilla de la raza Harton del Valle

CAPITULO | - DIVERSIDAD GENETICA DE LA RAZA HARTON DEL
VALLE MEDIANTE MARCADORES MICROSATELITES

Figura 1. Relacion Genética entre las razas Brahman, HV, Holstein y
HV cruzado mediante el método de UPGMA.

Figura 2. Relacion genética entre nueve poblaciones de Harton del
Valle estimada mediante el método de UPGMA basado en las
distancias de Nei (1978).

CAPITULO Il = VARIABILIDAD DE LOS GENES DE LAS
PROTEINAS DE LA LECHE k- CASEINA, B-
LACTOGLOBULINA Y a- LACTOALBUMINA EN
EL GANADO CRIOLLO HARTON DEL VALLE

Figura 1. Patrones de corrida de las variantes alélicas de k-CN
obtenidas en el fragmento de 453 pb.

Figura 2. Patrones de corrida de las seis variantes alélicas de k-CN
obtenidas en el fragmento de 551 pb.

Figura 3. Movilidad de las cadenas simples de a-LA a concentraciones
de glicerol del 5,0% y 3,75%.

Figura 4. Patron de bandas obtenido con la enzima de restriccion
Haelll para las variantes Ay B de -Lactoglobulina.

Figura 5. Patrén de bandas obtenido mediante SSCP, para las variantes
A y B de B-Lactoglobulina.

Figura 6. Patron de bandas obtenido mediante SSCP para las variantes
Ay B de a-Lactoalbumina.

13

Pag.

27

27

67

70

107

107

108

109

109

110



Figura 7. Patron de bandas obtenido con la enzima de restriccion MNII
para las variantes A y B de a-Lactoalbumina en gel de poliacrilamida al
8%.

Figura 8. Arbol construido por el método UPGMA a partir de la distancia
o coeficiente de coancestria para 11 fincas de ganado criollo Harton del
Valle.

Figura 9. Dendrograma construido por el método UPGMA a partir de la
distancia o coeficiente de Coancestria (Reynolds et al., 1983) para 11
fincas de ganado criollo Harton del Valle, Brahman y Holstein.

Figura 10. Diagrama de los primeros tres componentes del Analisis de
Componentes Principales a partir de las frecuencias alélicas de tres loci
de para proteinas de leche en fincas de ganado criollo Harton del Valle.

CAPITULO IllI- DIVERSIDAD GENETICA Y  ANCESTRA-
LIDAD DEL GANADO HARTON DEL VALLE
MEDIANTE ADN MITOCONDRIAL E INTROGRE-
SION MEDIANTE MICROSATELITES DEL CRO-
MOSOMA'Y

Figura 1. Fragmento de 350 pb de la region control del ADNmt de
bovinos Harton del Valle.

Figura 2. Red de Haplotipos de ADNmt en HV, B, Hy HVC.
Figura 3. Red de Haplotipos de ADNmt de 72 individuos Hartén del
Valle construida mediante el método “Median joining” (Bandelt et al.,

1999).

Figura 4. Red de haplotipos de 72 secuencias HV comparadas con 74
secuencias de Ganado Criollo Colombiano (GCC).

Figura 5. Arbol filogenético de ganado colombiano inferido a partir de
una secuencia del D-loop basada en la distancia de Kimura 2p
agrupadas por el método Neigborg joining.

Figura 6. Red de haplotipos de 72 secuencias HV comparadas con 353
secuencias de todo el mundo

14

pag.

110

117

117

119

148

150

152

155

156

158



pag.

Figura 7. Arbol filogenético que relaciona el HV con razas ibéricas y 160

africanas.
Figura 8. Arbol filogenético que relaciona el HV con razas ibéricas, 161

Africanas y Latinoamericanas.

15



RESUMEN

El estudio se llevé a cabo con el objeto de sentar las bases para futuros trabajos
de conservacion y mejoramiento de la raza bovina criolla Harton del Valle (HV),
descendiente de los ganados introducidos por los conquistadores espafioles en el
siglo XV y adaptada al medio. Por el tamafio poblacional se encuentra en la
categoria “vulnerable”, el pie de cria es producido por un numero reducido de
criadores y se ha sometido constantemente a cruzamientos con razas foraneas
tanto de Bos taurus como de Bos indicus. En este trabajo se caracteriza la
diversidad ya que ésta representa el punto de partida para lograr alcanzar uno de
los objetivos fundamentales de cualquier programa de conservacion, como es el
mantenimiento de la maxima cantidad de diversidad genética posible. Para ello se
evaluo la diversidad genética en la raza, con 15 loci microsatélites, tres proteinas
de mayor importancia en la calidad de la leche: k-Caseina (k-CN), B-
Lactoglobulina (B-LG) y a-Lactoalbumina (a-LA) y la diversidad y las relaciones
con ganado taurino (Bos taurus) y con Brahman (Bos indicus) a nivel de ADN
mitocondrial (ADNmt).

Se realiz6 una caracterizacion detallada con los loci ETH225, ETH152, ILSTS005,
ILSTS006, INRAO0O5, INRA023, INRAO35, INRA063, MM8, MM12, HAUT27,
BM1818, BM1824, HEL5 Y HEL13, en un total de 249 individuos distribuidos de la
siguiente manera: HV puro (186) provenientes de nueve poblaciones, HV cruzado
(HVC, n=32), Holstein (H, n=13) y Brahman (B, n=18). El nimero total de alelos,
en todos los loci analizados fue 144, 142 de los cuales se encontraron en HV, 106
en Brahman, 86 en Holstein y 121 en HVC. La heterocigosidad esperada promedio
para HV, B, H y HVC fue de 0.79+0.07, 0.76+0.08, 0.73+0.12 y 0.76+0.12,
respectivamente. El rango de heterocigosidad esperada (He) entre poblaciones de
HV fue de 0.73 y 0.77 con un valor promedio de 0.75+0.01. El grado de
diferenciacion genética entre grupos genéticos resulté de 2.9%. El Fsr=0.049
(P<0.0001) entre poblaciones HV fue significativo indicando estructura poblacional;
todas las fincas de HV, resultaron ser entidades diferentes. El déficit promedio de
heterocigotos para HV fue de 12%.

Para la genotipificacion de las proteinas de la leche se tomé una muestra de 245
animales HV, en 11 fincas, H (12) y B (19). Los analisis de PCR-SSCP y PCR-
RFLP permitieron discriminar las variantes alélicas de k-CN, B-LG y a-LA. En la k-
CN se encontraron las variantes A, B, A; E, G e |. La frecuencia de las variantes
mas comunes Ay B en la raza HV fueron 0.45+£0.02 y 0.29£0.01, respectivamente.
Todas las variantes identificadas en k-CN se observaron en las diferentes fincas
con excepcion de las variantes K-CN E y k-CN A; Las variantes A y B de cada una
de las proteinas del suero y sus frecuencias estuvieron en el rango de las
descritas en ganado Ibérico y criollo de Sur América. La frecuencia observada de
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B-LG A fue de 0.38+£0.02 y de 0.62+0.02 para B-LG B y para a-LA Ay a-LA B
fueron de 0.14+0.01 y 0.85+0.01, respectivamente. El valor de diversidad génica
promedio (He) fue de 0,47+0,01, que junto con el numero de alelos observados,
indica que esta raza constituye aun un valioso reservorio de diversidad en genes
de las proteinas de la leche.

Para evaluar la diversidad y ancestralidad de la raza HV, se secuencié en 72
animales HV, un fragmento de 350 pb de la regioén control del ADNmt. De acuerdo
con el origen espafol, se encontré6 marcada influencia del ADmt europeo (91.7%)
y baja participacion de taurinos africanos (5.6%). Las secuencias se compararon
con secuencias colombianas y de otras razas depositadas en el GenBank; se
encontro alta proximidad entre HV con la raza criolla Romosinuano, en menor
grado con el Costefio con Cuernos, el Casanarefio y el San Martinero y alta
diferenciacion con el Blancorejinegro y el Chino Santandereano. Las razas
espafiolas mas cercanas a HV fueron Tudanca, Rubio Gallego, Negra Serrana,
Murciana, Pajuna y Avilefia y las portuguesas Garvonesa y Mertolenga. Se evalu6
la introgresion de Brahman en el HV con el microsatélite INRA124, en 38 machos
HV; el alelo especifico de Bos indicus (130 pb) estuvo presente Unicamente en dos
machos HV, ambos provenientes de la misma finca para un porcentaje de
introgresion de Cebu en HV del 5%.
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ABSTRACT

The Creole bovine breed Harton del Valle (HV) is descending from livestock
introduced in America by Spanish conquerors during the XV century and is
adapted to the tropical conditions. Due to its reduced population size, this breed is
classified in the category “vulnerable”. The basic breeding is reproduced by a
reduced number of breeders and have been frequently crossed with foreign breeds
like Bos taurus and Bos indicus. In this research diversity is characterized due to
the fact that, its represented the starting point to reach the objectives of any
conservation program like that of keeping the maximum amount of possible
diversity. In several farms of the Cauca Valley, Colombian evaluation of the genetic
diversity of the breed using 15 microsatellites, from three of protein of higher
importance for milk quality: k-Casein (k-CN), p-Lactoglobuline (B-LG) and a-
Lactoalbumine (a-LA) and diversity and the relations with Bos taurus and Bos
indicus livestock at mitochondrial DNA level was carried out.

A detailed characterization was due with the loci: ETH225, ETH152, ILSTS005,
ILSTS006, INRAOO5, INRAO023, INRAO35, INRAO63, MM8, MM12, HAUTZ27,
BM1818, BM1824, HEL5 and HEL13 on 249 individuals distributed as follow: HV
(186) come from nine populations, HV crossed (HVC, n=32), Holstein (H, n= 13)
and Brahman (B, n=18). The total number of alleles in all of the analyzed loci was
144, from which, 142 were found in HV, 106 in B, 86 in H and 121 in HVC. The
mean expected heterocigocity for HV, B, H and HVC was 0.79+0.07, 0.76+0.08,
0.73+0.12 and 0.76%0.12, respectively. The rank of the expected heterocigocity
(He) among population of HV was 0.73 y 0.77 with the mean value of 0.75+0.01.
The grade of genetic differentiation among groups was 2.9%. The Fst= 0.049
(P<0.0001) among populations of HV was significant, suggesting a population
structure. All of farms of HV had different identifies. The mean deficit of
heterocigocity for HV was 12%.

For the genetic typification of milk proteins, a sample of 245 animals HV in 12
farms, H (12) and B (19) were taken. The analysis of PCR-SSCP and PCR-RFLP
permitted to separate the allelic variant of k-CN, B-LG y a-LA. In k-CN the variants
A, B, A;, E, G and were found. The frequency of the variants more common in the
breed A and B were 0.45+0.02 and 0.29%0.01 respectively. All of variants identified
in K-CN were observed in different farms, except k-CN E y k-CN A;. The variants A
and B of each one of the protein serum and their frequencies were in the rank of
those described in Bos taurus and creole livestock from South America. The
observed frequency of [B-LG A was 0.38+0.02, 0.62+0.02 for [B-LG B and
0.14+0.01 and 0.85+0.01 for a-LA A and a-LA B respectively. The value for mean
genetic diversity (He) was 0.47+0.01 which together with the number of the
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observed alleles, suggest that this breed is still a valuable reservoir of genetic
diversity of milk protein.

To evaluate diversity and ancestral roots of the breed HV, it was necessary to
make sequences of a fragment of 350 bp from the control region of the
mitochondrial DNA (mtDNA), in 72 animals. According to their Spanish origin a
high influence of the European mtDNA (91.7% and a low participation of Bos
Taurus from African origin (5.6%). The sequences were compared with the
Colombian ones and with the other breeds that have been dropped in the
GenBank. A high proximity between with the creole breed Romosinuano was
found. In the other hand, a low grade of proximity with the creole breeds Costefio
con Cuernos, Casanarefio and San Martinero was found. In adition, high
differentiation with the creole breeds Blancorejinegro and Chino Santandereano
was found. The Spanish breeds more close to HV were Tudanca, Rubio Gallego,
Negra Serrana, Murciana, Pajuna and Avilefia and the Portuguese ones,
Garvonesa and Mertolenga.
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INTRODUCCION

El bovino criollo americano desciende de animales que llegaron en el segundo
viaje de Colon, en 1493, a la isla La Espafiola, hoy Republica Dominicana y Haiti
(Primo, 1992). El ganado siguid las rutas de dispersion de los inmigrantes
espafoles y se expandié por todo el territorio americano en un amplio rango de
ambientes, se gener6 con muy poca intervencion humana, una diferenciacién
gradual de las poblaciones bovinas y se di6 origen a diversas razas con gran
variabilidad fenotipica (Pinzon, 1984). En estas razas se ha reportado rasgos de
interés potencial como la tolerancia al calor y a la humedad, resistencia a
enfermedades infecciosas y fertilidad y longevidad altas (Pinzén, 1984; Primo,
1992; Giovambattista et al, 2001; Miretti et al, 2001).

Colombia posee siete razas de ganado criollo: Romosinuano y Costefio con Cuernos
en la Costa Atlantica, Blanco Orejinegro y Chino Santandereano en la zona
montafiosa, Harton del Valle (HV) en el Valle del rio Cauca y Casanarefio y San
Martinero en la Orinoquia (Martinez, 2004). En Colombia, la poblacién total de
bovinos es de 24 millones; en el Censo Nacional de Razas Criollas se estimo6 una
poblacién de 23.415 bovinos criollos, correspondiente al 0.09% del inventario

nacional (Martinez, 1999).

El Hartén del Valle (HV), es uno de estos grupos raciales, originado de los ganados
introducidos por los conquistadores espafioles en el siglo XV y sometido a un largo
proceso de seleccion natural que le ha conferido adaptaciones a condiciones
locales, reflejadas en las altas tasas reproductivas, tolerancia a enfermedades

parasitarias y mayor sobrevivencia (Duran et al, 1995).
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En el dltimo censo de ganado criollo, la poblacion de HV, distribuida en 83 fincas,
estaba conformada por 5120 animales puros y 4240 (45%) cruzados con otras
razas (Martinez, 1999). Se sospecha una marcada reduccion en el inventario, en
los dltimos afios, ocasionada por el cambio de destinacion de fincas
tradicionalmente ganaderas, hacia el cultivo de la cafia de azdcar, por los
problemas de orden publico en el Norte del Valle que han provocado el cierre de

ganaderias y por el cruzamiento con razas foraneas.

De acuerdo con los criterios de la FAO (2007), relacionados con el estado de
amenaza, una poblacion se considera “normal” cuando tiene mas de 10000
hembras en estado reproductivo y una relacién entre sexos superior o igual a 50:1
(FAO, 2007). La raza HV, se encuentra en la categoria “vulnerable”, porque
cuenta con 2512 hembras en edad reproductiva y la relacion entre sexos es de
33:1 (Martinez, 1999).

El pie de cria producido por un numero cada vez mas reducido de criadores
aumenta los riesgos de consanguinidad, la pérdida de diversidad y la erosién
genética. La raza ha sido sometida constantemente a cruzamientos graduales de
absorcién hacia ganado cebuino o taurino, que han ocasionado disminuicién en la
poblacibn pura e introgresion con razas fordneas tanto de Bos taurus

(principalmente Holstein) como de Bos indicus (Brahman).

Desde hace mas de 20 afios, en la Universidad Nacional de Colombia-Sede
Palmira, se ha caracterizado la conformacion, el tamafio poblacional, los sistemas
de produccion, el comportamiento productivo y reproductivo, los parametros
genéticos y el comportamiento en cruzamientos. Se cuenta con un banco de
semen Yy un nucleo de ganado puro. Actualmente, es la Unica entidad estatal con
un programa de conservacion de la raza, puesto que ésta no fue incluida en los
programas de proteccion a razas criollas, propiciados por el gobierno colombiano en

los afios treinta, ni tampoco en el Plan Nacional de Fomento de Razas Criollas del
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Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural para la proteccion, mejoramiento,
multiplicacion y repoblamiento de algunas razas criollas (Resolucién 007147 del
15 de marzo del 2004). Desde 1968, la sede Palmira cuenta con un pequefio

nacleo de animales puros y desde hace 10 afios con un banco de semen.

En el ganado Criollo HV se desconoce la diversidad genética, los grados de
estructuracion genética y de introgresion con razas foraneas. A pesar de que la
aptitud lechera de esta raza ha sido reconocida, no se conoce el polimorfismo ni
la frecuencia de los genes de las proteinas de la leche. El desconocimiento de los
anteriores parametros conlleva a que no existan criterios claros para conservacion

y para el mejoramiento genético de los animales.

Por lo anterior, el presente trabajo evalu6 la diversidad genética de la raza HV,
usando microsatélites y los genes de las proteinas de mayor importancia en la
calidad de la leche (k-Caseina, B-Lactoglobulina y a-Lactoalbimina). También
evalud las relaciones con ganado Holstein (Bos taurus) y con Brahman (Bos
indicus), mediante la utilizacion de los marcadores moleculares ADN mitocondrial,
microsatélites autosdémicos y del cromosoma Y. Dada la importancia de la raza
HV, como recurso potencial en la seguridad alimentaria regional, el conocimiento
de la diversidad genética es importante para el mejoramiento y aumento de su

productividad, al igual que para su conservacion.

Estudios en conservacion y el desarrollo de planes de mejoramiento para la
utilizacibn de un recurso genético apropiado como el Hartén del Valle son
indispensables para alcanzar y mantener sistemas de produccion sostenibles,
capaces de responder a las necesidades del hombre en la cadena de seguridad
alimentaria. Esta investigacion concuerda con la Convencion de la ONU sobre
Diversidad Biol6gica, firmada por 157 paises en 1992, entre ellos Colombia, donde
se reconoce la importancia de los recursos genéticos domésticos, la soberania de

cada pais sobre sus propios recursos y la obligacion de estudiarlos y conservarlos.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la diversidad genética de la raza Harton del Valle y las relaciones con
Holstein (Bos taurus) y Brahman (Bos indicus), mediante marcadores moleculares.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer un banco de datos con los perfiles genotipicos multilocus y las

frecuencias alélicas para la raza Harton del Valle.

2. Caracterizar los niveles y la distribucion de la diversidad genética de la raza
criolla, mediante 15 marcadores microsatélites y compararla con las razas

Holstein y Brahman.

3. Estimar el polimorfismo genético y la frecuencia de los genes de las
proteinas de la leche: k-Caseina, B-Lactoglobulina y a-Lactoalbimina,
utilizando las técnicas moleculares SSCP y PCR-RFLP en ganado Hartén del

Valle, Holstein y Brahman.

4. Determinar la diversidad haplotipica de la regién control del ADN Mitocondrial

en Harton del Valle y compararla con Holstein, Brahman.

5. Reconstruir las posibles conexiones del Harton del Valle con razas ibéricas,

latinoamericanas y africanas.

6. Determinar el grado de introgresion con Bos indicus mediante microsatélites

del cromosoma V.
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2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 EL GANADO HARTON DEL VALLE

2.1.1 Origen y Estado Actual. La raza Harton del Valle (HV) tuvo su
asentamiento en el Valle geogréfico del rio Cauca, zona comprendida entre el
nacimiento del rio en el macizo colombiano y La Virginia, Risaralda (02 00°N a 05
00°N) y entre la linea divisoria de aguas de las cordilleras central y occidental (74
40° W a 77 20° W). Esta cuenca del rio Cauca tiene 300 Km. de largo y 50 Km. en
su parte mas ancha; el area aproximada es de 400.000 hectareas, con una altitud
promedio de 950 m.s.n.m, una temperatura promedio de 24° C (16-32° C) y una
precipitacion entre 644 y 1636 mm, distribuida entre abril a junio y septiembre a
noviembre. Su clasificacion corresponde a bosque seco tropical (Casas y
Valderrama, 1998)

El bovino criollo americano desciende directamente de los animales traidos en el
segundo viaje de Colén en 1493. Estos animales, asi como posteriores envios,
llegaron a la isla denominada La Espafiola, hoy Republica Dominicana y Haiti. No
se conoce con seguridad las razas ancestrales de los criollos americanos: algunos
reportes indican que, posiblemente, eran ganados de la zona sur de Espania,
puesto que Sevilla era la ciudad con la exclusividad para organizar los embarques
oficiales a América. Otros autores afirman que también salieron barcos desde
Galicia en el norte de Espafa y de las Islas Canarias, ruta y escala habitual en los
viajes a América (Primo, 1992). Rouse (1977), indica que las razas espafolas
actuales como la Retinta, la Berrenda, la Cacerefia y la Andaluza, podrian ser
descendientes de los mismos planteles de los cuales provienen los criollos (Primo,
1992). Las poblaciones fundadoras del ganado criollo en los primeros 50 afios de

colonizacion, consistieron de 300 a 1000 animales de origen ibérico, llevados al
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sur de Estados Unidos y al Centro y Suramérica. En el curso de unas décadas el
ganado se expandio y fueron las Unicas poblaciones bovinas en toda Ameérica
Latina por mas de 300 afios, hasta la introduccidn de razas selectas europeas y
asiéticas (Wilkings et al, 1982).

El HV se origin6 como los demas bovinos criollos colombianos, en los vacunos
ibéricos traidos por los espafioles durante la época de la colonia. Llegaron al Valle
Geografico del Cauca por los cuatro puntos cardinales, especialmente por el norte
y por el sur. Los que entraron por el norte y por el oriente eran derivados del
mismo tronco ancestral desarrollado en la costa Caribe que dio origen al ganado
Costefio con Cuernos. Por el sur, llegaron los descendientes de los ganados
traidos de Quito por Sebastian de Belalcazar al Patia, Pubenza, Jamundi y Pasto.
En 1540, llegaron a Cali algunos ejemplares por el camino de Dagua, procedentes
directamente desde La Espafiola y de Nicaragua, via de Panama. (Pinzén, 1991)

En el Valle del Cauca, los primeros asentamientos durante la colonia donde
prosperaron los vacunos fueron Buga y Cali. En 1745, en la jurisdiccion de Buga
existian mas de 64.000 cabezas y una hacienda lleg6 a tener 25.000 individuos,
pero afios después éste numero disminuyé considerablemente y hubo necesidad
de repoblar con animales del bajo Cauca y de la Costa Atlantica. Se cree que en el
HV se encuentran combinadas diferentes razas ibéricas: la Gallega, la Barrosa, la
Pirenaica y la Tudanca las cuales se mezclaron entre si en diversas proporciones

para formar la raza Harton (Pinzon, 1991).

Durante el periodo de formacion de la raza, los ganados permanecieron en forma
natural, con muy poca intervencion humana, sin régimen especial de alimentacion,
manejo y seleccion. En la década de 1880, algunos ganaderos deseosos de
mejorar la base bovina criolla mediante cruzamientos con razas selectas,
introdujeron en el Valle del Cauca, algunos reproductores pertenecientes a las

razas inglesas Durham y Devon para mezclarlos con hatos de HV. De acuerdo
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con Pinzdn (1991), cuando se inici6 la importacion de razas, gran parte de las
ganaderias desaparecieron absorbidas por la raza Holstein y otros grupos de
ganado fueron cruzados con la raza Brahman, importada en 1910, para obtener

ejemplares mestizos usados para el transporte de la cafia de azUcar.

A través del Censo y Caracterizacion de los Sistemas de Produccion del Ganado
HV realizado por la Universidad Nacional de Colombia en 1996, se determiné el
namero de explotaciones, el inventario ganadero y se tipificaron los sistemas de
produccién predominantes para la zona sur, centro y norte del Departamento del
Valle del Cauca y norte del Departamento del Cauca. Se encontro que la poblacion
de HV, distribuida en 81 fincas, estaba conformada por 5531 animales puros y
4227 (43%) cruzados con otras razas. Ademas de cruces con las razas Holstein y
Cebu, se encontrd cierto porcentaje de mestizaje con Pardo Suizo, Jersey y
Angler. El sistema de produccién predominante fue el doble propdsito (56.8%),
seguido de la produccién de leche (34%) y por udltimo la produccién de carne
(9.2%) (Losada, 1998; Roncancio et al., 1997; Escarria et al., 1998).

2.1.2 Caracteristicas de la raza. La raza criolla HV, persiste dentro del ambito
ganadero regional por sus atributos adaptativos, evidenciados en su capacidad de
sobrevivir en climas calidos, humedos o secos, con alimentos de baja calidad
nutricional y escasez de agua, por sus tasas reproductivas altas y prolongada vida
atil, por su menor susceptibilidad a enfermedades parasitarias y una produccion
de carne y leche razonables (Casas y Valderrama, 1998).

Esta raza es de porte medio con pelaje corto, amarillo o rojizo, con mezclas de
negro, hasta llegar a hosco; mucosa, cascos y borla de cola clara o negra, cola
desca rnada de insercion alta y con poco pelo en la borla, isquiones amplios que
hacen de la hembra un animal con pocos problemas al parto (Gonzalez y Arango,
1976). En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas fenotipicas de la raza y en

las Figuras 1y 2 animales representativos de la raza.
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2.1.3 Produccion de leche. Los estudios para la produccion de leche proveen
cifras variables que expresan la calidad de los hatos donde han sido tomadas, las
diferentes condiciones de manejo, el nimero de mediciones y el método de
evaluacion (Casas y Valderrama, 1991). Gonzalez y Arango (1976) reportaron
promedios de produccion de leche de 1683 Kg. en un ordefio por dia, con
presencia del ternero y una duracién promedio de 242 dias. Archila y Bernal
(1983) en ocho hatos, hallaron un promedio de produccion de 1846 kg/lactancia en
281 dias de duracion; los animales ordefiados en presencia del ternero,
produjeron 3.2 kg/dia, mientras que el promedio diario de produccion de hatos
ordefiados sin ternero fue mayor (7.1 kg/dia).

Casas y Valderrama (1991), reportan promedios de produccién de leche de 2200
kg/lactancia en dos ordefios diarios sin ternero y 280 dias de duracién de la
lactancia. Sefialan la existencia de vacas con producciones hasta de 3400 kg. en
lactancias de 280 dias con el 5% de grasa, 3.6% de proteina y 13.5% de sélidos
totales. Ortiz (1993) reporta producciones de 1956+546 kg. con una duracion
media de 298162 dias, para un total de 296 muestras, correspondientes a 134
vacas, de las cuales 15 tuvieron promedios de produccién superiores a 3000 Kg.
de leche por lactancia. Escobar (1999) encontré en varias fincas del Valle del
Cauca, producciones de leche (ajustadas a 305 dias) con valores de 1166+228 a
2936+717 kg. Ocampo (2003) reporté una produccion de leche de 5.7 kg/vaca/dia
y 1151 kg/vaca/afio con duracion de la lactancia de 245 dias, en una finca con un

sistema de ordefio con ternero.
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Tabla 1. Patron de la Raza Hartén del Valle. Fuente: Casas y Valderrama, (1998).

. Proporcional al cuerpo, tamafio y longitud media.
Apariencia General

Perfil Recto o subconcavo.
Frente Anchura moderada, plana o con ligera concavidad.

Cabeza Cuernos De diametro y longitud moderada, orientacion variable. Blancos con
puntas negras o carmelitas o totalmente negros. Topo artificial o
natural.

Orejas Ovaladas y alerta. Tamafio pequefio a medio sin o con cantidad
moderada de pelo.

Hocico Amplio, pigmentado total o parcialmente de negro o carmelita.
Ollares moderadamente amplios y separados.

Cuello Descarnado, armoniosamente unido a la cabeza y al tronco, de piel
suelta y plegable, de papada y gola escasa a moderada.

Pecho Ancho y profundo

Cuerpo Dorsoy Lomo Largo, ancho, fuerte, casi nivelado y sin salientes.

Torax, Costillas, | Térax profundo, largo y ancho, costillas largas, bien arqueadas y
Flanco. Vientre separadas, vientre largo, ancho y profundo.

Anca Larga, ancha, casi nivelada, poco o moderadamente musculosa
Sacro A nivel de caderas y sin salientes.
Colay Borla Armoniosamente unida al sacro y casi a nivel de la linea dorsal
descarnada o delgada rematada en borla negra o carmelita.
Anteriores Espalda larga, descarnada o moderadamente llena, miembros
aplomados, huesos largos, fuertes y descarnados.
Miembros Posteriores Largos, bien conformados, nalgas poco voluminosas
moderadamente llenas.
Pezufas Simétricas, bien conformadas y de color negro o carmelita.
Bolsa Escrotal Bien conformados, cubierta de piel fina flexible, pigmentado o no,
y Testiculos pelos negros o no, testiculos simétricos de buen tamario.
Organos Ubre y Pezones | De buen volumen, simétrica, fuertemente unida, larga, ancha y de
Genitales profundidad moderada, union posterior ancha. Textura suave
pezones uniformes, longitud y tamafio conveniente y a veces
arracimados, venas mamarias largas y moderadamente
prominentes.
Prepucio Reducido a mediano
Color De amarillo claro (Bayo) al rojizo (cereza), o con mezcla de pelos
ne_?ros rodeando el hocico, tonalidad clara o no alrededor del hocico,
Pelaje axilas o periné o formando barcinaduras, manchas blancas de
extension reducida en las bragas y/o prepucio.
Pelos Finos, cortos 0 medianos y lustrosos
Piel Negra, oscura o carmelita, suelta, fina y aceitosa

28



Figura 2. Novilla de la raza Harton del Valle (Autor: David Calero)
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La curva de lactancia estudiada por Tobar y Varela (1989) en un hato de ganado
HV bajo el sistema tradicional de ordefio con apoyo del ternero, fue de la forma Y
= 5.0658(x %1°92)e 919 con un pico de produccién maximo en un rango de 6.3 a
8.3 kg/dia, entre los 23 a 47 dias después del comienzo de la lactacion. Se
caracteriza como la curva tipica de vacas lecheras cuando estan en equilibrio

nutricional y con un periodo seco adecuado para recuperar la condicion corporal.

Por su aptitud lechera en zonas célidas, ha tenido gran acogida para cruzamiento
con razas especializadas lecheras como Holstein en Antioquia y el Valle del Cauca
y con Pardo Suizo en Tolima y Huila y para carne con Simmental, en el Valle del
Cauca (Casas y Valderrama, 1991). Alvarez (1999), compard el comportamiento
de las curvas de lactancia en cruzamientos de HV con Holstein y Angler de origen
Aleman (Tabla 2); encontr6 que el HV presentd el pico de produccion a los 28
dias posparto, con un rendimiento méximo de 10.6 Kg. Las curvas con mejor
desemperio fueron las de vacas con 75% 0 mas porcentaje de Holstein, seguidas
de los animales F; (Holstein x HV) y el cruce reciproco. Con excepcion del grupo
(Ya Angler x ¥ HV), las deméas curvas mostraron comportamientos superiores al
HV.

Tabla 2. Parametros de la curva de lactancia de vacas Harton del Valle (HV) y sus
cruces con Holstein (H) y Angler (A). Fuente: Alvarez, (1999)

Grupo Genético N Pico de Produccion en el | Produccién total

produccion (dias) pico (kg) (kg)
HV 755 28 10.6 1873
H 459 39 16.2 3494
YaH X Ya HV 369 38 15.5 3091
Y5 H x HV 124 34 15.4 3161
% HV x%H 74 35 15.6 3148
Y2HV x¥H 40 37 13.9 2851
Y2 A X Y2 HV 51 30 12.5 2630
Y4 A x1/4 HV 12 30 11.3 2326
Ya A X ¥a HV 8 17 9.6 1070
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La calidad de la leche del HV fue estudiada en dos sistemas de produccion. La
composicién promedia general de la leche cumplié con los parametros minimos
establecidos por la legislacion colombiana, siendo superiores la grasa, solidos
totales, soélidos no grasos y cenizas (Tabla 3). La composicion de la leche de la
raza HV fue superior a la de Holstein y muy similar a las razas Ayrshire y Pardo
Suizo (Hurtado, 1998).

Tabla 3. Composicion de la leche del ganado Harton del Valle en dos sistemas de
produccion. Fuente: Hurtado, (1998)

Componente Sistema Extensivo | Sistema Pastoreo | Promedio
Acidez (% Acido lactico) 0.18 0.16 0.17
Densidad (gr/cc) 1.03 1.03 1.03
Grasa (%) 4.16 3.82 3.37
Proteina (%) 3.60 3.17 3.37
Solidos totales 13.6 12.6 13.09
Cenizas % 0.77 0.69 0.72

2.2 IMPORTANCIA DE LA DIVERSIDAD GENETICA ANIMAL

La importancia e interés de la conservacion de razas, se puede resumir en cuatro
aspectos: el primero de ellos, es de orden genético-productivo, ya que la
diversidad es necesaria para mantener la variabilidad de las poblaciones, la cual
permite la adaptacién a diferentes ambientes, algunas veces adversos (Simons,
1984). El segundo aspecto es de orden cientifico, debido a que el estudio de cada
raza en particular puede ser de interés para detectar posibles genes unicos y
valiosos, en el momento actual o en el futuro. El tercero de orden histérico-cultural,
dado que la conservacion de determinadas razas representan un patrimonio
genético de un pais y como historia viva y paralela al desarrollo de la poblacion
humana y el cuarto de indole ecoldgico-ambiental, ya que los ecosistemas son el

resultado del equilibrio entre clima, flora y fauna, y cualquier factor que afecte
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alguno de estos componentes, atenta contra ese equilibrio, deteriora el medio y la
simbiosis ecoldgica de la zona.

La diversidad genética es fundamental para el mejoramiento genético sostenible
puesto que facilita una rapida adaptacion a cambios necesarios e imprevistos para
el desarrollo de los sistemas de produccién ya que no es posible predecir con
objetividad cuales caracteristicas podran ser utiles en el futuro. Por lo tanto, un
elemento clave como estrategia de conservacion debe ser la caracterizacion de
las razas o poblaciones con el fin de obtener un cuadro general de la diversidad
genética existente (Barker, 1994).

La cria y los apareamientos controlados durante miles de afios en los animales de
granja, combinados con los efectos de la seleccién natural, han dado como
resultado una gran diversidad genética entre las poblaciones ganaderas del
mundo. Los animales altamente productivos criados de manera intensiva para
proporcionar productos uniformes en condiciones de manejo controladas,
coexisten con las razas de mdultiples propésitos conservadas por ganaderos y
pequefios productores, principalmente en sistemas de produccion de bajos
insumos externos. El banco mundial de datos para los recursos zoogenéticos para
la alimentacion y la agricultura de la FAO, contiene informacién de 7616 razas en
14 especies; se estima que alrededor de 20% de las razas estan clasificadas en
peligro de extincion y que durante los Ultimos seis afios se extinguieron 62 razas,
resultando en la pérdida de casi una raza por mes. Entre las principales
amenazas se encuentra la marginacibn de los sistemas de produccién
tradicionales y de las razas locales asociadas, impulsada por la rapida dispersion
de la produccion ganadera intensiva que utiliza una gama reducida de razas, asi
como las enfermedades epidémicas y los desastres de diferente indole como

sequias, inundaciones y conflictos militares (FAO, 2007).
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La preocupaciéon por la pérdida de diversidad genética debido a la extincion de
razas y poblaciones, ha desencadenado la ejecucion de programas mundiales de
conservacion de Recursos Genéticos Animales (RGA). Con el fin de conocer la
situacion real de los RGA, la FAO realiz6 la primera evaluacion mundial de
biodiversidad ganadera, mediante el informe sobre La Situacion de los Recursos
Zoogenéticos Mundiales para la Alimentacion y la Agricultura, en el cual
participaron 169 paises. El informe presenta un analisis de la situacion de la
diversidad en el sector ganadero incluyendo el origen y desarrollo de los recursos
zoogeneéticos, usos y valores, distribucion de los sistemas de produccion
ganaderos Yy situaciones de peligro y amenazas de extinciéon. El informe evalla la
capacidad de la gestiéon de los RGA a nivel de instituciones, politicas y marcos
legales, actividades organizadas de mejora genética y programas de conservacion
(FAO, 2007).

La pérdida de alelos dentro de las razas o poblaciones es un factor natural
continuamente contrarestado por nuevas variaciones producidas por mutacion. Sin
embargo, los apareamientos preferenciales con individuos considerados
superiores y los trabajos de seleccion impuestos por el hombre, han ocasionado
erosion genética en muchas poblaciones, sin que haya una reposicion de los
alelos perdidos y por consiguiente, la variacion genética representada como
diferencias entre razas, linajes o poblaciones no puede ser facilmente regenerada
(Barker, 1994).

En las dltimas décadas del siglo XX, se ha constatado que el uso y la preservacion
de los recursos genéticos animales son inseparables. Se ha tomado conciencia de
la importancia de las razas domésticas en la diversidad mundial, debido a que los
genes y combinaciones de genes que éstas poseen, pueden llegar a ser utiles en
el futuro (Barker, 1994).
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2.3 MARCADORES MOLECULARES

Hasta las ultimas décadas del siglo XX, la caracterizacion de los RGA se basaba
en descriptores morfolégicos y productivos (fenotipicos), que resultaban a veces
insuficientes para distinguir entre razas puras, puesto que son afectados por el
ambiente. Mediante la asociacidén de datos fenotipicos, polimorfismos moleculares
y metodologias estadisticas adecuadas, se puede conocer la condicion real de
una poblacion y obtener informacion sobre la evolucion de las razas, el desarrollo
de “pools” génicos y la magnitud de las diferencias entre razas (MacHugh et al,
1997; Bruford et al. 2003).

Los desarrollos recientes en genética molecular han aportado nuevas
herramientas llamadas marcadores moleculares para acceder a los origenes y la
distribucion geografica de la diversidad de los animales de granja. Los
polimorfismos proteicos fueron los primeros marcadores utilizados, se realizaron
un gran numero de estudios, particularmente durante los 1970’s, para caracterizar
grupos sanguineos y sistemas aloenzimaticos. Sin embargo, el bajo nivel de
polimorfismo observado a nivel proteico redujo su aplicabilidad en estudios de
diversidad. Baumung et al., (2004) observaron que los polimorfismos proteicos han
sido utilizados en el 29% de las investigaciones en RGA. Actualmente, la técnica
esta siendo utilizada en conjunto con otras técnicas moleculares (p. e. Ibeagha-
Awemu & Erhardt, 2005).

Existen marcadores basados en polimorfismos de ADN con un alto potencial de
utilizacidon para la identificacion de la paternidad, mapeamiento genético,
taxonomia molecular, introgresion de genes, estudios evolutivos, diagndstico
genético precoz y seleccion asistida por marcadores (Gybson & Smith, 1989). Las
técnicas de biologia molecular pueden ser usadas como herramientas para la

conservacion de recursos genéticos, almacenamiento de ADN para futura
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utilizacion y para la identificacion de regiones responsables de caracteristicas de
adaptacién (Hetzel & Drinkwater, 1992).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y las tecnologias de secuenciacion
de los polimorfismos basados en el ADN, son base de los marcadores mas
utilizados en la investigacion de la diversidad genética, los cuales incluyen
secuencias del ADN mitocondrial con herencia materna, polimorfismos de
nucledtidos simples (SNP’s) y microsatélites del cromosoma Y con herencia

paterna y autosomicos con herencia biparental (Hannotte et al., 2006).

Los microsatélites son sistemas polialélicos, altamente variables, distribuidos por
todo el genoma, compuestos por ADN repetitivo en tdndem que son usualmente
dinucledtidos simples como (CA)n (Litt & Luty, 1989). Los polimorfismos se
generan por el nimero de veces que se repite la secuencia (Barker, 1994). Una
gran cantidad de microsatélites autosomicos han sido aislados en la mayoria de
las especies domésticas. La FAO y el ISAG (International Society of Animal
Genetics) recomendaron una lista de microsatélites para estudios de diversidad, la

cual ha estado disponible para el publico. (http://dad.fac.org/en/refer/library/guidelin/marker.pdf).

Los microsatélites autosdmicos son utilizados para identificacion genética de
individuos, andlisis de parentesco, implementacion y monitoreo de programas de
conservacion ex situ (Hannotte & Jianlin, 2005), estimaciones de la diversidad
poblacional, diferenciacion de poblaciones, calculo de distancias genéticas,
estimacion de relaciones genéticas (MacHugh et al.,, 1998; Brenneman et al.,
2001; Mateus et al., 2004) y de los grados de mestizaje entre razas (Freeman et
al., 2004; Freeman et al., 2006). Son altamente sensibles a los cuellos de botella
y frecuentemente utilizados para estimaciones de endogamia (Giovambattista et
al., 2001; Toro et al., 2003).
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Entre las especies domeésticas, el ganado bovino ha sido intensamente estudiado
con microsatélites (Freeman et al., 2005). El origen y la domesticacion de las
especies estan bien entendidos y hay una fuerte evidencia de que Bos taurus y
Bos indicus tuvieron centros de domesticacion diferentes y que el Cercano Oriente
fue el primer centro de domesticacién del ganado (Loftus et al., 1994; Bradley et
al., 1996; MacHugh et al., 1997). La composicién genética del ganado moderno,
es el resultado de los procesos de migracion, mejoramiento y mestizaje, llevado a
cabo desde la domesticacion (Loftus et al., 1999; Troy et al., 2001; Hanotte et al.,
2002; Kumar et al., 2003).

El ADN mitocondrial esta formado por una cadena sencilla de ADN circular, posee
menos de 20 kb en la mayoria de los mamiferos, esta localizado en el citoplasma
celular dentro de la mitocondria, organela celular responsable de la produccion de

energia.

Las secuencias de ADN mitocondrial son los marcadores preferidos para estudios
de domesticacibn ya que posee tres caracteristicas fundamentales: (i) se
conserva evolutivamente lo suficientemente para permitir la identificacion de la
poblacion ancestral, que dio origen a la poblacién en estudio; (ii) es variable y esta
estructurado geograficamente, lo cual permite la localizacién aproximada del sitio
de domesticacién; (iii) evoluciona rapidamente y a una tasa constante lo que
permite la datacion del origen de determinado polimorfismo (Bruford et al., 2003).
El estudio del ADN mitocondrial es utilizado para identificar los probables
ancestros salvajes, el niumero de linajes maternos y el origen geografico de una
poblacién (Hannotte & Jianlin, 2005); permite trazar los patrones geograficos de la
diversidad y de la evolucion de una especie, la dispersion, el flujo genético, las
expansiones demograficas, la deriva genética y la introgresion (Bruford et al,
2003).
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Aunque es muy informativo para estudios evolutivos, el ADN mitocondrial posee
limitaciones. Como se comporta como un locus Unico (haplotipo) y es un marcador
extranuclear con una dinamica propia, no es un buen indicador para inferir con
respecto a la diversidad genética total. Debido a su herencia materna no permite

detectar el flujo génico mediado por los machos (Bruford et al, 2003).

De acuerdo con estudios de ADN mitocondrial se ha podido verificar la existencia
de al menos cinco centros de domesticacion: Los Andes (camélidos del nuevo
mundo), Noroeste de Africa (asnos y bovinos taurinos), Oriente medio (bovino,
taurino, ovino caprino y suino), Sur de Asia (bufalinos, bovinos indicinos, y
gallinaceos), Himalaya (Yak) y el centro-norte de Asia (equinos) (Hannotte &
Jianlin, 2005).

Estudios citogenéticos han revelado diferencias morfologicas en el cromosoma Y
de los bovinos: mientras en los taurinos es submetacéntrico, en los cebuinos es
acrocéntrico. Con excepcion de la region seudoautosémica, el cromosoma Y actla
como una unidad simple no recombinante, haploide y especifica de los machos, lo
cual asegura que las combinaciones de eventos mutacionales originales de los
linajes masculinos, se preserven como un haplotipo (Edwards et al., 2000). El
ganado doméstico presenta diferencias relacionadas con el sexo en poblaciones
mezcladas y pueden revelar los patrones de migracion (MacHugh, 1997); los
linajes masculinos pueden reflejar historias evolutivas diferentes a las
proporcionadas por los linajes maternos (Edwards et al, 2000). En los ultimos
afos, se han desarrollado técnicas que permiten distinguir polimorfismos a escala
molecular. Bradley et al., (1994) en ganado europeo, mediante el estudio de un
microsatélite polimorfico especifico del cromosoma Y, demostraron procesos de
hibridacion mediada por machos, entre ganado cebuino y taurino, puesto que no
se encontraron haplotipos mitocondriales de cebl en el ganado africano, sin

embargo, el cromosoma Y habia penetrado en las poblaciones taurinas.
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Hanotte et al., (1997) describio el polimorfismo de un microsatélite del cromosoma
Y que presenta dos alelos: uno de 130 pb especifico para ganado de origen
taurino y otro de 132 bp, especifico para origen cebuino. En Africa, Hanotte et al.,
(2000) analizaron 984 machos de 69 razas indigenas africanas, mediante el
microsatélite INRA124. El alelo especifico de los taurinos estuvo presente en el
30% de los machos y el especifico de cebl en el 70%. Se detectaron zonas de
introgresion en el oeste y el sur de Africa y patrones de introgresion mediada por

machos.

En el cromosoma Y, los microsatélites INRA124, INRA126, INRA189 y BM861,
conformados por repeticiones del dinucle6tido (CA),, mostraron polimorfismo en
bovinos (Bos taurus y Bos indicus) y las especies relacionadas Bisonte (Bos
bisén), Mithan (Bos bibos), Bufalos (Bubalus arnee) y Yak (Bos grunniens). Los
microsatélites mostraron alelos putativos cebu-especificos y taurino-especifico,
utiles para la descripcion del flujo genético en poblaciones hibridas (Edwards et
al., 2000).

En ganado criollo de Argentina y Bolivia con el microsatélite INRA124 se encontr
que el 85% de los machos estudiados portaban el alelo taurino y 15% el cebuino.
Todos los machos criollos que tenian un cromosoma Y acrocéntrico, tipico de Bos
indicus tuvieron también el alelo de 124 pb del microsatélite INRA124 y los que
presentaron el cromosoma submetacéntrico, portaban el alelo de 126 pb
(Giovambattista, et al., 2000).
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CAPITULO | - DIVERSIDAD GENETICA DE LA RAZA HARTON DEL VALLE
MEDIANTE MARCADORES MICROSATELITES

1. INTRODUCCION

El genoma bovino esta compuesto de 29 pares de autosomas y dos cromosomas
sexuales. Al menos el 50% del genoma bovino estd compuesto por secuencias
repetitivas no codificantes, cuya funcion, se cree que tiene un papel importante en
el proceso de acoplamiento de exones y en la evolucion de nuevas funciones
(Vaimann, 1999).

Los microsatélites de ADN son sistemas multialélicos altamente variables,
compuestos por ADN repetitivo en tandem, distribuidos por el genoma (Litt & Lutty,
1989). Su unidad de repeticion es una secuencia especifica de una a seis bases;
los mas comunes y utilizados son los di, tri y tetranucleétidos, repetidos en tandem,
hasta 60 veces (Crawford & Cuthbertson, 1996). La variacion ocurre en el nimero
de repeticiones dentro del segmento. La repeticion mas frecuente en el genoma de
mamiferos es Poli-A, sin embargo, poli-(TG/CA) es el microsatélite mejor
estudiado, debido a la alta variabilidad del nimero de secuencias repetidas. Estas
regiones pueden ser amplificadas, por la técnica de Polimerase Chain Reaction
(PCR) utilizando primers con parte de la secuencia flanqueadora. La amplificacion
resulta en productos de diferentes tamafios, en funcion del nimero de copias de la
secuencia repetitiva delimitada por los primers (Almeida et al., 2001). El tamafio de
los fragmentos puede ser estimado mediante técnicas estandar de electroforesis
(Vaimann, 1999).

Las caracteristicas que hacen que la mayoria de autores los consideren una
herramienta poderosa para estudios genéticos son: un elevado grado de

polimorfismo, herencia mendeliana simple, son codominantes, faciles de medir,
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analizar y son confiables, automatizables y presentan alta repetibilidad (Goldstein
y Schlboterer, 1999).

Los microsatélites han sido utilizados para mapeo genomico, determinacién de la
variabilidad genética y de paternidades e investigacion de enfermedades (Caskey
et al., 1992; Glowatzki-Mullis et al., 1995; Garcia-Moreno et al., 1996). Han sido
efectivos para la evaluacion de las diferencias entre razas y especies y para
determinar la subdivision poblacional (MacHugh et al., 1994, 1998; Ciampolini et
al., 1995). Presentan altas tasas de mutacion explicadas por dos modelos: el
modelo de mutacion neutral de alelos infinitos (IAM), propuesto por Kimura y Crow
(1964) y el modelo mutacional Paso a Paso (SMM), propuesto por Kimura y Otha
(1978). EI IAM propone que a nivel de nucleétidos, el nimero de posibles alelos en
un locus es enorme, puesto que cada nueva mutacion crea un nuevo alelo y el
SMM en el cual los alelos estan representados por los nimeros de repeticiones de
nucledtidos (tamafio del alelo) y asume que en un solo evento mutacional

aumenta o decrece el tamafo del alelo.

1.1 ESTIMACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA DEL GANADO MEDIANTE
MARCADORES MICROSATELITES

En el 2000, la FAO public6 una lista de marcadores moleculares recomendados
para las diferentes especies de animales de granja y desde entonces se han
desarrollado multiples trabajos alrededor del mundo. La FAO evalu6 el estado de
la investigacion en genética molecular en bovinos y encontré que se han utilizado
varios tipos de marcadores moleculares principalmente los microsatélites (88%),
los bioquimicos (25%), grupos sanguineos (21%), RFLP (17%), AFLP (8%)y SNP
(13%) (FAO, 2004).

La mayoria de los estudios poblacionales se han limitado a un pequefio nimero de

razas y a menudo dentro de un pais (Li et al. 2002; Baumung et al. 2004), pero
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algunos trabajos han examinado la diversidad y la distribucién a nivel regional
(Loftus et al. 1999; Kantanen et al. 2000), a escala de un continente (Hanotte et al.
2002) y a nivel intercontinental. A continuacion se resumen algunos trabajos de
diversidad y la estructura genética. Se reportan evaluaciones entre especies y de

razas entre y dentro de continentes.

Ritz et al. (2000) estudiaron la filogenia de la tribu Bovini a partir de los
polimorfismos de 20 microsatélites en Bos taurus, Bos indicus, Poephagus, Bibos,
Bison, Bubalis y Syncerus. Las agrupaciones obtenidas mediante arboles
Neighbor-joining revelaron sustanciales divergencias entre especies. Los Bos
taurus y Bos indicus se agruparon juntos, seguidos del Bos frontalis (Mitan) y Bos
grunniens (Yak). Las especies mas divergentes fueron Bubalis bubalis y Syncerus
caffer. Concluyen que los géneros Bos, Phoephagus y Bibos deben integrarse y
cada grupo debe ser considerado como un subgénero y Bison, Bubalis y Syncerus

deben ser clasificados como géneros diferentes.

MacHugh et al. (1997) determinaron la variacion genética, las relaciones
evolutivas y la biogeografia de 20 poblaciones diferentes de Africa, Europa y Asia
con 29 microsatélites. La reconstruccion filogenética y el analisis de componentes
principales mostraron una marcada distincion entre el ganado taurino y cebuino,
lo que permitié afirmar que el cebl fue domesticado independientemente del Bos
taurus, entre 610000 y 850000 afios. Ellos encontraron diferencias sustanciales
entre el ganado cebuino vy el taurino en la distribucion de los alelos de 10 loci, que
fueron dutiles para estimar el flujo genético y la introgresion del cebl en las

poblaciones africanas.

En Europa se han descrito numerosos trabajos que evalian diferentes nimeros de
razas, algunos de ellos se describen a continuacion:
Para investigar la variacion genética en las razas europeas Angus, Charolais,

Friesian, Hereford, Jersey, y Simmental, MacHugh et al., (1994), con 12
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marcadores microsatélites encontraron un rango amplio de heterocigosidad
observada desde 0.0-0.91, desviaciones en el equilibrio Hardy-Weimberg en un
microsatélite localizado en el gen de la prolactina y desequilibrio de ligamiento en

dos loci situados en el complejo mayor de histocompatibilidad.

Moazami-Goudarzi et al. (1997), mediante 17 microsatélites y 13 marcadores
bioquimicos determinaron la variacion genética de 10 razas europeas (Charolais,
Limousin, Breton Black Pied, Parthenais, Montbéliard, Vosgien, Maine-Anjou,
Normando, Jersey and Holstein). Encontraron 217 alelos con heterocigosidad

desde 0.53 en Jersey hasta 0.66 en Parthenais.

Para conocer la estructura genética de seis razas europeas, MacHugh et al.,
(1998), analizaron 20 microsatélites en 253 animales. Encontraron alto grado de
subdivision genética: las razas continentales (Kerry, Simmental, Charolais y
Holstein) se separaron claramente de las provenientes de islas britanicas (Jersey,

Aberdeen Angus y Hereford).

Carion et al. (2001) evaluaron la diversidad de razas locales europeas para carne
con propdsitos de conservacion. En 18 razas bovinas espafiolas, portuguesas y
francesas encontraron un rango de heterocigosidad observada entre 0.54 en la
Pirenaica y 0.72 en la Barrosa. El 7% del total de la variabilidad genética se
atribuy6 a las diferencias entre razas. Evaluaron cinco metodologias para estimar
distancias genéticas, pero la correlacion entre ellas no fue significativa. Los
resultados permitieron determinar que las razas mas importantes para conservar
se agruparon en dos conjuntos: uno formado por las razas Mirandesa y Alistana
y el otro por las razas Sayaguesa y Tudanca y que la extincion hipotética de uno

de éstos “cluster” representd la pérdida de un 17% de diversidad.

Jordana et al. (2003) con propositos de conservacion estudiaron la estructura y las

relaciones de 18 razas locales del sudeste de Europa (diez de Espafia, cinco de
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Portugal y tres de Francia) usando 16 loci microsatélites. Las razas francesas
mostraron la mayor uniformidad genética; con excepcién de las razas portuguesas
Mirandesa y Barrosa, las demas, mostraron deficiencia de heterocigotos. La
uniformidad genética entre algunas poblaciones se atribuyd al flujo genético
resultante de la cercania geogréfica y las diferencias genéticas entre algunas

razas a la deriva genética.

Beja—Pereira et al. (2003), en razas bovinas espafiolas, portuguesas y francesas
atribuyeron al flujo genético la similaridad encontrada entre razas ibéricas
geograficamente cercanas, mientras que la deriva genética ocasionada por
aislamiento reproductivo provocé diferenciacion entre las razas Tudanca, Alistana
y Mirandesa. El analisis de componentes principales revelé que la diferenciacion
entre las razas del norte de Iberia fue mayor, que entre las razas geograficamente
mas distanciadas. Encontraron evidencias leves de influencia genética de razas

africanas en las razas del suroeste de Europa.

En razas italianas se estimé la variabilidad genética entre y dentro de las razas
Chianina, Marchigiana, Romagnola y Piamontesa, mediante el polimorfismo de 17
microsatélites en 220 animales no relacionados. Para caracterizar las razas y las
relaciones entre ellas, analizaron las variaciones en las frecuencias alélicas, los
coeficientes Wahlund, el contenido de informacion polimérfica (PIC) y las
desviaciones en el equilibrio Hardy-Weimberg. Los resultados mostraron que la
Chianina ocup6 una posicién intermedia respecto a las otras, la Piemontesa fue la
mas distante; la Marginiana y la Romagnola mostraron alta similitud (Ciampolini et
al. 1995).

Pelmann et al. (1998), evaluaron las relaciones genéticas de cuatro razas belgas
mediante el empleo de un panel de 23 microsatélites y estimaron la
heterocigosidad, el PIC, el numero efectivo de alelos y las probabilidades de

exclusion e identidad genotipica de individuos escogidos al azar. La raza Azul
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Belga presentd menor diversidad y la mayor distancia con respecto a las otras
razas, la probabilidad de exclusion en todas las razas, considerando 23
microsatélites fue de 0.999, y de 0.98 cuando analizaron los dos sistemas
multiplex mas polimorficos. Concluyeron que el panel de microsatélites puede ser

utilizado con alta confiabilidad, para el control de parentesco.

Martin-Burriel et al. (1999) en seis razas nativas espafolas con 30 microsatélites
encontraron que las razas asturianas presentaron alta similaridad; la raza de Lidia
mostrd bajos niveles de diversidad y junto con la Menorquina fueron las mas
divergentes. Los mismos autores, realizaron la caracterizacion molecular, de cinco
razas espafiolas en peligro de extincion: Betizu (BET), Mallorquina (MAL),
Menorquina, Monchina (MON), y Serrana de Teruel (ST) y dos poblaciones de
raza de lidia, con 30 microsatélites. La raza BET, poblacién en peligro de
extincidn, se encontro dividida en dos subpoblaciones, una de las cuales presenta
valores de diversidad excepcionalmente bajos y la raza MAL mostré6 un bajo
namero de alelos. Aunque los bajos tamafios poblacionales y la deriva genética
han provocado una divergencia considerable entre las razas, los analisis
filogenéticos realizados mostraron concordancia con el origen geografico e
histérico puesto que MON y BET, ambas del noreste espafiol se agruparon juntas
al igual que las dos castas de lidia. Las comparaciones de la poblacién ST con
otras razas no amenazadas, sugieren que el alto nivel de desequilibrio de
ligamiento encontrado para ésta Ultima, esta relacionado con la introgresion de las

razas Alpina y/o Pirenaica (Martin-Burriel et al., 2007).

Mediante once sistemas de antigenos de eritrocitos, 8 proteinas y 10
microsatélites, se evalud la diversidad y la estructura poblacional de 15 razas
indigenas del Norte de Europa, dos importadas y tres comerciales. Las razas del
norte mostraron niveles similares de heterocigosidad y diversidad alélica; algunas
razas presentaron baja diversidad debida al tamafio efectivo reducido y cuellos de

botella. Se formaron cuatro grupos definidos: razas indigenas del Norte, razas del
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Sur, Ayrshire y Holstein y Jersey. La subdivisién entre razas fue moderada y los
bajos niveles de tamafo efectivo hallados permitieron concluir que éstos no son
suficientes para prevenir la perdida de variacion genética en éstas poblaciones en

peligro de extincion (Kantanen et al., 2000).

Edwards et al. (2000) estudiaron las relaciones genéticas de la raza alemana
Pustertaler, en peligro de extincién, con otras razas relacionadas y encontraron
que la raza Pustertaler era similar tanto en heterocigosidad como en la media del
namero de alelos, a las otras razas analizadas (Pinzgauer, Vosges y Simmental).
Se encontrd estrecha relacion entre las razas Pustertaler y Pinzgauer, puesto que

ésta ultima contribuy6 a la formacién de la primera.

En Francia, estudios con microsatélites en cinco razas nativas (Abondance,
Tarentaise, Villard de Lans, Montbéliarde, Limousin y Charolais) y una importada
(Holstein) fueron comparadas con la Pardo Suizo. Los resultados mostraron que a
pesar del bajo tamafio poblacional actual, las razas alpinas presentan una
variabilidad genética superior a la raza Holstein. Las razas lecheras francesas y
suizas fueron similares, sugiriendo un origen comdn o cruzamiento entre ellas
(Maudet et al., 2002).

Mateus et al.,, (2004), evaluaron 30 microsatélites en 10 razas nativas
portuguesas; en este estudio se encontrd equilibrio de Hardy-Weimberg en todas
las combinaciones loci/poblacion, excepto en cinco loci de la raza Brava de Lidia 'y
en un locus en la raza Alentejana, que exhibié deficiencia de heterocigotos. Se
detectaron 390 alelos, con un rango en el numero promedio de alelos por locus
de 5.6 a 8.0. El indice Fst de Wright mostré que la proporcion promedio explicada
por la diferencia entre razas fue del 9%. Los arboles basados en distancia Da
revelaron que las relaciones genéticas fueron consistentes con los origenes

histéricos de las razas portuguesas a partir de los grupos evolutivos Pardo
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Céncavo (Arouquesa, Mirandesa, Marinhoa) y Rojo Convexo (Mertolenga,
Alentejana, Garvonesa, Minhota).

En Asia y Africa se reportan algunos trabajos: La diversidad genética de las razas
nativas Sahiwal, Hariana y Deoni de la India, fue estimada por Mukesh et al.,
(2004), mediante He de 0.42, 0.53 y 0.70, respectivamente. En Sahiwal, la baja
diversidad se atribuy6 al tamafio poblacional relativamente bajo. Se encontré un
déficit de heterocigotos significativo del 24%. Las razas Hariana y Deoni
presentaron mayor similaridad genética en comparacion con Sahiwal. El tiempo de
divergencia entre Deoni y Hariana fue de 776 afios mientras que entre Deoni y
Sahiwal de 1296 afios.

Para conocer la variacion genética de la estructura poblacional del ganado en el
oeste de Africa, se evaluaron 13 microsatélites y 200 individuos de las razas
Koreana, China, Negra Japonesa Yy Holstein. Se encontré la menor diversidad
genética en la Negra Japonesa (H.=0.471) y la mayor en la raza China (He= 0.74)
Las razas Koreana y China resultaron ser similares, mientras la Negra Japonesa

se diferencio de las otras poblaciones (Kim et al, 2002).

Con el objetivo de estudiar la diversidad, la introgresion y las relaciones en razas
del este y centro de Africa se utilizaron nueve razas Bos indicus y tres Bos taurus
de Camerun y Nigeria usando la informacién de 28 marcadores (16 loci
microsatélite, 7 loci de proteinas de la leche y 5 loci de proteinas de la sangre).
Incluyeron en el analisis 13 de los 16 microsatélites en tres razas europeas y dos
razas indias. Los niveles de diversidad con microsatélites en las razas cebuinas,
fueron superiores que en las taurinas, pero con las proteinas fueron similares. Los
microsatélites mostraron alelos especificos para el cebu indio, el taurino africano y
el taurino europeo. Las proporciones de introgresion del cebul indio en el cebu
africano fueron superiores a las halladas en los taurinos africanos y europeos. La

reconstruccion filogenética indicé que existen relaciones muy cercanas entre las
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razas cebu de Cameran y Nigeria, pero gran divergencia entre los cebues indios,

los taurinos africanos y los europeos.

Freeman et al. (2004) en un estudio con microsatélites en 16 poblaciones Bos
taurus tolerantes a la tripanosomiasis, analizaron el impacto de los factores
ecoldgicos y el efecto del mestizaje en el oeste de Africa. Encontraron que los
altos niveles de introgresion de Bos indicus redujeron la resistencia a la
enfermedad vy resaltaron la importancia de prevenir la dilucion de razas taurinas

africanas por cruzamiento con ganado cebd.

En la Tabla 1 se resumen los parametros de diversidad genética hallados
mediante el uso de microsatélites, en diferentes trabajos con razas criollas de

Latinoamérica.

En Colombia, se han realizado tres trabajos para evaluar la diversidad y las
relaciones entre las razas criollas. Moreno et al. (2001) estudiaron la diversidad
genética de las razas Blancorejinegro (BON), Romosinuano (R), Costefio con
cuernos (CCC), San Martinero (S), Chino Santandereano (Ch), Hartén del Valle
(H) y Casanarefio (Ca) y el Cebu (C) como control externo. Se utilizaron siete
microsatélites y se encontré un niumero promedio de alelos por locus de 8.9, valor
mayor que el hallado en razas europeas, similar al estimado en taurinos africanos,
cebuinos africanos y asiaticos, pero menor que el reportado para razas espafolas.
La heterocigosidad promedia observada fue de 0.52. El arbol filogenético agrup6
las razas criollas BON, S, R, CCC y H, separandolas de Ch, Cay C. Bedoya et al.
(2001) con cinco microsatélites evaluaron la diversidad del ganado criollo
Colombiano (Tabla 1). El arbol construido mostré6 dos grupos: uno con las razas
BON, R, CCC, S, CH, y H y otro el ganado Cebu vy el criollo Ca. Barrera et al.
(2006) analizaron una muestra de animales Criollo colombiano, Cebu y la raza

espafiola Pirenaica, con 12 microsatélites y encontraron las mayores distancias
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genéticas entre las razas de origen Bos taurus (criollas y Pirenaica) con respecto a

la Bos indicus.

Tabla 1. Pardmetros de Diversidad Genética estimados mediante microsatélites,
en razas criollas de América Latina. Numero de datos (N); Numero promedio de
alelos (NPA); Heterocigosidad esperada (He). * Riqueza alélica

Pais Raza N N.O' NPA He Referencia
Sist.
Criollo colombiano 93 5 8.8 0.67
Blanco Orejinegro 40 6.6 0.67
Romosinuano 5 3.7 0.52
San Martinero 14 5.0 0.73 Bedoya et al., 2001
Costefio con cuernos 4 5.0 0.62
Chino Santandereano 8 4.2 0.56
Casanarefio 4 3.0 0.50
Harton del Valle 8 5.0 0.70
Criollo Colombiano 7 8.9 0.67
Colombia | Blanco Orejinegro 43 0.77
Romosinuano 5 0.32
San Martinero 26 0.86 Moreno et al., 2001
Costefio con cuernos 4 0.84
Chino Santandereano 11 0.79
Casanarefio 4 0.46
Harton del Valle 4 0.73
Criollo Colombiano 60 12 55 0.77
Blancorejinegro 10 5.8 0.80
Romosinuano 10 55 0.78
San Martinero 10 5.0 0.83 Barrera et al., 2006
Costefio con cuernos 10 55 0.77
Casanarefio 10 6.5 0.82
Hart6on del Valle 10 5.9 0.81
Brasil Criollo Brasilero 73 14 4-13 0.59-0.89 | Steigleder et al, 2004
Caracu 77 22 7.8 0.71* Egito et al, 2007
Criollo Lageano 100 22 9.0 0.76* Egito et al , 2007
Curraleiro 99 22 8.8 0.74* Egito et al, 2007
Mocho Nacional 97 22 8.7 0.77* Egito et al, 2007
Pantaneiro 96 22 9.0 0.78* Egito et al, 2007
Argentina | Criollo Argentino 31 9 7.3 0.74 Lirén et al, 2006
Patagoénico 36 17 4.8 0.62 Martinez et al, 2005
Criollo Argentino 8 0.58 Zamorano et al,1998
Bolivia Saavedrefio 31 9 7.7 0.78
Chaquefio 25 9 7.8 0.77 Lirén et al, 2006
Yacumeio 22 9 6.6 0.72
Uruguay Criollo uruguayo 19 17 4.2 0.62 Armstrong et al, 2006
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En la raza HV se reporta un solo trabajo realizado para estudiar la diversidad
genética. Piedrahita et al. (2008) muestrearon 33 animales y 3 individuos Holstein
como grupo control, provenientes de 6 fincas, los cuales se analizaron mediante
marcadores RAMS (Random Amplified Microsatellites). Reportaron un valor de
heterocigosidad (He) de 0.26 y una alta diferenciacion genética entre las fincas
(Fst=0.394£0.03, P<0.001). Se hall6 alta identidad genética en dos de los hatos
mas representativos de la raza. Mediante la distancia insesgada de Nei (1978),
los individuos fueron estratificados en 3 grupos: el primer grupo se formo a partir
de cuatro fincas de cria de ganado puro, entre los cuales ha habido un intercambio
de reproductores; el segundo grupo lo conformaron individuos de las granjas
pertenecientes a la Universidad Nacional de Colombia, con un alto “bootstrap”
(80%) y el tercero los individuos testigo de raza Holstein. Se concluyé que era
necesario estudiar con mayor exactitud las razones de la alta estructura genética

de la raza mediante un numero de marcadores y un tamafio de muestra mayores.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar los niveles de diversidad genética de la raza Harton del Valle, Holstein y

Brahman, mediante 15 marcadores microsatélites.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la diversidad genética de la raza Harton del Valle.

2. Comparar los niveles de diversidad genética entre nueve poblaciones de

Harton del Valle.

3. Determinar la estructura genética, el grado de endogamia y las relaciones

entre nueve poblaciones de Hartén del Valle.

4. Clarificar las relaciones de la raza Hartdn del Valle con las razas Holstein

(Bos taurus) y Brahman (Bos indicus).
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3.1 MUESTREO

3. MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 249 muestras de sangre de animales Hartén del Valle (HV),

Holstein (H), Brahman (B) y animales F; de HV con otras razas (HVC). Las 186

muestras de HV fueron colectadas en 9 fincas localizadas en el Departamento del

Valle del Cauca (Tabla 2), de las cuales el 18% fueron machos. El HVC estaba

formado por 32 animales de HV cruzado (HVC), 21 de los cuales eran (HV x H) y

el resto eran animales F; de HV con Jersey (n=4), Gyr (n=4), Ayrshire (n=1),

Blanco Orejinegro (n=1) y Normando (n=1).

Tabla 2. NUmero de muestras por grupo genético, poblacién y sexo de Harton del
Valle, Holstein, Brahmany F; de HV con otras razas (HVC).

Grupo Numero Numero y o o
Genético de de Total Subpoblacién Cédigo Municipio
Machos Hembras
10 18 28 Hacienda EI Capricho EC Jamundi
3 8 11 Casa Rincon CR Roldadillo
4 17 21 Universidad Nacional de Colombia UNAL Palmira
] 3 8 11 Hacienda Gran Capricho GC Candelaria
Harton 0 10 10 Hacienda Jamaica JA Roldadillo
del 1 34 35 Hacienda La Ondina LO Roldadillo
Valle 10 18 28 Procampo PR Buga
0 20 20 Hacienda San Rafael SR Bugalagrande
3 19 22 Hacienda Zanjon Hondo ZH Tulda
34 152 186 Poblacion total HV
Holstein 2 11 13 Hacienda Jamaica H Roldadillo
Jamudi
Brahman 1 17 18 Hacienda EI Capricho, Hacienda Santa B Roldadillo
Inés
HVC 10 22 32 Hacienda Arenales, El Gran Capricho HVC Roldadillo
Candelaria
Total 47 202 249
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En vacutainer con EDTA se tomaron 10 ml de sangre a cada animal mediante
puncién en la vena coccigea. Para la extraccion de ADN se utilizé la metodologia
de desalamiento (Miller et al., 1998). La cuantificacién del ADN se hizo mediante

comparacion con patrones de ADN del fago Lambda a diferentes concentraciones.

3.2 LOCI MICROSATELITES

Se utilizaron 15 microsatélites de un panel de 30 propuesto por FAO (Food and
Agricultural Organization) para el programa Medicion de la Diversidad Recursos

Genéticos de Animales de Granja (MoDAD).
http//dad.fao.org/en/refer/library/guidelin/marker.pdf)

Las secuencias de los primers y su localizacion cromosoémica se consignan en la
Tabla 3.

Para la amplificacion por PCR de los microsatélites individuales se tomaron 50 ng
de DNA, en un volumen total de 25 ul con 0.25 U de Taq polimerasa en una
reaccion buffer con 50 mM de KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 9.0; 1.0-2.0 mM MgCly;
1% Triton-X-100; 200 mM de dATP, dGTP, dTTP y dCTP y 0.5 ul de primers a
0.3 mM (Tabla 3). El perfil térmico de PCR fue: desnaturalizacion inicial 4 min a
94°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 93°C, 30 segundos a 54-65°C
(Tabla 4), 45 segundos a 72°C y una extension final a 72°C por 5 minutos. Los
fragmentos amplificados fueron mezclados con 10 pl de solucion de formamida y
después del tratamiento por calor a 93°C, una alicuota de 3 ul de la mezcla fue
cargada en un gel denaturante de poliacrilamida al 6%, junto con un marcador de

10 pares de bases y luego tefiido con nitrato de plata.
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Tabla 3. Loci microsatélites,
utilizados.

localizacion cromosOmica y secuencias de primers

No Locus Cromosoma Secuencia del Primer (5'-3") Referencia

1 ETH225 9 GATCACCTTGCCACTATTTCCT Steffen et al., (1993)
(D9S1) ACATGACAGCCAGCTGCTACT

2 ETH152 5 TACTCGTAGGGCAGGCTGCCTG Steffen et al., (1993)
(D5S1) GAGACCTCAGGGTTGGTGATCAG

3 ILSTS005 10 GGAAGCAATGAAATCTATAGCC Brezinsky et al., (1993)
(D10Ss25) TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC

4 HEL5 21 GCAGGATCACTTGTTAGGGA Kaukinen & Varvio, (1993)
(D21S15) AGACGTTAGTGTACATTAAC

5 INRAO35 16 ATCCTTTGCAGCCTCCACATTG Vaiman et al., (1994)
(D16s11) TTGTGCTTTATGACACTATCCG

6 INRAO63 18 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC Vaiman et al., (1994)
(D18S5) AAACCACAGAAATGCTTGGAAG

7 MM8 2 CCCAAGGACAGAAAAGACT Mommens et al., (1994)
(D2S29) CTCAAGATAAGACCACACC

8 MM12 9 CAAGACAGGTGTTTCAATCT Mommens et al, (1994)
(D9S20) ATCGACTCTGGGGATGATGT

9 HAUT27 26 TTTTATGTTCATTTTTTGACTGG Thieven et al. (1997).
(D26S21) AACTGCTGAAATCTCCATCTTA

10 | INRAO23 3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC Vaiman et al., (1994)
(D3S10) TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTCA

11 | BM1818 23 AGCTGGGAATATAACCAAAGG Bishop et al., (1994)
(D23S21) AGTGCTTTCAAGGTCCATGC

12 | BM1824 1 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC Bishop et al., (1994)
(D1S34) CATTCTCCAACTGCTTCCTTG

13 | HEL13 11 TAAGGACTTGAGATAAGGAG Kaukinen & Varvio, (1993)
(D11S15) CCATCTACCTCCATCTTAAC

14 | ILSTS006 7 TGTCTGTATTTCTGCTGTGG Brezinsky et al.(1993)
(D7S8) ACACGGAAGCGATCTAAACG

15 | INRAOOS 12 CAATCTGCATGAAGTATAAATAT Vaiman et al., (1992)

CTTCAGGCATACCCTACACC

Fuente: http//dad.fao.org/en/refer/library/guidelin/marker.pdf)
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Tabla 4. Condiciones de amplificacion de los 15 microsatélites analizados.

No Locus MgCl, Al|ne(§g1)|ento
1 |ETH225 15 57
2 |ETH152 1.0 62
3 |ILSTS005 1.7 58
4 | HEL5 15 56
5 |INRAO35 1.0 56
6 |INRAO63 15 58
7 | MM8 1.3 58
8 |MM12 1.3 58
9 |HAUT27 15 55
10 |INRAO23 1.5 54
11 |BM1818 1.5 58
12 |BM1824 15 58
13 |HEL13 15 54
14 |ILSTS006 1.0 58
15 | INRAOQOO5 1.0 58

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis de la variabilidad genética se realizaron a partir de las frecuencias
genotipicas mediante el programa TFPGA® (Miller, 1997). El contenido de loci
polimorfico (PIC) y la riqueza alélica fueron estimados mediante el programa
FSTAT (Goudet, 2002). Los valores de heterocigosidades observada, esperada y
Fis se obtuvieron mediante el software ARLEQUIN ver 3.11 (Excoffier, 2007). La
prueba de desviacion del equilibrio de Hardy-Weimberg (EHW) de las frecuencias
genotipicas fue llevada a cabo utilizando el procedimiento de Guo y Thompson
(1992) mediante el software ARLEQUIN ver 3.11 (Excoffier, 2007). La estructura
de la poblacion fue analizada a través del estudio del estadistico Fst utilizando el
meétodo de Weir and Cockerham (1984) y su significancia mediante la obtencion
de intervalos de confianza al 95% mediante la metodologia Jacknife (Efron, 1982)

con 1000 replicaciones con el programa TFPGA® (Miller, 1997). El Rst estimador
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de la diferenciacion poblacional que tiene en cuenta la varianza de los tamafos
alélicos, fue calculado con el programa FSTAT (Goudet, 2002). Para el estudio
jerarquico de la poblacion (intraracial) se realizé analisis de varianza molecular
(AMOVA) incorporado en el programa ARLEQUIN ver 3.11 (Excoffier, 2007). Las
distancias y relaciones filogenéticas entre poblaciones se obtuvieron a partir de la
distancia insesgada de Nei, (1978) mediante TFPGA® (Miller, 1997) y el Fst por
pares de poblaciones con el ARLEQUIN ver 3.11 (Excoffier, 2007). Empleando la
distancia insesgada de Nei, (1978) se construyé un dendrograma con el algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean).
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4. RESULTADOS

4.1 MARCADORES MICROSATELITES

Se analizaron 249 animales, de los cuales 186 fueron de la raza Harton del Valle
(HV), y como grupos control 13 animales Holstein (H) y 18 Brahman (B). Ademas,

se incluyé un grupo de 32 animales F; cruzados con HV (HVC).

Todos los microsatélites amplificaron y fueron polimérficos. Cuando la muestra de
un individuo en un sistema fue amplificada mas de dos veces sin obtener bandas,
se calific6 como alelo nulo, siempre y cuando dicha muestra previamente habia
amplificado con otros microsatélites. Con excepcion de BM181, todos los sistemas
presentaron alelos nulos. En el Anexo 1 se presentan las frecuencias génicas para

los cuatro grupos genéticos.

El nimero total de alelos, en todos los loci analizados, fue 144, 142 se encontraron
en HV, 106 en B, 86 en Hy 121 en HVC (Tabla 5). El nimero promedio de alelos
por locus microsatélite en la poblacion total, fue de 9.6 con un rango de valores
desde 7 para INRA5 e INRA 35 hasta 12 en los loci INRA23, ETH 152 y MM12.

La poblacion HV presenté un numero promedio de alelos de 9.46, mayor que el
observado en los grupos HVC (8.06), B (7.13) y H (5.73). El rango del nimero de
alelos para HV oscil6 desde 7 (INRA5, INRA23, ILSTS005) hasta 12 (INRA23,
ETH152 y MM12); la raza B mostré un rango desde 4 (INRA063) hasta 9 alelos
(HEL5, ETH152 y HEL13) y la raza H desde 3 (ILSTS005) hasta 9 (HELS5).
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Tabla 5. Estadistica descriptiva de 15 loci microsatélites para los grupos HV, B, H,
HVC y Poblacién Total (PT): Numero de alelos (NA), Riqueza alélica (RA), basada
en una muestra de 12 individuos tomados al azar estimado con el software FSTAT
2.9.3.2 (2002), Contenido de informacion polimorfica (PIC), Namero promedio de
alelos (NPA), Numero de muestras (N).

HV B H HVC PT
Locus NA RA| NA RA NA RA| NA RA| NA RA PIC

BM1818 9 59| 8 7.2 5 49 8 4.8 9 59 0.73
BM1824 8 53| 5 4.5 5 49 7 5.4 9 52 071
INRAOG3 9 70| 4 3.9 5 49 7 3.8 9 7.0 0.79
ILSTS006 | 10 71| 8 7.5 5 50 7 5.4 10 69 081
INRA 5 7 51| 5 5.0 4 39 5 4.8 7 51  0.67
INRA 23 12 88| 8 7.5 9 88 9 7.5 12 89 0.85
HAUTH27 | 9 69| 8 7.2 7 7.0 8 6.8 9 71 081
HEL 5 10 84| 9 8.3 9 89 10 8.1 10 87 0.87
ETH152 12 83| 9 7.4 6 5.9 11 7.1 12 83 0.85
INRA35 7 47| 7 6.7 2 20 6 4.1 7 50 0.58
HEL13 10 70| 9 8.5 6 5.8 8 5.7 10 73  0.79
ILSTS005 7 53| 5 4.5 3 30 7 35 8 54  0.66
ETH225 1 76| 8 7.4 8 78 9 6.0 11 7.7 0.83
MM12 12 84| 8 7.2 5 49 10 5.9 12 85 0.82
MM8 9 74| 6 5.3 7 6.8 9 8.2 9 7.4  0.78
Total 142 107 86 121 144 0.79
NPA 946 6.9 |7.13 65 573 56| 806 58| 960 7.0
Desviacion|1.7 13 | 16 15 20 2.0 16 15 1.6 1.4
N 186 12 | 18 12 13 12 32 12 249 12

La rigueza alélica (RA) fue estimada con una muestra uniforme de 12 individuos
tomados al azar de cada poblacion. Los valores obtenidos fueron: HV (6.9), B
(6.5), HVC (5.8) y H (5.6) y al igual que para el NPA, el HV mostré ser el grupo
mas diverso. El Contenido de informacién polimérfica (PIC) varié entre 0.58 para
INRA35 y 0.85 para INRA23, con un promedio de 0.79. Los microsatélites con

PIC mas altos, también presentaron un mayor nimero de alelos.

En la raza HV prevalecieron los alelos: BM1818*264, BM1824*186, INRA63*180,
ILSTS006*290, INRA5*140, INRA23*220, HAUT27*152, HEL5*152, ETH152*202,
INRA 35*112, HEL13*196, ILSTS005*184, ETH225*152, MM12*132 y MM8*140.

Se observé que el 40% de los alelos presentaron frecuencias menores del 5%, los
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cuales se consideran raros. En el HV se hallaron nueve alelos privados
(BM1818*278, BM1824*192, INRA063*192, ILSTS006*304, ILSTS006*nulo,
INRA5*148, INRA23*198, HAUTH27*142, ETH225*170). En las razas B y H no se
presentaron alelos privados. El alelo BM1824*174 se encontré en un solo individuo
F1 (HV x Jersey) y el alelo ILSTS005*194 en un individuo F; (HV x Gyr). El alelo
INRA35*112 y INRA5*140 predominaron en las tres razas puras (HV, Hy B). En
el locus HEL13 se encontro alta frecuencia del alelo 196 en HV y H, sin embargo,

en B, el alelo 184 fue el mas frecuente.

4.2 DIVERSIDAD GENETICA DE LAS RAZAS HARTON DEL VALLE,
BRAHMAN Y HOLSTEIN

En general, para cada locus y grupo genético, la heterocigosidad esperada fue
mayor que la heterocigosidad observada (Tabla 6). El locus BM1818 tuvo exceso
de heterocigotos en todos los grupos genéticos, pero de acuerdo con la prueba de
Hardy-Weimberg, uUnicamente fue altamente significativo en H y HVC. Hubo
exceso de heterocigotos en BM1824 para la raza B y en los sistemas ILSTS006 y
Hauth27 para HVC. Los demas loci mostraron una deficiencia de heterocigotos
significativa. En HV y HVC la prueba de Hardy-Weimberg detecté desviaciones
significativas entre las heterocigosidades observadas y esperadas para todos los
loci. El coeficiente medio de consanguinidad por locus, mostrd que las tres razas y
el cruce presentan una reduccion significativa de la heterocigosidad (P<0.001)
debido a endogamia intrapoblacional (Fis). La mayor estimacion de endogamia fue
observada en la raza Brahman (0.22), mientras que HV y H tuvieron valores
similares (0.16 y 0.17, respectivamente). Para el andlisis por sistema, las nueve
poblaciones muestreadas en la raza HV se unieron como si fueran una unidad.
Por lo tanto, estas desviaciones pueden explicarse principalmente por efecto

Wahlund, indicando con ello subdivision poblacional.
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Tabla 6. Estadistica descriptiva de 15 loci microsatélites en los cuatro grupos genéticos estudiados: heterocigosidad
observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), Indice de fijaciébn de Wright (Fs) y Significancia de las desviaciones
del equilibrio Hardy-Weimberg. *P (0.01<a< 0.05); **P (a<0.01)

HV (n=186) Brahman (n=18) Holstein (n=13) F, con HV (n=32)
Ho He Fis Ho He Fis Ho He Fis Ho He Fis
BM1818 0.81 0.75 -0.07* | 0.94 0.80 -0.18 085 0.75 -0.14 0.85 0.75  -0.12**
BM1824 0.70 0.75 0.06** 0.89 0.65 -0.36* 054 0.69 0.22 0.72 0.76 0.06**

INRAOG3 0.69 0.82 0.15** 0.28 0.68 0.59** 0.38 0.63 0.39 0.53 0.66 0.19**
ILSTS006 0.75 0.83 0.09** 0.61 0.84 0.27* 0.83 0.77 -0.08 0.87 0.78 -0.13*

INRA 5 0.68 0.71 0.04** 0.50 0.75 0.34* 054 0.54 0.01 0.55 0.72 0.24**
INRA 23 0.71 0.86 0.18** 0.61 0.83 0.26* 0.85 0.89 0.05 0.66 0.86 0.24**
HAUTH27 0.66 0.82 0.20** 0.72 0.83 0.13* 0.85 0.85 0.01 0.84 0.82 -0.03**
HEL 5 0.84 0.87 0.04** 0.39 0.87 0.55** 0.69 0.89 0.23 0.69 0.88 0.22**
ETH152 0.67 0.86 0.22** 0.50 0.65 0.23 0.46 0.82 0.44 0.75 0.84 0.11*
INRA35 0.43 0.61 0.30** 0.28 0.82 0.66** 061 049 -0.25*| 041 0.58 0.3**

HEL13 0.63 0.81 0.22** 0.50 0.86 0.42** 054 0.74 0.27 0.72 0.74 0.03**
ILSTS005 0.44 0.71 0.38** 0.56 0.64 0.12 0.15 0.63 0.75** | 0.25 0.67 0.63**
ETH225 0.75 0.84 0.12** 0.82 0.75 -0.09** | 0.85 0.86 0.02 0.81 0.83 0.02**
MM12 0.65 0.85 0.24** 0.67 0.85 0.21 0.46 0.69 0.33 0.75 0.78 0.04**
MM8 0.55 0.80 0.32** 0.65 0.67 0.03 0.61 0.80 0.23 0.53 0.82 0.35**

Promedio 0.66 0.79 0.16** 0.59 076 0.22** | 0.61 0.74 0.17** | 0.66 0.77 0.14**
Desviacion 0.11 0.07 0.19 0.08 0.20 0.12 0.17 0.08
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Se estimO la contribucion de cada marcador microsatélite a la diferenciacion
interracial por el estadistico Fst (Tabla 7) y la significancia mediante la
construccion de intervalos de confianza al 95% de la metodologia Jacknife (Efron,
1982). ElI 67% de los sistemas contribuyeron para la diferenciacion racial, siendo
los sistemas INRA063 y ETH152, los de mayor poder de discriminacion. La
diferenciacion global de las razas fue estimada en Fst=0.029 (P<0.001), la mayor
parte de la cual, probablemente se deba a las diferencias existentes entre las dos
especies (Bos taurus y Bos indicus). Los valores estimados de diferenciacién
racial debido a deriva genética mediante el modelo “Step-wise mutation” (Rst)
fueron en general superiores que los estimativos de Fsr (Tabla 7). El valor medio
encontrado para Rst fue ligeramente superior al hallado mediante Fsr, lo cual
sugiere que las diferencias entre razas estan afectadas por las diferencias en las

frecuencias alélicas y el tamafio de los alelos.

La correlacion hallada entre el tamafio de muestra y el nimero promedio de alelos
fue alta (r=0.90, P<0.001). EI HV presenté un numero promedio de alelos (9.46)
mayor que HVC (8.06), B (7.13) y H (5.73), posiblemente, debido al mayor tamafio
de muestra. Sin embargo, la estimacion de riqueza alélica con una muestra minima
de 12 individuos (Tabla 5), mostré al HV con mayor promedio (6.87) y al H con el
menor (5.80). La heterocigosidad esperada promedio para HV, B, Hy HVC fue de
0.79%£0.07, 0.76+0.08, 0.73+0.12 y 0.76%0.12, respectivamente. El déficit global de
heterocigotos (Fir) en la muestra total fue de 0.186 (p<0.001).



Tabla 7. Diferenciacion racial para cada locus microsatélite, estimado mediante
Fst con el software TFPGA y Rst, con FSTAT. Intervalo de confianza al 95% (IC).

Locus Fst Rst
BM1818 0.026 0.012
BM1824 0.034 0.028
INRA063 0.086 0.224
ILSTS006 0.017 "™ -0.013
INRA 5 0.011"™ 0.077
INRA 23 0.015"™ 0.010
HAUTH27 0.010"™ 0.022
HEL 5 0.022 0.022
ETH152 0.049 0.059
INRA35 0.028 0.085
HEL13 0.028 0.210
ILSTS005 0.022 -0.015
ETH225 0.035 0.069
MM12 0.041 0.001
MM8 0.005 " -0.020
Promedio 0.029** 0.048
Fir 0.186**

Fis 0.161**

Fsr: IC (95%): 0.0205-.00403; ** (P<0.001)

4.3 RELACIONES ENTRE LAS RAZAS HARTON DEL VALLE, BRAHMAN Y
HOLSTEIN

Para conocer la magnitud de la variacion genética debida a diferencias entre las
especies Bos taurus y Bos indicus, entre los grupos raciales o dentro de estos, se
analizo6 la estructura poblacional con diferentes niveles jerarquicos (Tabla 8). Para
las comparaciones entre especies, se excluyo el grupo HVC por estar conformado
por hibridos intra e interespecificos. Tal como se esperaba, la mayor proporcion de
la variacion se encontré en las comparaciones entre ambas subespecies, con las
mayores diferencias entre Hy B (9.3%) y entre HV y B (6.84%). Entre individuos
Bos taurus (HV y H) el porcentaje de variacion fue bajo, al igual que cuando los

cuatro grupos fueron analizados conjuntamente (0.029%).

67



Tabla 8. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con diferentes niveles de
estructura jerarquica entre Bos taurus (HV, H), Bos indicus (B) y el grupo HVC:
Grados de libertad (GI).

Estructura Fuente de Variacion Gl Var(l(;)c)lon Fst

Entre subespecies: Entre subespecies 1 9.31 0.093**
(HyB) Entre individuos dentro de subespecies 29 18.36

Dentro de individuos 31 72.33

Total 61
Entre subespecies: Entre subespecies 1 6.84 0.068**
(HVyB) Entre individuos dentro de subespecies 202 15.38

Dentro de individuos 204 77.78

Total 407
Entre grupos genéticos  Entre poblaciones 3 2.98 0.029**
(HV, B, Hy HVC) Entre individuos dentro de poblaciones 245 15.64

Dentro de individuos 249 81.38

Total 497
Dentro de Bos taurus Entre poblaciones 1 1.36 0.013**
(HVyH) Entre individuos dentro de poblaciones 197 15.81

Dentro de individuos 199 82.4

Total 397
Dentro HV Entre poblaciones 1 0.63 0.006ns
(HV, HVC) Entre individuos dentro de poblaciones 216 15.46

Dentro de individuos 218 83.9

Total 435

** (P<0.001), ns: no significativo

Las distancias genéticas confirman la separacion entre subespecies Bos indicus y

Bos taurus, (Tabla 9) puesto que presentaron distancias superiores a 0.32. Las

distancias dentro de Bos taurus fueron menores que 0.05, siendo los grupos mas

préximos H y HVC. Con excepcién de H y HVC, todas las estimaciones de

diferenciacion entre pares de poblaciones (Fst) fueron significativas y mostraron la

misma tendencia que las distancias genéticas.

El dendrograma construido mediante el método UPGMA, diferencié claramente

las dos subespecies (Figura 1). Aunque las distancias entre taurinos fueron muy

pequefias, se distinguieron dos grupos: el primer grupo que incluye al Hy HVC y

el segundo con los individuos de la raza HV. La alta similaridad de H con HVC

puede deberse a que el 65% de los animales HVC, eran F; (H x HV).
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Tabla 9. Estimaciones de diferenciacion genética y distancia entre las razas
Brahman, HV, Holstein y HVC. La distancia insesgada de Nei (1978) se indica por
encima de la diagonal y las estimaciones de Fst por pares de poblaciones, debajo
de la diagonal.

Poblacion B HV H HVC
B 0.320 0.407 0.403
HV 0.070* 0.057 0.027
H 0.099* 0.016* 0.013
HVC 0.092* 0.007* 0.004

*P (0.01<a<0.05)

0.400 0.300 0.200 0.100 0.000
Holstein (BL)
?6.4%‘
100% HWC (Bt = Bi) ; (Bt = Bt)
100% | L Hv (Bt)
Erahman (Bi)

Figura 1. Relacion Genética entre las razas Brahman, HV, Holstein y HV cruzado
mediante el método de UPGMA. Los numeros entre los nodos representan los
valores obtenidos de “bootstrap” con 1000 permutaciones. Bos taurus (Bt); Bos
indicus (Bi)

4.4 VARIABILIDAD GENETICA DENTRO DE LA RAZA HARTON DEL VALLE
El nimero promedio de alelos por locus fue de 9.46+1.7, con variaciones desde 7

alelos (INRAS5, INRA35, ILSTS005) hasta 12 alelos (INRA23, ETH152 y MM12). El

namero de alelos promedio por poblacion fue de 6.6 (Tabla 10) y las poblaciones
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fueron PR (7.46), LO y EC (7.2), mientras CR

presento el menor numero de alelos (5.3). En los 15 loci estudiados el 41.5% de

con mayor numero de alelos

los alelos, presentaron frecuencias menores al 5% (alelos raros). Los valores de
riqueza alélica (RA) sobre un promedio minimo de nueve individuos, mantuvieron
la misma tendencia que el NPA. Se encontraron nueve alelos privados, cuatro de
ellos en P (BM1818*278, ILSTS006*304, INRA5*148 e INRA23*198), dos en ZH
(INRA063*192, ILSTS006*nulo), dos en LO (BM1824*192 y ETH225*170) y uno
en EC (HAUTH27*142). En todas las poblaciones los valores de heterocigosidad
esperada fueron mayores que los de la heterocigosidad observada. El rango de
heterocigosidad esperada (He) entre poblaciones fue de 0.73 y 0.77 con un valor
promedio de 0.75+0.01. Este valor fue significativamente menor (P<0.05) que el
estimado para HV cuando se analizé en conjunto con H, B y HVC (He=0.79),
indicando que la mayor proporciéon de genotipos heterocigotos se redujo al tener
en cuenta la estructura conformada por las diferentes fincas (Efecto Walhund). Se
encontré la mayor diversidad genética (He) en las poblaciones LO (0.77), EC y
UNAL (0.76) y las menores en SR (0.73), CRy ZH (0.74).

Tabla 10 Estadistica descriptiva para 15 loci microsatélites en nueve poblaciones
de HV: Numero de muestras (N), Numero promedio de alelos (NPA), Riqueza
alélica (RA), Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada (He) y
Fis.

Poblacion N NPA RA Ho He Fis
EC 28 740+ 24 5.91 0.66 +0.1 0.76 £+ 0.1 0.12**
CR 11 5.33+1.0 5.11 0.64+0.2 0.74 +0.0 0.14**
UNAL 21 720+ 2.2 5.90 0.64+0.1 0.76 £+ 0.1 0.16%**
GC 11 5.86+1.5 5.57 0.64+0.1 0.75+0.1 0.13**
JA 10 566+1.1 5.62 0.66 +0.2 0.75+0.0 0.10%**
LO 35 740+ 1.8 5.78 0.68+0.1 0.77+0.1 0.11**
PR 28 7.46 +£1.6 5.84 0.66 +0.1 0.75+0.0 0.12**
SR 20 6.40+ 1.6 5.32 0.70+0.1 0.73+0.1 0.03
ZH 22 6.66+1.4 5.37 0.60 +0.2 0.74+0.1 0.18**
Promedio 6.60+ 1.6 5.59 0.66 + 0.1 0.75+0.1 0.12 £ 0.02
Total 186 9.46+1.7

** (P<0.001)
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El valor del coeficiente de endogamia (Fis) para la raza HV fue de 0.12+0.01
(Tabla 10). Con excepcién de SR (0.029), todas las fincas presentaron niveles
significativos de endogamia intrapoblacional. Los Fis mas altos se encontraron en
ZH (0.18) y UNAL (0.159). El valor promedio del F;s se redujo de 0.16 (Tabla 6) a

0.12 (Tabla 10), cuando se considero la estructura de fincas en la poblacion HV.

El analisis de equilibrio Hardy-Weimberg para las nueve fincas de HV (Tabla 11)
mostro que 61 de las 135 combinaciones marcador/poblacion fueron significativas.
En todas las fincas, al menos cuatro marcadores se desviaron significativamente
de los valores esperados en el equilibrio. Las poblaciones PR y ZH exhibieron el

mayor numero de loci en desequilibrio y CR y J el menor nimero.

Tabla 11. Desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weimberg de 15 loci en
nueve poblaciones de Hartén del Valle, estimadas con la metodologia de Guo
&Thompson (1992)

Locus EC CR UNAL GC JA LO PR SR ZH Total
BM1818 0
BM1824 i * 4
INRA063 o * oox | x5
ILSTS006 * * ** |3
INRA 5 ** 1
INRA 23 *% *% * * *% 5
HAUTH27 L B el 4
HEL 5 * * 12
ETH152 *% * * * * *% 6
INRA35 * *% * *% * *% 6
HEL13 *%* * *%* * *% 5
ILSTS005 * *% *% *% * *% 6
ETH225 * * L R B
M M12 *% *% *% *%* *%* *%* 6
M M8 *% ** ** ** 4
Total 8 4 6 6 4 7 9 8 9 61

** (P<00.1) * (P<0.05)
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De acuerdo con el AMOVA, solamente el 4.9% de la variacion total encontrada se
explica por las diferencias entre fincas, el resto se debe a las diferencias entre
individuos dentro de las fincas. El Fst=0.049 (P<0.0001) fue significativo indicando
con ello, estructura poblacional. Mediante la prueba exacta de diferenciacion de
poblaciones (Tabla 12), todas las fincas de HV, resultaron ser entidades diferentes
(P<0.01); esto puede ser ocasionado por las diferencias en la orientacion de los

sistemas de produccion y manejo de los apareamientos en cada una de las fincas.

Tabla 12 Diferenciacion genética y distancia entre nueve poblaciones de Harton
del Valle. Las estimaciones de Fsr por pares de poblaciones se encuentran por
encima de la diagonal y la distancia insesgada de Nei (1978) por debajo. Todas
las estimaciones de Fst fueron significativas P (a) <0.01).

Poblaciones EC CR UNAL 2ZzZH GC JA LO PR SR

EC ** 0.045 0.041 0.054 0.042 0.051 0.036 0.038 0.058
CR 0.155 ** 0.063 0.059 0.072 0.056 0.050 0.045 0.091
UNAL 0.148 0.232 ** 0.054 0.046 0.068 0.033 0.053 0.062
ZH 0.197 0.200 0.197 ** 0.084 0.067 0.044 0.052 0.079
GC 0.150 0.254 0.168 0.325 ** 0.075 0.030 0.049 0.084
JA 0.189 0.196 0.263 0.243 0.278 ** 0.053 0.058 0.090
LO 0.133 0.184 0.125 0.161 0.112 0.206 *x 0.040 0.050
PR 0.135 0.154 0.196 0.182 0.176 0.214 0.148 *x 0.063
SR 0.202 0.334 0.219 0.281 0.307 0.332 0.179 0.225 *x

I]_?:I]I] I]_2IZS I].1I5I] I].I;?E I].I]II]I]

GC

LO
LUNAL

EC
_| PR
CR
H

JA
SR

Figura 2. Relacion genética entre nueve poblaciones de Harton del Valle estimada
mediante el método de UPGMA basado en las distancias de Nei (1978).
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5. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue la cuantificacion de diversidad genética de
la raza HV y la fortaleza del trabajo se sustenta en el nUmero de loci utilizados (15)
y el alto ndmero de animales muestreados, que incluyé 186 individuos
provenientes de nueve poblaciones del Valle del Cauca, lo cual garantiza
estimaciones de los parametros poblacionales mas precisas. El HV fue comparado
con Holstein y Brahman, porque estas dos razas han tenido influencia en la
poblacion colombiana a partir del siglo XIX (Pinzén, 1991).

5.1 DIVERSIDAD ENTRE RAZAS

La heterocigosidad esperada y la riqueza alélica revelan altos niveles de
variabilidad en el HV (He=0.75; RA=5.59). Los altos niveles de variabilidad
observados en el HV pueden ser explicados por las siguientes razones: en los
origenes de la raza en el siglo XV participaron varias introducciones de ganado
provenientes de La Espafiola (Pinzén, 1991); por otra parte, a lo largo de la
historia de la raza se ha ejercido baja presion de seleccion (Valderrama, datos sin
publicar) y ademas se ha reportado la introduccion de genes de razas fordneas
(Pinzén, 1991).

En otras razas criollas de América del Sur, también se ha detectado altos niveles
de variabilidad, atribuida a varias causas: no han sufrido procesos de seleccion,
tales como aislamiento genético y manipulacion biolégica (Barrera et al., 2006.),
baja presion de seleccidon y patrones de manejo tradicionales (Egito et al., 2007),
introgresién con otras razas comerciales tales como Cebu (Giovambattista et al.,
2001; Liron et al.,, 2006); bajos niveles de seleccion artificial, a factores
demograficos porque el germoplasma criollo incluye genes europeos y africanos
y por ultimo, a la multiplicidad de origenes geogréficos (Liron et al., 2006).
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El HV con un nimero promedio de alelos (NPA) de 9.46 fue mayor que B (7.13)
y H (5.73). Esta tendencia se mantuvo cuando se unifico el tamafio de muestra a
un namero minimo de 12 individuos por raza, escogidos aleatoriamente. El valor
encontrado fue superior a lo reportado para esta raza (NPA=5) por Carvajal-
Carmona et al, (2001) con cinco microsatélites y por Barrera et al, (2006) quienes
estimaron un NPA de 5.6 con 12 microsatélites. Esta diferencia puede deberse
principalmente al tamafio de la muestra y al nUmero de microsatélites usados. En
este trabajo se utilizaron 186 individuos y los autores antes mencionados utilizaron
solamente 8 y 10 muestras, respectivamente. El amplio tamafio de muestra

permitio la observacion de un 40% de alelos raros en el HV.

La heterocigosidad esperada promedio, estimada para HV con las nueve
poblaciones como un conjunto, fue de 0.79+0.07, 0.76+0.08 para B, 0.73+0.12
para H y 0.76+0.12 para HVC. De acuerdo con las desviaciones estandar
obtenidas, la diversidad genética fue similar entre los cuatro grupos. Para la raza
Holstein, los valores de heterocigosidad encontrados en este estudio fueron
superiores a los reportados para poblaciones de Canada y Europa por Hanslik et
al. (2000), similares a los encontrados en Brasil por Egito et al. (2007), e inferiores
a los de Holstein argentino (Lirobn et al. 2006). En ganado Brahman, se han
estimado menores valores en Bolivia, He=0.66 (Liron, et al., 2006) y en Colombia
Ho=0.73 (Bedoya et al., 2001), He=0.64 (Barrera et al., 2006).

La heterocigosidad observada para el HV muestra altos niveles de diversidad, que
también habia sido reportada por Bedoya et al., (2001), Moreno et al, (2001) y
Barrera et al, (2006) quienes estudiaron la diversidad y las relaciones filogenéticas
entre razas criollas colombianas. En los tres trabajos, el HV tuvo
heterocigosidades superiores al promedio (Tabla 1). Por otra parte, Piedrahita et
al. (2008), con microsatelites RAMs (Randon Amplified microsatellites) hallaron un
valor de He de 0.26, significativamente menor que el encontrado en este estudio.

Igualmente, la diversidad para la raza HV fue muy superior a lo reportado para
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razas britanicas (MacHugh et al, 1997), francesas (Moazami-Goudarzi et al, 1997;
Maudet et al, 2002), del norte de Europa (Kantanen et al, 2000), cebuinas
africanas y asiaticas (MaC Hugh et al, 1998), Indias (Mukesh et al, 2004), razas
bovinas del noreste asiatico (Kim et al, 2002), espafiolas (Arranz et al., 1996;
Martin-Burriel et al, 1999, Cafén et al. 2001, Beja-Pereira et al, 2003) y
portuguesas (Mateus et al, 2004; Cafon, et al 2001). En conclusién, los niveles
de diversidad genética hallados en la raza HV son altos, indicando que a pesar de
haberse formado con un pequefio grupo de fundadores y soportado la reduccion
drastica de su poblacion a partir del siglo XIX, ha conservado una cantidad
sustancial de variabilidad genética.

Los altos niveles de diversidad hallados en el HV son consistentes con los de
otras razas de América Latina (Tabla 1) tales como el Criollo argentino (Martinez
et al, 2005; Liron et al, 2006), el Criollo brasilefio (Steigleder et al, 2004, Egito et
al, 2007), el Criollo boliviano (Lir6n et al, 2006) y el Criollo uruguayo (Amstrong et
al, 2006). Los niveles altos de diversidad observados en bovinos criollos han sido
atribuidos a la historia de la introduccién de bovinos en América, la poca presion
de seleccién ejercida a lo largo de los afios y la mezcla con otras razas (Lirén et al,
2006; Egito et al, 2007). Esto permitiria sugerir que el HV, al igual que las razas
criollas de América del Sur, constituye un importante y diverso reservorio de

diversidad genética para su mejoramiento y conservacion.

Es posible que la alta diversidad del HV se haya originado desde la época de la
conquista, con una poblacion fundadora formada con animales de diversos
origenes. Se reporta que los vacunos llegaron al Valle del Cauca, por los cuatro
puntos cardinales. De acuerdo con Pinzén (1991), los que entraron por el norte y
el oriente eran derivados del tronco ancestral desarrollado en la costa del Caribe,
los del sur provenian del Ecuador y en 1540 llegaron a Cali ejemplares traidos por
el camino de Dagua (Occidente) procedentes de La Espafiola y de Nicaragua, por la

via Panama-Buenaventura.
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Aungue no hay datos de inventarios en el pasado, Pinzon, (1991) resalta que en
1745, en la jurisdiccion de Buga, existian mas de 64.000 cabezas de HV y una
hacienda llegé a tener 25.000 individuos. La disminucién del inventario de la raza
se ha atribuido a la absorcion con razas foraneas y a la sustitucion de la ganaderia

por cultivos de cafia de azucar.

Se estimé el cuello de botella con el programa Bottleneck (Cornuet &Luikart, 1997)
asumiendo equilibrio mutacién-deriva mutacional y bajo los modelos Infinite Allele
Model (IAM) y Step-wise Mutation Model (SMM); en ambos casos resultd
significativo (P<0.05), indicando que la reduccién del tamafio poblacional ha
afectado la distribucién de la heterocigosidad esperada, originando un cuello de
botella reciente. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que a pesar de
la reduccion dréastica en el tamafio poblacional, la diversidad genética se ha
mantenido en altos niveles. Por otra parte, la alta diversidad del HV también puede
haberse originado mediante el mestizaje con otras razas. Segun Pinzén (1991), a
finales de siglo XIX se importaron de Inglaterra reproductores de las razas Devon y
Durhan, que fueron cruzados con el HV para mejorar la producciéon de leche y
algunos caracteres externos. En 1910, se import6 al Valle del Cauca el ganado
Cebuq, con el fin de cruzarlo con el HV para obtener ejemplares vigorosos para el
transporte de la cafia de azlcar. A éste hecho se le atribuye hoy en dia que la
mayoria del ganado colombiano sea predominantemente Cebu. Hacia 1930, el Valle
del Cauca fue el segundo productor de leche en Colombia, después de
Cundinamarca, lo cual motivO a los ganaderos a importar razas lecheras
reconocidas en Europa, como Holstein, Jersey, Ayrshire y Pardo Suizo. En afios
recientes, se han utilizado cruzamientos con razas europeas y americanas, como
el Angler Aleman y Simmental (Valderrama, datos sin publicar). En el censo méas
reciente de ganado Criollo Colombiano realizado en 1999, la poblacion total de
HV fue de 9360 cabezas de las cuales el 45% fueron animales cruzados con
diversas razas (Martinez, 1999).
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Las tecnologias reproductivas como inseminacion artificial y la transferencia
embrionaria incrementan la presion de seleccion y reducen la diversidad genética,
mediante el uso intensivo de unos pocos animales superiores. El impacto de la
inseminacion artificial en la diversidad genética del HV se puede considerar muy
bajo, puesto que, de acuerdo con Martinez (1999), se ha utilizado Unicamente en
el 3.7% de los hatos.

En general, para cada locus y grupo genético, la heterocigosidad esperada fue
mayor que la heterocigosidad observada. El locus BM1818 mostr6 exceso de
heterocigotos en todos los grupos genéticos, pero fue significativo (P<0.0001) en
HV y HVC. La prueba de Hardy-Weimberg detecté desviaciones entre las
heterocigosidades observadas y esperadas para todos los loci en los grupos HV y
HVC. Las desviaciones en el equilibrio pueden deberse a una variedad de factores
que incluyen apareamiento preferencial, diferencias entre las frecuencias de los
genes entre machos y hembras, a subdivision poblacional, a seleccion y flujo

genético, entre otros.

Para el analisis por sistema (Numeral 4.1), las nueve poblaciones muestreadas en
la raza HV se unieron en una unidad. Por lo tanto, las desviaciones pueden
explicarse principalmente por efecto Wahlund, indicando con ello subdivision
poblacional significativa. En el grupo HVC las desviaciones se originan en la
ausencia de panmixia, debido a que los animales son F;. En la raza B, hubo
desviaciones significativas en 10 loci, debidas probablemente al sistema de
apareamiento, en cual un macho reproductor se aparea con 25-30 hembras. En la
raza H, dos loci se desviaron significativamente del equilibrio, posiblemente por el
sistema de manejo de la reproduccion mediante inseminacion artificial, en el cual
la divergencia entre las frecuencias génicas entre sexos puede llegar a ser muy

grande.
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El déficit global de heterocigotos (Fir) en la muestra total de 0.186 (p<0.001)
(Tabla 7) fue superior a las estimaciones observadas en otros estudios con razas
locales de origen taurino o cebuino (Jordana et al, 2003; Ibeagha—Awemu &
Erhardt, 2005; Lirén et al, 2006) y similar al encontrado por Egito et al (2007) con
razas criollas, europeas y cebuinas en Brasil. Esta reduccion global de
heterocigotos es debida en mayor proporcion a endogamia dentro de las

poblaciones (Fis= 0.16) que a diferenciacion racial (Fst =0.02) (Tabla 7).

En HV, valor promedio del Fis se redujo de 0.16 a 0.12 (Tablas 7 y 10), cuando se
considerd la estructura de fincas. Este valor fue similar al estimado para esta raza

por Bedoya et al. (2001) y por Barrera et al. (2006).

Varios marcadores exhibieron un déficit significativo de heterocigotos debido a la
endogamia dentro de poblaciones; la ocurrencia de alelos nulos pudo haber

aumentado la deficiencia de heterocigotos.

El coeficiente medio de consanguinidad por locus, mostr6 que las tres razas
presentaron una reduccion significativa de la heterocigosidad debido a la
endogamia intrapoblacional (F;s). La mayor estimacion de endogamia observada
fue en la raza Brahman (0.22), mientras que HV y Holstein presentaron valores
similares (0.16). Es conveniente anotar que para HV el F;s se redujo a 0.12 cuando
la poblacién fue analizada con subdivision en 9 poblaciones (Efecto Wahlund)
(Tablas 7 y 10).

5.2 DISTANCIAS GENETICAS Y RELACIONES ENTRE RAZAS
El analisis de varianza molecular revel6 que la mayor parte de la variacion
genética observada en las poblaciones analizadas, fue ocasionada por las

diferencias existentes entre individuos dentro de las razas (97%) (Tabla 8). Este

comportamiento ha sido advertido en numerosos estudios, donde mas del 90% la
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variacion se ha encontrado dentro de las razas. Los valores maximos de
diferenciacion se observaron al comparar el Bos indicus con las dos razas Bos
taurus, con las diferencias mas altas entre Hy B (9.3%) y entre HV y B (6.84%).
Entre los Bos taurus (HV y H) el porcentaje de variacion fue bajo (1.3%) y la
diferenciacion global (Fst) considerando los cuatro grupos genéticos fue estimada
en 0.029 (P<0.001) (Tabla 7).

Las distancias genéticas y la diferenciacion entre pares de Fsr, mostraron la
misma tendencia, con las mayores divergencias entre B (Bos taurus) con Hy HV
(Bos indicus). El dendrograma (Figura 1) confirma las anteriores observaciones
puesto que separa las especies con un bootstrap del 100%. Aunque las distancias
entre taurinos son muy pequefas, se distinguen dos grupos distintos con bootstrap
del 100%: el primero incluye Holstein y HVC (76%) y el segundo agrupa los
individuos de la raza HV. La alta similaridad entre H y HVC puede deberse a que
el 65% de los animales HVC eran F; (H x HV).

Varios estudios realizados con diferentes marcadores moleculares (ADN
mitocondrial, isoenzimas y microsatélites) han demostrado que la principal
subdivision del ganado en Bos taurus (sin giba) y Bos indicus (con giba),
corresponde a una profunda bifurcacién ocurrida hace 200.000-1.000.000 afios,
antes de la domesticacion del ganado (~ 12.000 afios) (Manwell & Baker, 1980;
Lotfus et al, 1994; Bradley et al, 1996; Machugh et al, 1997; Troy et al, 2001). En

contraste, las razas modernas fueron formadas mas recientemente (~ 200 afios).
5.3 DIVERSIDAD GENETICA DENTRO DE LA RAZA HARTON DEL VALLE

En el andlisis intrapoblacional de la raza HV, considerando nueve poblaciones del
Valle del Cauca se encontr6 altos niveles de diversidad genética promedio,

evaluados por los estadisticos NPA, RA y He. El rango de heterocigosidad

esperada (He) entre poblaciones fue de 0.73£0.1 y 0.77+0.1 con un valor promedio
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de 0.75+0.01. Las poblaciones LO, EC y PR mostraron los mas altos indices de
diversidad genética (He).

Para interpretar estos resultados hay que remontarse a la historia de las
ganaderias. LO es la hacienda con la mas antigua tradicién de cria de ganado de
la raza HV; se inici6 hace mas de 60 afios, con animales descendientes de
antiguas ganaderias de Roldadillo (Valle del Cauca), formadas en 1890. A lo largo
de los afos, siempre ha utilizado toros puros HV de diferente procedencia, con
excepcion de un toro criollo de origen costarricense y un toro de raza Pardo Suizo
introducido en 1956, cuyos descendientes murieron en épocas de sequia 0 por
anaplasmosis (Valderrama, comunicacion personal). Con base en lo anterior, la
alta diversidad genética, se puede explicar porque en sus origenes se incluyd una
base genética amplia de ganados puros y se ha fomentado el uso de sementales
procedentes de otras ganaderias.

EC es una de seis haciendas que conforman el conglomerado ganadero Atogan
Ltda., dedicado a la produccion de leche y sus derivados. Se inici6 en 1955, con
40 vacas Yy dos toros HV, dos toretes HV con mestizaje de razas europeas y 40
vacas mestizas (Pardo Suizo, Cebu y Jersey). Mediante la eliminacion de los
mestizos y la utilizacion de toros HV, se llegd a un ganado puro por absorcion. En
1991 se introdujo ganado Angler Aleman, con el fin de mejorar la produccion de
leche y algunas caracteristicas del tipo. Por otro lado, la técnica de inseminacion
artificial utilizada en esta poblacién, ha podido favorecer el muestreo de un mayor
namero de sementales, que con monta natural. Por lo tanto, la alta diversidad de
esta poblacion se puede atribuir a una poblacién fundadora multirracial, a eventos de

cruzamiento y a la utilizacion amplia de toros.
En cuanto a UNAL se inicia con una vacada mestiza con Holstein a la cual se

introducen a partir de 1968 animales de tres ganaderias diferentes, hoy

desaparecidas (Hacienda La Burrera, El Llano, Fondo Ganadero del Valle). En 2004
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recibié en comodato animales de la Secretaria de Agricultura y Fomento del Valle del
Cauca, que habian permanecido en endogamia durante 20 afios. Posteriormente,

llegaron animales de otras cuatro ganaderias.

De acuerdo con lo anterior, la alta diversidad observada al interior de las poblaciones
LO, EC, UNAL y PR, se origind en la amplia base genética utilizada en las
poblaciones fundadoras, moderada presidn de seleccion, seleccidbn natural en
condiciones adversas, eventos de cruzamiento e intercambio de reproductores entre

las ganaderias.

Las poblaciones con menor variabilidad fueron SR, CR y ZH. La hacienda SR se
formé en 1985, a partir de 25 vacas y un toro provenientes de EC y GC; es probable
que la menor variabilidad observada haya sido ocasionada por deriva genética; sin
embargo el Fis no fue significativo. CR y ZH son poblaciones con méas de 50 afios,
en las cuales no ha habido introduccion de toros de otras fincas, lo cual se ve

reflejado en los altos Fis de 0.14 y 0.18, respectivamente.

El valor promedio de endogamia encontrado para HV (Fis=0.12), es similar al
reportado (Fis=0.13) por Bedoya et al. (2001) en siete razas criollas colombianas y
cebd. Moreno et al. (2001), en las mismas razas, encontré un coeficiente de
endogamia de 0.28, con un Fis=0.60 para la raza HV, valor muy superior al
estimado en este trabajo. Sin embargo, Barrera et al, (2006) hallé un F,s promedio

para ganado criollo colombiano y Cebu de 0.095 y de 0.06 para HV.

Solamente el 4.9% de la variacion encontrada puede ser explicada por las
diferencias entre fincas, el resto se debe a las diferencias entre individuos dentro
de las fincas. EI Fst de 0.049 fue significativo (P>0.0001) indicando con ello,
estructura poblacional. Piedrahita et al (2008) con marcadores RAMS (Random
Amplified Microsatellites) en ganado HV, encontr6 una mayor diferenciacion

genética entre seis hatos estudiados (Fst=0.39 £ 0.03).
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Mediante la prueba exacta de diferenciacion entre poblaciones (Tabla 11), todas
las fincas de HV, resultaron ser entidades diferentes (P<0.001), lo que confirma la
existencia de estructura poblacional, lo cual puede atribuirse a las diferencias en la
orientacion de los sistemas de produccion y manejo de los apareamientos en cada
una de las fincas. GC y C estan orientadas a la produccion de leche mientras que
LO, SR y J son de doble propésito, puesto que las vacas se ordefian y los
terneros se engordan para carne y CR, ZH y UNAL estan orientadas a la
produccion de carne; estas diferencias en los sistemas de produccion repercuten

en la seleccion de los reproductores.
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6. CONCLUSIONES

En el Harton del Valle existe una cantidad significativa de variacion genética.

La diversidad genética del Hartdén del Valle es similar a la encontrada en razas

criollas de América del Sur.

Cuatro de las nueve poblaciones exhibieron una riqueza alélica notoriamente
mas alta que las demas, debido probablemente a seleccion natural en
condiciones ambientales adversas, moderada presion de seleccion vy

cruzamiento con otras razas.

Las nueve poblaciones de Harton del Valle pueden ser consideradas entidades

genéticas distintas.

Se encontraron niveles significativos de endogamia intrapoblacional en la raza

Harton del Valle.
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CAPITULO Il = VARIABILIDAD DE LOS GENES DE LAS PROTEINAS
DE LA LECHE «k-CASEINA, B-LACTOGLOBULINA Y
o- LACTOALBUMINA EN EL GANADO CRIOLLO HARTON
DEL VALLE

1. INTRODUCCION

La leche bovina consiste de una mezcla compleja de agua (87%), lactosa (4.8%),
grasa (3.7%), proteina (3.5%) y otros componentes menores (Ghashghaei, 2003).
El 80% de la fraccion proteica esta formada por un tipo de fosfoproteinas acidicas
ricas en prolina, denominadas caseinas, mientras que la otra porcion la
representan proteinas no fosforiladas o proteinas del suero (Graselli et al 1997;
OEA/GTZ, 2003). Aproximadamente, el 95% de las proteinas de la leche son
sintetizadas en la glandula mamaria, el resto se origina en la sangre (Bawden &
Nicholas, 1999). Las proteinas del suero incluyen la B-lactoglobulina (B-LG), la a-
lactoalbumina (a-LA), la lactoferrina y varias enzimas constitutivas de la fraccion

remanente.

De acuerdo a su movilidad electroforética, las caseinas pueden dividirse en: as1-,
as2-, B- y k-caseina (k-CN). La k-CN representa el 15% de las caseinas lacteas
(Grasselli, et al., 1997). El contenido y las propiedades de las caseinas determinan
la produccién de queso, porque forman la matriz de su masa (Braunschweig et al.,
2000; Swaisgood, 1993; Plowman & Creamer, 1995).

El estudio del polimorfismo de las proteinas de la leche ha tenido gran aplicacién
en las ciencias zootécnicas y en la industria lactea (Formaggioni et al., 1999).
Desde el ultimo tercio del siglo pasado, muchos estudios se han concentrado en la
relacion entre los loci de las proteinas de la leche y las caracteristicas de

composicion y produccion de la leche (Aleandri et al., 1990; Ballou et al., 1995).
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Algunos genes simples son responsables de una gran fraccion de la variacion
genética y pueden estar ligados a marcadores genéticos y segregarse
conjuntamente. El uso del polimorfismo genético de las proteinas de la leche
posibilita la seleccion de animales que mejoren la produccion y provean proteinas

mas adecuadas para la manufactura (Aleandri et al., 1990).

Las caseinas denominadas sensibles al calcio son: as;-, asz- Y B-CN, contienen
varios grupos de residuos fosfoseril y cuando estan en bajas concentraciones de
calcio, se precipitan fuera de la solucién. La k-CN contiene solo uno o dos
residuos fosfoseril y puede mantenerse en solucion en un amplio rango de
concentraciones de calcio. Las caseinas as3-, as2- Y B-CN estan agregadas en
una larga estructura micelar, en una suspension coloidal con el calcio, que es
mantenida por interaccion con la k-CN, la cual parece que estabiliza dicha
estructura (Stwart et al., 1984, 1987; citado por Vaiman, 1999). La precipitacion de
las caseinas tiene lugar a pH 4,6, a 20°C, seguido de una ruptura quimica
provocada por quimosina 0 pepsina en la porcion hidrofilica de la k-CN
(Swaisgood, 1993; Plowman and Creamer, 1995). La formacion del queso es
principalmente gobernada por B-CN y k-CN, mientras las otras dos caseinas
probablemente determinan la habilidad de las micelas para transportar CaPOg4
coloidal (Vaiman, 1999).

1.1 EL GEN DE K-CASEINA

La estructura primaria de la k-CN posee 169 aminoacidos. Las variantes k-CN A 'y
K-CN B son las mas comunes y estan presentes en todas las razas con
frecuencias variables pero se han reportado otras nueve variantes (Tabla 1)
(Formaggioni et al., 1999; Prinzenberg et al. 1996, Prinzenberg et al. 1999, Farrell
et al., 2004). Prinzenberg et al., (1999), reporta la existencia de dos variantes que

no son identificadas con enzimas; esas variantes son: la H e I. También se han
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reportado otras variantes como F' y J (Sulimova et al., 1992; Mahé et al., 1999;
citados por Farrell et al., 2004).

La k-CN A y k-CN B difieren en los aminoacidos de las posiciones 136 (Thr por lle)
y 148 (Asp por Ala), respectivamente (Ordas, 1992). Se ha descrito una variacion
silente de k-CN A denominada A, la cual presenta una mutacién en la tercera
posicion del codén Pro;so (CCA/CCG) (Prinzenberg et al. 1999).

El genotipo homocigoto de k-CN BB ha mostrado ser superior para el porcentaje
de grasa y proteina, mientras que el genotipo heterocigoto k-CN AB es superior
para caracteristicas de produccion, lo cual sugiere un efecto de heterosis (Freyer
et al; 1999). Se ha encontrado alta correlacion entre el contenido de proteina y el
alelo k-CN B, por lo cual se ha inferido que el gen de la k-CN es un QTL o un gen
mayor para contenidos de caseina (Brawnshweig, 2000). La leche de la vaca con
el alelo B, posee mejores caracteristicas con respecto a la leche de vacas con el
alelo A, tales como: contenido proteico mas alto, mejor estabilidad a la
congelacion y mayor rendimiento (5 al 10 %) en la elaboracién de quesos, asi
como menor tiempo de coagulacion y cuajo mas consistente (Ordas, 1992; Lyn y
McAllister, 1986; Van Eenennaam y Medrano, 1991).

Tabla 1. Posiciones y diferencias de aminoacidos de las variantes de la k-CN de
acuerdo con Farrel, (2004).

Variante Posicion y aminoacido diferente en la proteina
10 97 1 135 136 148 155
eCN A Arg Arg  Ser Thr  Thr Asp Ser
(168 } [le Ala

|
C His
D

[t Val

[ His e Ala

(! Uys [le Ala

(2 Ala

H [le

| Ala

| [le Ala Arg
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La frecuencia del alelo k-CN B, en razas bovinas fluctia entre 0.15 a 0.81 (Ordas,
1992). El gen de k-CN ha sido extensivamente estudiado en bovinos por la
importancia de esta proteina en la estabilizacion de las caseinas y su influencia en
la manufactura de la leche (Barroso, 1998). La relacion entre las otras variantes de
K-CN y las caracteristicas de produccion, ha sido pobremente investigada; la leche
con k-CN C y k-CN G! presenta una baja coagulacién, mientras que k-CN E no

difiere significativamente de k-CN A (Prinzenberg et al., 1999).

1.2 LAS PROTEINAS DEL SUERO

Las proteinas del suero quedan solubles en el suero de la leche, después de la
precipitacion de las caseinas, a pH de 4.6 y 20°C (Farrell et al., 2004). Las
caseinas y las proteinas del suero difieren no solo en su estructura fisica, sino
también en su organizacion gendémica y en su origen evolutivo. A diferencia de las
caseinas, los genes de las proteinas del suero estan dispersos a lo largo del

genoma (Bawden y Nicholas, 1999).

1.2.1 B-Lactoglobulina. La B-Lactoglobulina (B-LG) es la mayor proteina del
suero de la leche de los rumiantes y esta presente en la leche bovina a
concentraciones de 3.1 mg/ml (Bawden y Nicholas, 1999). Debido a su gran valor
nutritivo, solubilidad y estabilidad puede ser usada para la fortificacién de bebidas
y jugos de fruta, (Grasselli et al., 1997). En términos de masa, constituye cerca
del 50% de las proteinas lactoséricas (OEA/GTZ, 2003).

Se han reportado cuatro variantes A, B, Cy D (Lyn & McAllister, 1986). El genotipo
BB esta asociado con un alto porcentaje de caseinas en la leche, mayor
contenido de grasa Yy alta produccién de queso (Aleandri et al., 1990) y el genotipo
AA con alta produccién de leche total y un incremento de las proteinas del suero
(Ng-Kwai-Hang et al., 1984).
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1.2.2 a-Lactoalbumina. La a-Lactoalbumina (a-LA) es una calcio metaloproteina
que forma un complejo con la 3-1,4 galactosiltransferasa necesario para originar la
enzima lactosa sintasa, util en la sintesis de lactosa, en el interior de la vesicula
secretora del aparato de Golgi, en las células del epitelio mamario (Bawden y
Nicholas, 1999; Bleck y Bremel, 1994; Voelker et al., 1997; Wheeler et al., 2003).

El gen ha sido mapeado en el cromosoma 5 (Bleck & Bremel, 1994; Mao, 1994).
En ganado Holstein, la sustitucién de una sola base (adenina por guanina), en la
regiéon 5 de a-LA, ha mostrado estar asociada con el aumento en la produccion
de leche. Las vacas con el alelo A tuvieron una habilidad de transmision predicha
mas alta para el rendimiento de leche, proteina y grasa mientras que el alelo B se
asocio con una habilidad de transmision predicha mas alta para el porcentaje de
proteina y la grasa (Voelker et al., 1997) y baja produccién de leche (Barreras et
al., 2001).

1.3 ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA

Para la identificacion de las variantes genéticas de las proteinas de la leche se
han aplicado métodos avanzados de electroforesis y recientemente la tecnologia
del ADN. Hasta ahora, 30 variantes genéticas diferentes se han identificado
claramente entre as;-CN, as2-CN, B-CN, k-CN, B-LG y a-LA (Ragavan, 1999). La
influencia de las variantes genéticas de las lactoproteinas en la composicion de
leche y propiedades tecnoldgicas como coagulacion y rendimiento quesero han
sido estudiadas extensamente (Dovc, 2000; Ragavan, 1999). Los alelos son

codominantes (Lin y McAllister, 1986).

Es posible identificar las variantes A, B, C y E de k-CN mediante el analisis
RFLP, haciendo uso de las enzimas de restriccion Hinfl, Haelll y Maelll (Barroso
et al., 1998). Ademas, pueden identificarse las variantes F?, G* (F y G segln

Prinzenberg et al., 1999; Farrell et al. 2004) y A; con seis enzimas de restriccion,
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pero las mutaciones ubicadas fuera de los sitios de reconocimiento de las
enzimas, no pueden ser detectadas (Prinzenberg et al., 1996; Prinzenberg &
Erhardt, 1999; Prinzenberg et al., 1999). En cambio, la SSCP es considerada una
herramienta poderosa para la deteccion de mutaciones no reconocidas por las
enzimas de restriccion (Prinzenberg et al., 1999) y es una técnica facil y

econdémica (Barroso et al., 1998; Sunnucks et al., 2000).

Algunas variantes son universales mientras que otras son exclusivas de una raza
(Lin y McAllister 1986; Benavides, 2003). La variante A de k-CN predomina en la
mayoria de las razas (Tabla 2), mientras que la variante B presenta alta frecuencia
en la raza Jersey. Las frecuencias de las variantes A y B de B-LG son similares en
la raza Holstein, sin embargo en Jersey, Guernsey y Shorthorn lechero predomina

la variante B (Benavides, 2003).

Voelker et al., (1997), encontraron fijada la variante A de a-LA en ganado Jersey,
mientras que en ganado Holstein la frecuencia fue de 0.63 y para Guernsey, Red
Angus, Ayrshire, Simmental y Gelbvieh fue superior a 0.9. En razas criollas de
Argentina y Bolivia la variante B de B-LG presentd una frecuencia génica mayor
que la variante A; por otro lado, la variante A de k-CN tuvo una alta frecuencia en
cuatro de las seis razas analizadas. En general, las frecuencias génicas fueron
similares a las razas Ibéricas y otras de Suramérica histéricamente relacionadas y
se encontrd subdivision entre las poblaciones bolivianas y argentinas (Lirén et al.,
2002).
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Tabla 2 - Frecuencias génicas para las proteinas de la leche en diferentes razas

Frecuencia génica

Raza k-Caseina |B-Lactoglobulina | a-Lactalbumina

A B A B A B
Holstein (EEUU) 0.82'[0.18"| 0.43" | 057" | 0.63° | 0.37°
Holstein (Australia) > - - 051 | 0.49 - -
Holstein (Portugal)® 0.67 | 0.28 | 0.46 0.54 - -
Holstein (Colombia) ® 0.76 | 0.24 - - - -
Holstein (Mexico) 0.94 | 0.09 | 047 0.53 0.33 0.66
Guernsey (EEUU)* 073|027 | 021 | 079 | 0.96° | 0.04°
Jersey (EEUU)! 0.14 | 0.86 | 037 | 063 | 1.0° 0°
Shorton Lechero* 0.89 | 0.11 | 0.31 | 0.69 - -
Alentejana (Portugal) ® 0.55|0.45| 043 | 0.57 - -
Barrosa (Portugal) ® 0.57 | 043 | 0.31 | 0.68 - -
Maronesa (Portugal) ® 0.61|0.39| 0.60 | 0.40 - -
Bovinos criollos (Uruguay) * 051|049 | 049 | 051 | 0.28 | 0.72
Bovinos criollos (Argentina) ° 0.69 | 0.30 | 0.36 0.64 - -
Bovinos criollos (Argentina) ! 0.61]0.39| 0.35 0.65 - -
Criollo de la Patagonia (Argentina) "l 061|039 | 0.85 0.16 - -
Saavedrefio (Argentina) ! 0.56 | 0.44 | 0.18 0.83 - -
Chaquefio Boliviano ! 0.36 | 0.64 | 0.40 0.60 - -
Yacumefio (Argentina) 043|057 | 048 | 052 - -
Chusco (Argentina) ’ 0.70 | 0.30 | 0.40 | 0.60 - -

Fuente: 1Eenennaam4y Medrano, 1991; Gonzales de Llano, 1990; citado por Benavides, 2003;
*Pereira et al., 2002; Postiglioni et al., 2002; °Poli et al., 2002; ®Voelker et al., 1997; "Liron et al.,
2002; ®Lopez et al., 1999; *Barreras et al., 2001
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variabilidad genética del ganado Harton del Valle, mediante genes

relacionados con la composicién de la leche.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar las técnicas moleculares SSCP y RFLP en el andlisis de la
variabilidad de los genes de las proteinas de la leche: k-Caseina, [-

Lactoglobulina y a-Lactoalbumina.

2. Estimar la variabilidad genética de k-Caseina, B-Lactoglobulina y a-

Lactoalbumina en once poblaciones del ganado Harton del Valle.

3. Determinar la estructura poblacional en ganado Harton del Valle usando los

genes k-Caseina, B-Lactoglobulina y a-Lactoalbumina.
4. Comparar las frecuencias de los genes de k-Caseina, B-Lactoglobulina y a-

Lactoalbumina de ganado Hartén del Valle con los del ganado Cebu (Bos

indicus) y Holstein (Bos taurus).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ANIMALES

Los animales de la raza criolla Harton del Valle fueron muestreados en 11 fincas
del Valle del Cauca; el numero de muestras total fue de 276 (Tabla 3), se incluy6
animales de las razas Holstein y Cebu como grupos control. Los animales de
UNAL utilizados en el capitulo anterior, fueron separados en GMGA y CEUNP,
debido a que ambas fincas se encuentran en municipios diferentes. Se incluyé una
finca (AR) en la cual se realizan cruces entre HV y H. Las muestras se tomaron
en tubos vacutainers de 5 ml con anticoagulante EDTA, mediante puncion en la
vena coccigea. Para la extraccion del ADN se utiliz6 la metodologia de

desalamiento (Miller et al., 1998).

Tabla 3. NUmero de muestras por poblacién y localizacion. Harton del Valle (HV),
Holstein (H), Brahman (B).

Poblaciones Raza Siglas N Municipio
Granja Mario Gonzalez Aranda HV GMGA 16 Palmira
Centro Experimental CEUNP HV CEUNP 15 Candelaria
Hacienda San Rafael HV SR 27 Bugalagrande
Hacienda El Capricho HV EC 52 Jamundi
Hacienda La Ondina HV LO 35 Roldadillo
Hacienda EI Gran Capricho HV GC 31 Candelaria
Hacienda Zanjon Hondo HV ZH 26 Buga
Procampo HV PR 30 Buga
Hacienda Jamaica HV JA 15 Roldanillo
Casa Rincon HV CR 10 Roldadillo
Arenales HV AR 19 Roldadillo
Subtotal HV 245

Holstein H H 12 Roldadillo
Cebu Brahman B B 19 Jamundi
TOTAL 276

100



3.2 AMPLIFICACION Y DE LOS FRAGMENTOS

3.2.1 k-caseina. Para la amplificacion de las variantes de k-caseina (kK-CN) se
utilizaron dos protocolos: el primero se adapté de la metodologia descrita por
Barroso et al, (1998) en el cual se amplifico un fragmento de 453 pb, localizado en
el cromosoma 6. La secuencia de los primers fue: 5 -TGT GCT GAG TAG GTA
TCC TAG TTATGG-3' y 5-GCG TTG TCT TCT TTG ATG TCT CCT TAG-3'. Las
condiciones de PCR se presentan en la Tabla 4. Las muestras fueron sometidas a
un ciclo de desnaturalizacién por 5 minutos a 94°C y luego a 35 ciclos a 94°C por
un minuto, a 65°C por un minuto y a 72°C por dos minutos con una extension final

de 72°C por 5 minutos.

Tabla 4. Condiciones de PCR para el fragmento de 453 pb (Barroso et al. 1998)

Reactivos Concentracién| Volumen |Concentracion
Inicial Final
Buffer Taq 10X S5ul 1X
DNTPs 1,25 mM 8 ul 200 uM
Primer F 100 pmol/ul 0,2 ul 20 pmol
Primer R 100 pmol/ul 0,2 ul 20 pmol
MgClI2 25 mM 4 ul 2 mM
Taq 5U 0,4 ul 2U
DNA 50-300ng/ 2 ul 120 ng/ul
Agua 30,2 ul
Total 50 ul

Con el segundo protocolo (Prinzenberg et al. 1999) se amplificé un fragmento de
551 pb, correspondiente al 90% de la secuencia codificante de la proteina k-CN.
Se utilizaron 50-200 ng/ul, de ADN con los primers: ExIV#1 5- AGA AAT AAT
ACC ATT CTG CAT-3' y 551#2 5'-GTT GAA TTC TTT GAT GTC TCC TTA GAG
T-3'. Las condiciones de PCR se presentan en la Tabla 5. Las muestras se

desnaturalizaron a 93°C por 60 segundos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a

101



93°C, 30 segundos a 54°C, 30 segundos a 70°C y una extension final de 180
segundos a 70°C.

Tabla 5. Condiciones de PCR para el fragmento de 551 pb de k-CN (Prizenberg et
al, 1999).

Reactivos |Concentracion| Volumen |Concentracion

Inicial Final

Buffer Taq 10X Sul 1X

DNTPs 1,25 mM 4 pl 100 uM

Primer ExIV 20 pmol/ pl 1l 20 pmol

Primer 551 20 pmol/ ul 1l 20 pmol

MgCl2 25 mM 3ul 1,5mM

Taq 5U 0,2 ul 1U

DNA 50-200 ng/ u 2 ul

Agua 33,8 ul

Total 50 pl

La técnica SSCP permite que las secuencias variables de las cadenas simples del
ADN, muestren diferencias en movilidad en un gel; estas diferencias son inducidas
por mutaciones que cambian la estructura terciaria de la cadena simple del ADN
(Hayashi, 1992). Para ambos fragmentos, 3 pl de los productos de la reaccion de
PCR, se mezclaron con 8 ul de buffer desnaturalizante (0.05% de Xilene-Cianoli,
0.05% de azul bromofenol, 5.5mM de EDTA pH 8.0), se sometieron a 95°C por 5
minutos y se enfriaron en hielo; se cargaron 5 yl de amplificado en geles de
poliacrilamida al 12%, (proporcion Acrilamida:N,N"-metilene-bis-acrilamida de
100:1) en una camara Biometra® de 12x8 cm? con un volumen de 9 ml y TBE
0,5X. En el fragmento de 453 pb, la concentracién del glicerol fue de 5% y se
corrieron a 160 voltios durante 12 horas a 12°C, mientras que para el fragmento

de 551 pb el glicerol se incrementé a 6.67% y el tiempo de corrida a 16 horas.
Para verificar que la lectura de los alelos con SSCP fuera correcta, ambos

fragmentos fueron digeridos con enzimas de restriccidn utilizando 5 ul del producto
de PCR con 3 a 5 U de cada enzima. En la Tabla 6 se presentan los patrones de

102



corte de las enzimas para el fragmento de 453 pb y en la Tabla 7 para el
fragmento de 551pb. Los productos de la digestion se visualizaron en geles de

agarosa al 1,8%.

Tabla 6. Cortes resultantes de la digestion con enzimas de restriccion del
fragmento 453 de k-CN. (Fuente: Barroso et al., 1998).

Alelo  Hinfl Haelll Maell

A 326+100+27 230+223 254+199
B 426+27 2304223 254+199
C 426+27 230+223 453

E 326+100+27 230+145+78 254+199

Tabla 7. Cortes resultantes de la digestion con enzimas de restriccion del
fragmento 551 de k-CN. (Fuente: Prinzenberg et al., 1996).

Alelo  Hindlll Hinfl Haelll Hhal Maell Mspl

AA 551 58+69+98+326 221+330 40+511 299+252 551

BB 100 + 451 58+69+424 221+330 40+511 299+252 551

AC 100+451+551  58+69+98+326+42 221+330 40+511 299+252+55 551

AE 551 58+69+98+326 75+146+221+330  40+511 299+252 551

AF 551 58+69+98+326 221+330 40+511+551 299+252 551

EF 561 58+69+98+326 75+146+221+330 40+511+551  299+252 551

AG 551 58+69+98+326 221+330 40+511 299+252+551 551

BG 100+451+551  58+69+98+326+424  221+330 40+511 299+252 551

A1 551 58+69+98+326 221+330 40+511 299+252 551+460+91

3.2.2 B-Lactoglobulina. Se amplificé un fragmento de 262 pb, localizado en el
cromosoma 11 (Ron et al; 1994). Las condiciones de PCR (Tabla 8) se adaptaron
de Ron et al., (1994) con los primers BLGP3: 5-GTC CTT GTG CTG GAC ACC
GAC TAC A-3 y BLGP4: 5-CAG GAC ACC GGC TCC CGG TAT ATG A-3’ (Ron
et al; 1994). Las muestras fueron desnaturalizadas a 97°C por 3 minutos y luego
se sometieron a 36 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1
minuto, con extension final de 72°C por 5 minutos. Las muestras se corrieron en
geles de poliacrilamida al 14% (Proporcion Acrilamida: N,N"-metilene-bisacrilamida
100:1), con dimensiones de 12x8 cm?, TBE 0,25X y 3,75% de glicerol, sometidos a
200 voltios durante siete horas. Los genotipos identificados mediante SSCP fueron
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verificados mediante RFLP con la enzima Haelll, en una muestra de 20 individuos
en geles de poliacrilamida al 8% (proporcion Acrilamida: N,N"-metilene-bis-

acrilamida de 37:1).

3.2.3 B-Lactoalbumina. Se amplificé un fragmento de 167 pb (Mao, 1994) entre
los nucledtidos 657 a 822 inclusive, ubicado en el cromosoma 5 (Bleck & Bremen,
1994). Las secuencias de los primers fueron: 5 -CTC TTC CTG GAT GTA AGG
CTT-3' y 5-AGC CTG GGT GGC ATG GAA TA-3'. Las condiciones de PCR se
consignan en la Tabla 8. Las muestras fueron denaturadas a 95°C por 2 minutos y
luego sometidas a 36 ciclos a 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 1

minuto, posteriormente, una extension final a 72°C por 5 minutos.

Tabla 8. Condiciones de PCR para B-LAy a-LA.

B-LG a-LA

Reactivos Concentracion | Volumen | Concentracion | Volumen

Inicial (uh) Inicial (1)
Buffer Tag | 10X 2.5 10X 2.5
DNTPs 1,25 mM 2 1,25 mM 2
Primer F 10 pmol/ul 0.75 10 pmol/ul 0.25
Primer R | 10 pmol/ul 0.75 10 pmol/ul 0.25
MgCl, 25 mM 15 25 mM 15
Taq 5U 0.2 5U 0.2
DNA 100ng/ul 2 50ng/ul 2
Agua 15.3 16.3
Total 25 ul 25 ul

Una muestra de 20 individuos fue genotipada mediante RFLP, con el protocolo
adaptado de Mao (1994), con la enzima Mnll. Debido al alto costo de esta enzima
se desarroll6 un protocolo con SSCP; la discriminacién de ambas variantes se
obtuvo con las siguientes condiciones: un gel con dimensiones 12x8 cm? con un

volumen de 9 ml de solucion gelificante, al 16% de poliacrilamida (Proporcion
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Acrilamida: N,N"-metilene-bis-acrilamida de 100:1), 0,25X de TBE y 3,75% de
glicerol, sometido a 180 voltios durante cuatro horas.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la diversidad genética se estimaron las frecuencias alélicas, la
heterocigosidad esperada insesgada (Hg), la heterocigosidad observada (H,) para
cada locus y la diversidad génica promedio insesgada de Nei, (1987) (He¢),
mediante los programas estadistico Arlequin 3.11 (Schneider et al., 2000) y
TFPGA® (Tools for Population Genetic Analyses, version 1.3; Miller, 1997) y
Popgen Versiéon 1,32 (Universidad de Alberta, 1997). Las diferencias estadisticas
entre valores de diversidad génica se estimaron mediante la prueba de t-Student

(Nei y Kumar, 2000) en la cual primero se calculd la diferencia de diversidad
génica para el i-ésimo locus entre las poblaciones Xy Y por d; = ﬁXi —ﬁw para

todos los loci polimérficos. Posteriormente, se calculd los valores de distancia

media y su varianza mediante las siguientes ecuaciones:
_ L . _ L _ o
d=Zdi/L ; V(d)=Z(di—d)2/[L(L -1)]
i=1 i=1

Donde L’ es el numero de loci polimérficos. Luego, la diferencia entre la diversidad

génica promedio entre las dos poblaciones se probd por:
t., =d/{V(d) conL’-1 grados de libertad.

Las desviaciones respecto a las proporciones de Hardy y Weinberg (EHW) fueron
evaluadas como: la igualdad entre heterocigosidad esperada y heterocigosidad
observada utilizando la prueba exacta de Raymond and Rousset (1995) usando el

paquete estadistico Popgen 1.32 (1997), el método de la cadena Marcoviana
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descrito por Guo y Tompson, (1992) utilizando el software estadistico Arlequin 2.0
(Schneider et al.,, 2000) y también a través del estimador Fis (Weir and
Cockerham, 1984).

La estructura genética fue inferida del andlisis de varianza molecular (AMOVA,;
Excoffier et al.,, 1992) basado en las frecuencias génicas de las poblaciones o
fincas como un grupo en dos niveles jerarquicos (entre y dentro) obtenida en el
software estadistico Arlequin 2.0 (Schneider et al., 2000). Los valores de distancia
genética entre fincas se estimaron mediante el indice de coancestria (Reynolds et
al., 1983) con los cuales se construyeron los dendrogramas usando el método
UPGMA mediante el software estadistico TFPGA® (Tools for population genetic
analyses, version 1.3; Miller, 1997). El analisis de componentes principales se hizo
utilizando las frecuencias de todos los alelos, por poblacién, que se resumieron en
tres variables sintéticas informativas (CP) o ejes coordenados, graficados en un

diagrama tridimensional, mediante el paquete estadistico SAS versién 8,2 (1990).

106



4. RESULTADOS

4.1 POLIMORFISMOS DE LAS PROTEINAS DE LA LECHE

4.1.1 k-Caseina (k-CN). Mediante la SSCP, se encontraron seis patrones de
movilidad, iguales con los dos protocolos utilizados. Los patrones de las variantes
A, By E, fueron identificados claramente, tanto con SSCP como con RFLP y se
descarto la presencia del alelo C. Las tres variantes no identificadas, se trataron

con los enzimas de restriccion Hindlll, Hinfl Haelll, Hhal, Maell y Mspl y se

encontré que una de ellas correspondia a k-CN A;. Las otras dos presentaron
cortes de igual tamano, a de la variante k-CN A y como no fue posible
identificarlas visualmente, se secuenciaron ambas cadenas de individuos
homocigotos, de cada una de ellas y controles con los genotipos BB y AA. Las
muestras secuenciadas fueron comparadas con todas las secuencias disponibles
en el GenBank para Bos taurus (22 secuencias), correspondientes a los alelos A,
B, E, A1, G, Hel, ydos secuencias de Bos indicus (alelos Ky L). Se encontro
que los alelos no identificados correspondieron a las variantes G e |. En la Tabla 9
se encuentran los resultados de la secuenciacion de las muestras comparadas,
con la secuencia patron X14908 (Alexander et al. 1988). En la Figura 1y 2 se
presentan los patrones de corrida de k-CN obtenidos mediante los fragmentos de

455pb y 551 pb, respectivamente.
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Tabla 9. Patrones de Variacion en las secuencias de muestras de k-CN en HV, comparadas con la secuencia
patrén X14908 vy los alelos reportados en el GenBank.

Patrones 926 2850 3350 4363 4931 5176 5212 5306 5309 5345 5352 5365 5394 5397 5398 5399 5406 5414 6644 Accesion

C C G A G C T C C A A A T T T C A A G X14908

Alelo A A G A G . . . . . . . . . . . . . C. AY380228
Alelo B A G A A . . . T C . . . . . . G T . AY380229
Alelo E ? ? . . . . G . . . . . . . AF123250
Alelo A; . . . . . G . . . . . . . . AF092513
Alelo G . . T . . . . . . . . . . . AF123251
Alelo H T T . . . . . . . . . . . AF105260
Alelo | G . . . . . . . . . . . AF121023
Alelo F A . . . . . . . . . . . . . . AF123250
Alelo K . . . T . . . . . G A . . . . EU36583
Alelo L . . . T . . . . . . . G . . . EU365834
M98 ? . G . . . . . . . . . . . . Alelo |
M194 ? . G . . . . . . . . . . . . Alelo |
M195 . . G . . . . . . . . . . . . Alelo |
M73 ? . . T . . . . . . . . . . . Alelo G
M266 ? . . T . . . . . . . . . . . Alelo G
M193 ? . . T . . . . . . . . . . . Alelo G
M54 ? . . T . . . . . . . . . . . Alelo G

M100 ? . . T C . . . . . . G T. . Alelo B




Ay
|
B
Al /A
1
AM/1/A G

Figura 1. Patrones de corrida de las variantes alélicas de k-CN obtenidas en el
fragmento de 453 pb. Arriba: se indica el genotipo correspondiente a cada patron.
A los lados las ubicaciones de las bandas de cada variante; nétese que una banda
puede corresponder a diferentes variantes.

GG AA Al BE AG AB Gl I

I /A/B/EIA;

G

I/A/B/E B/E/IA

Figura 2. Patrones de corrida de las seis variantes alélicas de k-CN obtenidas en
el fragmento de 551 pb. Arriba: se indica el genotipo correspondiente a cada
patron. A los lados, las ubicaciones de las bandas de cada variante; nétese que
una banda puede corresponder a diferentes variantes.



4.1.2 Proteinas del suero. No se encontré literatura sobre la utilizacion de la
SSCP para la genotipificacion de los genes de las proteinas del suero. Por lo
tanto, que los protocolos para p-lactoglobulina y a-lactalodmina  fueron
desarrollados en el marco de este trabajo y se describen en la seccion de

Materiales y Métodos.

El desarrollo de los protocolos de SSCP, para ambas proteinas, fue dispendioso,
aun a concentraciones altas de poliacrilamida, debido a que ambos fragmentos
son pequenos (262 pb y 167 pb para B-LG y a-LA, respectivamente), y presentan
migracion rapida, sin que las cadenas se separen. Los alelos se pudieron
identificar con TBE 025X y reduciendo la concentracion de glicerol del 5% (6ptima
para k-CN) a 3.75% (Figura 3). El glicerol reduce el pH mediante la formacién de
complejos de glicerol y iones borato contenidos en el buffer de TBE; un pH bajo
suprime la carga del grupo fosfato de los &cidos nucléicos, lo cual que provoca la

formacion de la estructura terciaria de la cadena simple del ADN (Hayashi, 1992).

4.1.2.1 B-Lactoglobulina. Las variantes A y B de [B-lactoglobulina se presentan
mediante el uso de RFLP en la Figura 4 y con SSCP en la Figura 5. Aunque se
estandariz6 el protocolo para SSCP, result6 mas conveniente utilizar RFLP,
porque requiere menos tiempo de corrida. Sin embargo, la SSCP se utilizdé en

muestras que al ser digeridas con Haelll, no mostraban bandas muy definidas.

Figura 3. Movilidad de las cadenas simples de a-LA a concentraciones de
glicerol del 5,0% (Derecha) y 3,75% (Izquierda).
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M50pb PCR

262pb
153pb
109pb
79pb
74pb

Figura 4. Patron de bandas obtenido con la enzima de restriccion Haelll para las
variantes A y B de B-Lactoglobulina. M: marcador de 50pb. PCR: producto no
digerido.

BB AB AA

B A
B
A

Figura 5. Patron de bandas obtenido mediante SSCP, para las variantes A y B de
B-Lactoglobulina.
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4.1.2.2 a-Lactoalbumina. Las variantes A y B de a-Lactoalbumina fueron
identificadas mediante la técnica SSCP (Figura 6), desarrollada en este trabajo
ya que no se encontrd ningun reporte en la literatura. En la Figura 7 se presenta

el patron de bandas obtenido mediante RFLP.

BB AA BB AB AB

Figura 6. Patrén de bandas obtenido mediante SSCP para las variantes Ay B de
a-Lactoalbumina.

M50pb PCR AB BB

<+— 1620b

<+ 117pb

<+ T77pb

<+— 50pb

Figura 7. Patron de bandas obtenido con la enzima de restriccion MNII para las
variantes A y B de a-Lactoalbumina en gel de poliacrilamida al 8%.
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4.2 VARIABILIDAD GENETICA

4.2.1 Frecuencias Geénicas. Se encontraron diez alelos en los tres loci
evaluados: seis para k-CN (A, B, A1, E, 1y G dos para en B-LG (A y B) y dos para
a-LA (Ay B). Diez alelos se encontraron en HV y siete en H y B. Con excepcién de
A' y E, los demas alelos estuvieron representados en todas las poblaciones HV
(Tabla 10).

Para k-CN se encontraron 6, 4 y 3 alelos para HV, B y H, respectivamente. La
frecuencia mas alta para k-CN A se observo en H (0.60+0.11), mientras para HV
fue de 0.45+0.02 y para B de 0.25+0.00. La frecuencia de k-CN B fue de
0.35+.010, 0.29£0.01 y 0.068+0.00 para H, HV y B, respectivamente. El alelo k-CN
A; presenté una mayor proporcion en la raza B (0,13+0,05), pero estuvo ausente
en H y con baja frecuencia en HV (0.009+0.00). Las variantes k-CN E y k-CN |

solo se encontraron en HV. El alelo G fue el alelo predominante en B (0.54+0.00).

El rango entre poblaciones de HV para k-CN B fue de 0.18 a 0.53 siendo GMGA,
CEUNP y AR las que alcanzaron las mayores frecuencias. El alelo k-CN A; se
hall6 en muy baja proporcién en EC, ZH y PR, mientras que k-CN E solo se
encontré en EC y ZH. El alelo | ausente en H y B, presento altas frecuencias en LO
y CR, fincas ancestrales que se encuentran en condiciones agroecologicas muy
adversas. La variante G predominante en B, también lo fue en SR (0.28). En las
raza HV y H de B-LG fue notoriamente mayor la frecuencia del alelo B-LG B. En
HV, se encontrd una frecuencia para la variante A de 0.38+0.02 y de 0.62+0.02
para B-LG B. Entre fincas de HV ésta tltima oscil6 entre 0.18+0.084 y 0.56+0.07.

Para a-LA, H y HV fueron similares en la distribucion de sus frecuencias, la

variante a-LA A tuvo una frecuencia baja en HV (0.14+0.01) que oscilé entre
0.031+0.03 y 0.26+0.07. La variante a-LA B no se hallé en B.
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Tabla 10. Frecuencias génicas y desviaciones estandar de las variantes alélicas de k-CN, B-LG y a-LA en once
poblaciones de Harton del Valle (HV), Brahman (B) y Holstein (H), Numero de individuos (N).

Poblaciones Hartén Del Valle

Locus | Alelos harton del | Brah Holstei
arton del ranman olstein
GMGA CEUNP SR EC LO GC ZH Pr CR JA AR Valle
0,34+0,08 0,53+0,09 0,46+0,07 0,33+0,04 0,44+0,05 0,55+0,06 0,64+0,06 0,48+0,06 0,13+0,07 0,53+0,09 0,50+0,09 0,45+0,02 0,25+0,06 | 0,60+0,11
B 0,53+0,09  0,40+0,09 0,21+0,05 0,33+0,04 0,18+0,04 0,26+0,05 0,25+0,06 0,32+0,05 0,18+0,08 0,23+0,07 0,40+0,08 0,29+0,01 0,06+0,03 | 0,35+0,10
Aq 0,00 0,00 0,00 0,02+0,01 0,00 0,00 0,02+0,01  0,01+0,01 0,00 0,00 0,00 0,009+0,00 | 0,13+0,05 | 0,00
K-
CN E 0,00 0,00 0,00 0,02+0,01 0,00 0,00 0,02+0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,009+0,00 | 0,00 0,00
G 0,09+0,05 0,06+0,04 0,28+0,06 0,13+0,03 0,05+0,02 0,13+0,04 0,04+0,02 0,10+0,03 0,09+0,06 0,13+0,06 0,06+0,04 0,11+0,01 0,54+0,07 | 0,05+0,0
| 0,03+0,03 0,00 0,03+0,02 0,13+0,03 0,31+0,05 0,05+0,02 0,02+0,02 0,06+0,03 0,59+0,10 0,10+0,00 0,03+0,03 0,11+0,01 0,00 0,00
N 16 15 26 52 36 30 26 31 11 15 16 274 22 12
A 0,46+0,09 0,40+0,09 0,28+0,061 0,35+0,04 0,21+0,04 0,41+0,06 0,55+0,07 0,37+0,06 0,18+0,08 0,56+0,09 0,52+0,08 0,38+0,021 | 0,29+0,07 | 0,54+0,10
B-LG 0,53+0,09 0,60+0,09 0,71+0,06 0,64+0,04 0,78+0,04 0,58+0,06 0,44+0,07 0,62+0,07 0,81+0,08 0,43+0,09 0,47+0,08 0,62+0,021 | 0,70+0,07 | 0,45+0,10
B
N 16 15 23 51 35 29 26 32 11 15 18 271 22 12
A 0,03+0,03  0,06+0,04 0,11+0,043 0,18+0,03 0,14+0,04 0,22+0,05 0,22+0,05 0,15+0,04 0,00 0,13+0,06  0,26+0,07 0,14+0,016 | 0,00 0,16+0,07
a-LA
B 0,96+0,03  0,93+0,04 0,88+0,04 0,81+0,03 0,85+0,04 0,77+0,05 0,77+0,05 0,85+0,04 1.00+0,00 0,86+0,06 0,73+0,072 | 0,850,016 | 1.00+0,00 | 0,83+0,07
16 15 27 52 35 31 27 30 10 15 19 277 23 12
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4.2.2 Numero promedio de alelos (NPA). ElI numero promedio de alelos
observados para los tres loci, en las 11 fincas de HV y los grupos control Hy B se
describen en la Tabla 11. EI NPA fue de 3.33+2,3, 2.33+0.057 y 2.33+0.057 para
HV, B y H, respectivamente. El locus k-CN fue el mas polimorfico con 4.61 alelos

para HV, 3 para By 4 para H.

El promedio entre poblaciones HV fue de 2.7+0.0. La finca con mayor NPA fue EC
(3,3), mientras que CEUNP y CR presentaron el menor valor (2,3). El nimero
promedio de alelos observado se considera un indicador razonable de variacion
genética, siempre y cuando las poblaciones estén en equilibrio de mutacién y
deriva genética y que el tamafio de muestra sea similar para cada poblacion (Nei,
1987; MacHug et al., 1997), por lo cual, los indices de diversidad se estimaron con
el tamafio de muestra original y ademas, con una muestra ajustada de 16
individuos por poblacion, con excepcion de CR (10 datos) y CEUNP y AR (15

datos).

Tabla 11. Estadistica descriptiva de «k-Caseina, B-Lactoglobulina y a-
Lactoalbumina para las razas HV (once poblaciones), B y H: Niamero de muestras
(N), Namero promedio de alelos (NPA), Numero de alelos (NA), Heterocigosidad
esperada (He), Heterocigosidad ajustada por tamafo de muestra (He,).

NA

Raza Poblacion N NPA k-CN He He,
GMGA 16 2,67+1,15 4,0 0,39+0,02 0,39+0,02 16
CEUNP 15 2,33+0,57 3,0 0,40+0,01 0,39+0,01 15
SR 27 2,67+1,15 4,0 0,43+0,01 0,41+0,01 16
EC 52 3,33x2,31 6,0 0,50+0,01 0,52+0,01 16
LO 35 2,67+1,15 4,0 0,42+0,01 0,44+0,01 16

HV GC 31 2,67+1,15 4,0 0,49+0,00 0,48+0,00 16
ZH 26 3,00+1,73 6,0 0,46+0,00 0,47+0,00 16
PR 30 2,67+1,15 5,0 0,46+0,01 0,45+0,01 16
CR 10 2,33+0,57 4.0 0,31+0,03 0,31+0,03 10
JA 15 2,67+1,15 4,0 0,47+0,01 0,46+0,01 15
AR 19 2,67+1,15 4,0 0,50+0,00 0,50+0,00 16
Promedio 25 2,71+0.07 4.61 0,45+0,00 0,44+0,00
Total 276 3,33+x2,31 6.0 0,47+0,01

B 23 2,33+0,57 3,0 0,35+0,03 0,35+0,03 16

H 12 2,33x0,57 4,0 0,40+0,00 0,40+0,00 12
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4.2.3 Diversidad Genética. La variacion en la diversidad genética estimada para
los tres genes de las proteinas de la leche (Tabla 10) refleja diferencias que
posiblemente se deban al origen y al manejo de cada poblacion muestreada. El
valor de H. para los tres loci en HV fue de 0,47+0,01, fue diferente (t = 6,32; P <
0,05) al valor obtenido en H (0.40+0,00). Por el contrario, el valor hallado para B

no fue significativamente diferente de HV.

Los valores de diversidad génica promedio (He) por poblacion mostraron una
correlacion positiva (r=0.56; P<0,05) con respecto al tamafio de la muestra. Sin
embargo, los valores de He reales y ajustados fueron similares. Las poblaciones
con mayores valores de He fueron EC y AR. Se encontraron diferencias
estadisticas significativas (t>4,30; P< 0,05) entre algunos de los hatos HV. Las
mayores diferencias se encontraron entre SR con EC, ZH, CR, ARy Hy entre EC
con GC, PR, CRy JA.

En la k-CN, el indice de diversidad fue superior en la raza HV (0.68), que B (0.63)
y H (0.54). Con excepcion de la poblacién JA, todas las poblaciones HV se
encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg. (Tabla 12). Los valores de He entre
fincas oscilaron entre 0.53 (ZH) y 0,74 (EC).

Para B-LG, el H tuvo mayor He (0.51) que HV y H. Entre las poblaciones de HV
mostraron alta diversidad GMGA, CEUNP, GC, ZH y AR; cinco poblaciones

mostraron deficiencia significativa de heterocigotos.

En HV, el gen a-LA presentoé la diversidad mas baja entre los tres loci (0.26+£0.02).
Todas las razas y las poblaciones HV se encontraron en equilibrio HW. La
endogamia intrapoblacional estimada mediante el Fis solo resultd

significativamente diferente de cero, para la poblacion JA.
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Tabla 12. Valores estimados de Heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho)
y significancia de las desviaciones al equilibrio Hardy-Weimberg para k-CN, B-LG,
a-LA, en once poblaciones de Harton del Valle y los grupos control Holstein y
Brahman.

Poblacién K-CN B-LG a-LA

ylo raza Fis He Ho He Ho He Ho
GMGA 0.164 0,60+0,05 0,62+0,00 |0,51+0,02 0,31+0,089 |0,06+0,05 0,06+0,03
CEUNP |-0.003 0,57+0,04 0,80+0,02 |0,49+0,04 0,26+0,067 |0,12+0,07 0,13+0,04
SR 0.028 0,67+0,03 0,88+0,00 |0,41+0,05 0,07+0,047**|0,20+0,06 0,22+0,04
EC -0.001 0,74+0,02 0,86+0,00 |0,46+0,02 0,23+0,049** | 0,30+0,04 0,36+0,03
LO 0.076 0,67+0,02 0,72+0,00 |0,34+0,05 0,14+0,065** | 0,24+0,06 0,28+0,04
GC 0.056 0,69+0,04 0,73+0,00 |0,49+0,02 0,06+0,06** |0,38+0,05 0,45+0,05
ZH -0.048 0,53+0,06 0,60+0,00 |0,50+0,02 0,34+0,06 0,35+0,06 0,44+0,05
P -0.047 0,65+0,03 0,71+0,00 |0,47+0,03 0,43+0,08 0,25+0,06 0,23+0,04
CR 0.024 0,61+0,09 0,72+0,00 |0,31+0,10 0,18+0,09 0,00+0,00 0,00+0,00
J 0.294* 0,65+0,07 0,53+0,00* | 0,50+0,03 0,20+0,08** |0,23+0,09 0,26+0,06
A 0.24 0,59+0,04 0,56+0,00 |0,51+0,02 0,27+0,08 0,39+0,06 0,31+0,07
HV Total 0,68+0,01 0,73+0,00*|0,47+0,01 0,22+0,02** |0,26+0,02 0,29+0,01
H 0.14 0,54+0,07 0,80+0,10 |0,51+0,10 0,08+0,10** |0,29+0,10 0,33%0,07
B 0.27 0,63+0,07 0,63+0,00 |0,42+0,05 0,13+0,06** |0,00+0,00 0,00+0,00

* (P<0,05) ** (P<0,01)

4.3 DIFERENCIACION Y ESTRUCTURA GENETICA

En la prueba global de los tres loci evaluados el HV mostré alta diferenciacion
genética (P<0,01) con la raza B pero no con la raza H (p=0,4738). La prueba
exacta de diferenciaciéon de poblaciones indicé que la distribucion génica de los
tres loci de las proteinas de la leche es significativamente diferente entre los hatos

HV. Los hatos LO y CR mostraron diferenciacion genética con todas las
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poblaciones de HV, excepto entre si mismas. El andlisis de varianza molecular
(AMOVA) revelo que el 96% de la varianza genética en los genes de las proteinas
de la leche (k-CN, B-LG y a-LA) de ganado HV, se debe a variaciones dentro de
fincas, mientras que el 4,04% restante se debe a diferencias entre fincas (Tabla
13).

Tabla 13. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) entre 11 poblaciones HV, en
los loci k-CN, B-LG y a-LA.

Componentes Porcentaje

Fuente de variacion GL CM de Varianza de Variacion P
Entre Fincas entre individuos 10 2,007 0.02 Va 4.04 0,001
Entre loci dentro de individuos 559 0,639 0.63 Vb 95.96

Total 569 0.63

El valor de Fst global fue 0.04 (P<0.01), indica que existe baja pero altamente

significativa diferenciacion genética entre poblaciones HV.

Los valores de distancia genética fueron estimados con base en el coeficiente de
coancestria (Reynols et al. 1983). La finca mas distante fue CR con valores de
distancia desde 0.10 a 0.30 con las demas fincas, mientras que las fincas mas
cercanas fueron CEUNP y GMGA, (0,004) y ZH con AR (0,007).

El dendrograma construido mediante UPGMA, asocia las fincas de HV (Figura 8)
para los genes de las proteinas de la leche con base en sus distancias obtenidas a
partir del coeficiente de coancestria, y permite establecer dos grupos bien
diferenciados: el primer grupo formado por LO y CR vy el segundo grupo lo forman
CEUNP, GMGA, SR, EC, GC, ZH, PR, JAy AR. EIl dendrograma en el que se
incluyeron los grupos control (Figura 9) mantuvo la misma tendencia de

agrupamiento de las fincas HV pero la raza H se ubicé dentro de un subgrupo (AR,
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ZH y JA) del grupo 2 descrito anteriormente, mientras que B se ubico en un

“cluster” aparte, confirmando las diferencias entre subespecies para los genes en
estudio.
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Figura 8. Arbol construido por el método UPGMA a partir de la distancia o
coeficiente de coancestria (Reynolds et al., 1983) para 11 fincas de ganado criollo

Harton del Valle. EI nidmero decimal en cada nudo representa el valor de
“bootstraping”.
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Figura 9. Dendrograma construido por el método UPGMA a partir de la distancia o
coeficiente de Coancestria (Reynolds et al., 1983) para 11 fincas de ganado criollo
Harton del Valle, Brahman y Holstein.
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El andlisis de componentes principales (ACP) obtenido a partir de los valores de
las frecuencias alélicas revel6 que el 83% de la varianza total puede ser explicada
por tres variables sintéticas. ElI primer componente (CP;) explicd la mayor
variabilidad (49,2%), mientras que el segundo componente (CP;,) explico la
méxima variabilidad residual (19,7%) (Tabla 14). Las variantes alélicas mas
comunes en el ganado bovino fueron las de mayor aporte al CP1: Ay B de k-CN,
B-LG y a-LA. Las variantes k-CN A;, K-CN | y k-CN G contribuyeron en mayor

proporcion al CP».

Tabla 14. Variacién de las frecuencias alélicas explicada por tres Componentes
Principales.

Componentes Valor propio Variacion Variacion
Principales Absoluta (%) acumulada (%)
1 4,920 49,20 49,20
2 1,965 19,65 68,84
3 1,395 13,95 82,79

La correlacién entre la mayoria de las variantes alélicas y factores (CP) mostro
comunalidades (R?) entre el 76,2% y el 92%. Unicamente k-CN E y k-CN B
mostraron valores de 48,45% y 68,25%, respectivamente. En general, la alta
comunalidad observada entre variantes y factores, indica que la clasificacién de
las fincas de HV en base a los tres componentes suministra suficiente informacion
para considerar la tipologia observada en la Figura 10. EI ACP estuvo acorde con
la tipologia obtenida en las Figuras 8 y 9. La poblaciones CR y LO se ubican
bastante distantes del grupo formado por los demas hatos evaluados, ademas se
observa la separacion entre HV y B y la similaridad entre HV y H. El hato Holstein

muestreado probablemente se formd por absorcion de individuos criollos.
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Figura 10. Diagrama de los primeros tres componentes del Andlisis de
Componentes Principales a partir de las frecuencias alélicas de tres loci de para
proteinas de leche en fincas de ganado criollo Hartén del Valle.

La tipologia expuesta en los dendrogramas y el ACP, describe la separacion del
Bos taurus (HV y H) del Bos indicus (B) y la posible relacion entre las fincas de
HV.

4.4 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

En la Tabla 15 se observan los resultados de la prueba de desequilibrio de
ligamiento. Se encontré que HV existe un desequilibrio de ligamiento entre los tres
de genes muestreados. La probabilidad de desequilibrio en HV fue bastante alta al
parear k-CN con cada una de las otras proteinas y la probabilidad fue mas baja
entre B-LG/a-LA. Sin embargo cuando se excluye una finca en la cual se ha
practicado cruzamientos, el desequilibrio entre las proteinas del suero desaparece.

A diferencia de HV, los grupos de B y H no presentaron desequilibrio.
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Tablal5. Resultados de desequilibrio de ligamiento entre genes pareados en HV, y
excluyendo la poblacién cruzada (AR) y los controles B y H.

Raza HV Sin AR B H
Gen B-LG oLA  BLG olA PBLG a-lLA BLG a-LA
k-CN 0,00 0,00* 000" 000" 086 -- 023 023
B-LG 0.05* 0.06 0.59

Probabilidades del equilibrio de ligamiento entre pares de genes obtenidos mediante la
prueba exacta usando la cadena Markoviana (Slatkin et al, 1996) en 1000,172 pasos.
* (P<0,05) ; **(P<0,01)
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5. DISCUSION

5.1 POLIMORFISMO DE LOS GENES EN LA RAZA HARTON DEL VALLE

El contenido proteico de la leche es el principal factor que influye en la produccion
del queso. El polimorfismo de las proteinas de la leche afecta la composicion de la
leche y la calidad del queso. Las caseinas en particular han sido propuestas como
marcadores polimérficos para la seleccion del ganado bovino para mejorar la
produccién y la calidad de la leche. El analisis de SSCP de los genes de las
proteinas de la leche es una alternativa valiosa para la identificacion de las

variantes alélicas y como ayuda de seleccion.

El tamafio de la muestra utilizado (276 individuos) y la metodologia SSCP
permitieron el muestreo de seis variantes alélicas para k-CN: A, B. E, A;, | y HV,
cuando la mayoria de los reportes presentan los dos alelos mas frecuentes A y B.
Los patrones de movilidad fueron diferentes a los obtenidos por Naranjo et al.
(2007), en la raza HV mediante SSCP, quienes detectaron dos variantes alélicas.
Con la técnica SSCP, Ceriotti et al, (2004) identificaron cinco variantes en 358
animales: A, A;, By H en Bos indicus y A, By E en Bos taurus. De acuerdo con
Prinzenberg et al. (1999), las pruebas moleculares para k-CN se han concentrado
en la diferenciacion de k-CN A y k-CN B y algunas han dado lugar a la mala
identificacion de la variante C como B y también confundir a la E, F, G, H, A;
como la variante A lo cual puede dar lugar a sobreestimacion en la frecuencia de
A. Por lo tanto, la metodologia y el nUmero de animales muestreados permitieron

estimar con precision las frecuencias de los alelos de k-CN en la raza HV.
La variante k-CN A en HV, presentd una frecuencia de 0.45+0.02 que esta por

debajo del rango reportado para razas l|béricas y algunas razas criollas de Sur
Ameérica (0.470-0.762) (Arranz et al, 1996; Postiglioni et al, 2002) y para razas
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africanas tanto Bos indicus como Bos taurus (Ceriotti et al, 2004). Sin embargo,
estuvo dentro del rango de razas criollas de Argentina y Bolivia (0.355-0.70) (Lirén
et al., 2002).

El alelo B esta asociado con el contenido alto de proteina en la leche y la calidad
de la leche (Boettcher et al. 2004; Caroli et al. 2004). El genotipo BB incrementa el
contenido de proteina y grasa (Kuserova et al. 2006). Las frecuencias de k-CN B
en HV fueron superiores a las de Holstein en EEUU (Van Eennennan a &
Medrano, 1991) y en Colombia (Trujillo et al. 1999; Lépez et al, 1999) y similares
al Criollo Argentino (Poli et al. 2002). La mayoria de los reportes muestran
frecuencias mas altas para k-CN B respecto a las observadas en este estudio
(Golijow et al. 1999; Pereira et al. 2002) pero solo identifican las variantes A y B.
Con SSCP, la ocurrencia de k-CN B en razas africanas, fue superior en taurinos
(0.35-.079) que en cebuinos (0.12-0.2) (Ceriotti et al. 2004).

La variante k-CN A; se identifico en 5 individuos de HV y la mayor frecuencia se
observd en B (0,136%0,052); este alelo parece ser especifico de Cebdu.
(Prinzenberg & Erhardt, 1999; Ceriotti et al, 2004). La variante k-CN E solo se
observé en 4 individuos HV; ha sido descrita en Simmental suizo y en Ayrshire

escocés (Alais, 1985).

La frecuencia de k-CN A; y k-CN E obtenidas en HV fueron 0,009 y 0,007
respectivamente; bajo el criterio de Cavalli-Sforza y Bodner (1981), los alelos
pueden considerarse raros 0 poco comunes cuando sus frecuencias son menores
a 0.005.

Generalmente, la frecuencia de la variante 3-LG B es mayor que B-LG A. En HV,
se encontrd una frecuencia para la variante A de 0.38+0.02 y de 0.62+0.02 para
B-LG B. Los valores hallados en HV para B-LG B estuvieron dentro de los rangos

reportados para ganado Ibérico y criollo (0.516-0.825) (Van Eenennaam vy
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Medrano, 1991; Pereira et al., 2002; Postiglioni et al., 2002: Poli et al., 2002;
Voelker et al., 1997; Lirén et al., 2002, Uffo et al., 2006)).

En la raza HV la frecuencia de a-LA B fue de 0.86; esta variante es comun en
todas las razas de occidente (Formaggioni et al. 1999). El valor hallado fue
superior a lo reportado en criollo cubano y uruguayo (Postiglioni et al., 2002; Uffo
et al., 2006). En razas especializadas para produccion de leche, Poli et al., (2002)
encontraron altas frecuencias para a-LA A (0,67 a 1.0). Tanto a-LA A como a-LA
B, han sido encontradas en ganado Bos indicus (Farell et al., 2004), sin embargo,

esta Ultima no fue observada en la raza B en este trabajo.

5.2 DIVERSIDAD GENETICA

El valor de H para los tres loci en HV de 0,47+0,01 fue similar a la diversidad
hallada en razas taurinas y cebuinas de Africa (Ceriotti et al, 2004) pero
notoriamente superior a la encontrada en criollo cubano (Uffo et al, 2006).

Para la k-CN, la He en HV (0,68+0,01) est4 por encima del rango descrito en
diferentes razas criollas en sur América (0,33 a 0,50) (Golijow et al.,, 1999;
Giovambattista, et al.,, 2001; Lirén et al., 2002); esos estudios se basan en
identificacion de las dos variantes mas comunes de k-CN. El valor de He para -
LG (0,473+0,011) de HV esta en el rango descrito para esas razas (0,267 a 0,508;
Lirén et al., 2002). En HV, el gen de a-LA presento la diversidad mas baja entre los
tres loci (0.26+0.02).

Los programas selectivos aplicados a razas tienden a reducir los niveles de
variacion genética. En HV no han existido procesos sistematicos de seleccion
artificial, lo cual ha permitido mantener altos niveles de diversidad genética en los
genes de las proteinas de la leche. El ganado ha estado expuesto a seleccién

natural en diferentes condiciones agroecologicas del Valle del Cauca, lo cual
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puede haber moldeado el patron de diversidad genética favoreciendo alelos
particulares o combinaciones de alelos en los diferentes ambientes. Por ejemplo,
la variante | de la k-caseina es mas frecuente en LO y CR, ambos hatos

localizados en una zona muy seca.

Los niveles altos de diversidad observados en bovinos criollos han sido atribuidos
a la historia de la introducciébn de bovinos en Ameérica, la poca presion de
seleccién ejercida a lo largo de los afios y la mezcla con otras razas (Liron et al,
2006; Egito et al, 2007; Giovambattista, et al, 2001).

5.3 ESTRUCTURA GENETICA Y DIFERENCIACION

Al igual que con los microsatélites, el HV mostro alta diferenciacion genética con la
raza B pero no con la raza H, lo cual comprueba que las diferencias inter-
especificas se reflejan también en los loci de las proteinas de la leche. Estas
diferencias son corroboradas por las distancias genéticas y el ACP, en los cuales

la raza B (Bos indicus) resulté siempre mas lejana de las Bos taurus (HV y H).

El Fst (0,05) encontrado para k-CN en ganado en HV fue menor que el reportado
para ganado criollo Argentino en el cual la conexidén entre las poblaciones es
restringida y mayor que en Holstein (Giovambatista et al., 2002) raza que
representa un ejemplo extremo de uniformidad genética. La prueba exacta para
diferenciacion de poblaciones indic6 que la distribucién génica de los tres loci de

las proteinas de la leche fue significativamente diferente entre los hatos de HV.

La gran variacion observada dentro de los hatos (96%), puede deberse a las
diferencias genéticas propias de los individuos y a la presencia de estructuras
familiares de hermanos medios, formadas por el bajo niumero de toros utilizados
como padres en cada generacion, lo cual representa un factor adicional que

incrementa la varianza dentro de cada finca.
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El dendrograma obtenido asocio las fincas LO y CR con una clara divergencia
entre las demas. La finca CR se formd en 1960 a partir de animales de LO y desde
entonces no se han introducido animales de otros hatos; ambas tienen sistema de
produccion doble propédsito. Es posible que el patron genético de estas proteinas
este asociado a las condiciones agroecoldgicas donde estdn ubicadas ambas
fincas, en una de las zonas mas secas del Dpto. del Valle del Cauca.

Por otro lado, en el segundo grupo se destaca un subgrupo con las poblaciones
GMGA Y CEUNP; estas fincas estan situadas en diferentes municipios y
conforman un hato de conservacion perteneciente a la Universidad Nacional de
Colombia. En el estudio con microsatélites (Capitulo 1) las dos poblaciones se
analizaron como una unidad, debido al conocimiento previo sobre el manejo de los
animales y teniendo en cuenta que los marcadores utilizados eran neutros, pero
para el analisis con polimorfismos proteicos se estimo mas conveniente el analisis
independiente de cada una de ellas. Las distancias genéticas entre ambas fueron
muy pequefas y reflejan su similitud, a pesar de que se encuentran en
condiciones ambientales diferentes. Esta estructura ya habia sido detectada por
Piedrahita (2008) con marcadores RAM’s. El “cluster” SR, EC, PR y GC
comprende fincas con sistemas de produccion de leche y entre ellas ha habido
intercambio entre reproductores. La poblacion AR tiene alto mestizaje con H y
recientemente en JA se han introducido genes H, lo cual puede explicar su
similitud. La finca ZH es un sistema de produccién de carne que se ha mantenido
por 50 afios en endogamia. A pesar de que sus frecuencias alélicas son muy
diferentes a las que muestran la mayoria de los hatos (alta frecuencia de k-CN A,

B-LG Ay a-LA) esta finca no diverge de las otras.

El primer componente del ACP explicé la mitad de la variacion observada y
diferencio la raza B (Bos indicus) de las HV y H (Bos taurus), mientras que el
segundo componente con el 19% de la variacién, separé los hatos de ganado HV.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos con los microsatélites para la
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divergencia entre especies en este estudio y con los obtenidos por Cerioti et al.,
(2004), con las frecuencias haplotipicas de las caseinas encontraron congruencia
con la topologia del arbol filogenético y alta analogia con los andlisis llevados a
cabo con microsatélites. Lo anterior muestra que es importante incluir los genes de
proteinas de la leche en estudios de diversidad y programas de conservacion,
debido a su notable variabilidad y eficiencia en discriminar poblaciones de ganado,

y ademas, por su implicacion en las caracteristicas productivas.

Se encontré que en HV existe un desequilibrio de ligamiento entre los tres genes
muestreados que pudo haber sido provocado por dos posibles razones: en primer
lugar, el HV, tuvo grandes poblaciones como la de la jurisdiccion de Buga que en
1745 poseia 64,000 animales (Pinzon, 1984), pero afios después esas
poblaciones se vieron reducidas por absorcion con otras razas (Casas &
Valderrama, 1998), situacion que pudo causar un cuello de botella que provocé un
desequilibrio a nivel genético. En segundo lugar segun Hart y Clark (1997) puede
también surgir como un “artefacto” por el apareamiento entre subpoblaciones que
difieren en frecuencias alélicas o0 que presentan estructura genética. La existencia
de estructura genética en el HV fue demostrada anteriormente y hay fincas o
subpblaciones en las cuales se presentan cruzamientos interraciales, efecto que

se observa cuando se excluyé del andlisis la poblacion AR con alto mestizaje H.

En general, Hartén del Valle después de muchos afios de vida en la region del
Valle del Cauca fue producto de la seleccion natural (Casas & Valderrama, 1998).
Los valores de diferenciaciéon genética y las Figuras 9, 10 y 11 sugieren que ha
existido alguna conexion entre hatos o fincas que ha permitido mantener una baja

diferenciacion genética.
Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento genético de

la raza criolla Hartén del Valle. Es claro que esta raza constituye un reservorio de

diversidad genética en proteinas de la leche y una estructura genética que puede
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garantizar la preservacion de la diversidad genética. Su heterogeneidad genética
parece ser una caracteristica que segun algunos investigadores (Giovambattista et
al., 2001; Liron et al., 2002) es propia de las poblaciones de ganado criollo
americano posiblemente como consecuencia de la subdivision del ganado criollo
en la regiéon, en pequefios rebafios aislados o con un bajo grado de flujo de genes

entre ellos y adaptados a un amplio rango de ambientes en la region.

El efecto positivo de las variantes mas comunes de las proteinas de la leche es
bien conocido en otras razas de ganado. El HV mostrg otras variantes las cuales
podrian ser econdmicamente importantes. La blsqueda de correlaciones entre las
variantes alélicas de las proteinas y las caracteristicas de produccion o
adaptacion, puede tener como limitante la falta de registros en los hatos; estos
aspectos refuerzan la importancia de conservar la diversidad de HV para

oportunidades de investigacién futuras.

La conservacion y manejo de la diversidad genética de las proteinas de la leche
en el HV pueden ser direccionadas a diferentes aspectos de la variacién genética,
de acuerdo a la estructura que mostro la raza entre las diferentes fincas. Asi, los
programas de mejoramiento o0 conservacion pueden tener como objetivo
incrementar los genotipos o haplotipos de interés econdmico mas que la
diversidad alélica, en aquellas fincas con altas frecuencias de esas variantes de
interés, o que se encuentran en condiciones favorables, ya que se ha mencionado
que la composicion de la leche no solo es el producto del efecto de sus variantes
genéticas, si no que otros factores como el ambiente y manejo también estan
involucrados, por tanto la seleccion direccional, en ambientes desfavorables puede
llevar a una pérdida de diversidad en lugar de la obtencion de un beneficio
econdémico. Por otro lado se debe propiciar el mantenimiento de la diversidad en
aguellas fincas que ademas de poseer variantes de interés econémico también
posen otras variantes especificas cuyo valor puede ser dilucidado en

investigaciones futuras.
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Los programas de conservacion y manejo de la diversidad deben implementar
técnicas moleculares apropiadas para el buen diagnostico de las facultades
genéticas del HV y de las razas Colombianas. EI SSCP resulté ser una técnica
apropiada facil de implementar y con un alto poder de deteccion de variantes no
comunes por lo que se recomienda su uso en futuros estudios de diversidad

genética en ganado.
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6. CONCLUSIONES

Los andlisis moleculares utilizados basados la técnica SSCP permitieron obtener
niveles de diversidad acorde a lo esperado para las razas criollas; ademas de
identificar las variantes comunes que se reportan en la mayoria de trabajos sobre
diversidad de ganado en base a proteinas de la leche, también fue posible

detectar otras variantes importantes para la valoracion genética del la raza HV.

Se identificaron diez variantes alélicas mediante SSCP y RFLP distribuidas en
tres loci de las proteinas de la leche: seis variantes corresponden a k-caseina, dos
aB-LGydosaa-LA

Los protocolos de SSCP para la identificacion de las variantes alélicas de las
proteinas del suero fueron elaborados en este trabajo con buenos resultados. El
protocolo de SSCP desarrollado para a-Lactoalbumina resulté mas apropiado que

RFLP en la identificacion de las variantes alélicas

Los valores de diversidad génica y el nimero de alelos observados indican que el
ganado criollo Harton del Valle constituye un valioso reservorio de diversidad

genética en cuanto a proteinas de la leche.
Se encontr6 una baja pero significativa diferenciacion genética entre las
poblaciones de HV que puede ser un factor importante a considerar para preservar

la diversidad genética o implementar programas de mejoramiento.

El HV difiere en los genes de las proteinas de la leche del ganado B y con H,

aunqgue con este ultimo las diferencias encontradas son menores.
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CAPITULO Il - DIVERSIDAD GENETICA 'Y ANCESTRALIDAD DEL
GANADO HARTON DEL VALLE MEDIANTE ADN
MITOCONDRIAL E INTROGRESION MEDIANTE MICRO-
SATELITES DEL CROMOSOMA'Y

1. INTRODUCCION

El genoma mitocondrial de los mamiferos es una molécula circular de
aproximadamente 16 kb que contiene 37 genes y una region control no
codificante (Anderson, 1982). La region control del ADN mitocondrial (ADNmt)
contiene las principales secuencias regulatorias para la transcripcién e iniciaciéon
de la replicacion e incluye una estructura conocida como D-loop. Al igual que en
los humanos, en el ADNmt de los bovinos se han encontrado dos regiones
mayores hipervariables: la primera, de 375 pb, situada entre el extremo 5 y la
region central y contiene el 58% del ndmero promedio de sustituciones; la
segunda esté ubicada en el extremo 3’ (Loftus et al., 1994).

El ADNmt puede aislarse facilmente porque esta presente en un alto numero de
copias en la mayoria de las células somaticas, evoluciona entre cinco y diez veces
mas rapido que el ADN nuclear y la regiébn D-loop muestra una tasa de evolucién
aun mayor, no presenta ninguna forma de recombinacion puesto que se transmite
exclusivamente a través de linajes maternos, razén por la cual es util para la
reconstruccion de filogenias. Usualmente, son referenciados como haplotipos con
multiples alelos y las relaciones evolutivas son interpretadas como estimaciones

de filogenia matriarcal (Vaiman, 1999).

El analisis de la diversidad genética existente en las secuencias de ADN

mitocondrial es una herramienta para el conocimiento del origen y naturaleza de
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los procesos de domesticacion y diversificacion de los bovinos. La principal
subdivision fenotipica del ganado en Bos taurus y Bos indicus esta altamente
correlacionada con una marcada diferenciacion en las secuencias de ADNmt
(Loftus, et al, 1994). Las secuencias mitocondriales de seis razas representativas
de Europa (taurinas), tres razas de la India (indicinas) y cuatro africanas (tres
indicinas y una taurina) mostraron dos linajes geogréaficos que no correspondieron
con la dicotomia taurino-indicino: las razas europeas y africanas presentaron un
linaje y las indias otro. Esta divergencia fue interpretada como la evidencia de que
ocurrieron dos eventos independientes de domesticacion para Bos taurus y Bos
indicus y la agrupacion de los cebu africanos en el linaje taurino se atribuy6 a
cruces ancestrales con Bos taurus (Loftus, et al, 1994). La divergencia entre
ambos parece haber ocurrido en los origenes de la domesticacion del ganado
hace 12.000 afios (Bradley et al., 1996).

Los linajes de ADNmt en el ganado Bos taurus europeo son un subgrupo de
aguellos encontrados en el Cercano Oriente lo que concuerda con el origen del
ganado europeo (Troy et al., 2001). El ganado africano Bos taurus tiene linajes de
ADNmt que se diferencian filogenéticamente de otras poblaciones taurinas y se
encuentran con baja frecuencia en el Cercano Oriente (Bradley, et al., 1996; Troy
et al., 2001).

Estudios comparativos de la region control de ADNmt han revelado la
sorprendente complejidad en la historia evolutiva del viejo y nuevo mundo (Bruford
et al. 2003). En el mediterraneo, los haplotipos del ganado moderno Bos taurus
pertenecen a uno de cuatro grupos de secuencias T, T1, T2y T3: el 94% de las
poblaciones africanas portan el haplotipo T1, que raramente se encuentra fuera de
éste continente (6% en el Cercano Oriente), en contraste, las poblaciones
modernas de ganado europeo portan dos haplotipos similares T y T3 (94%), que
decrecen en el Medio Oriente (65-74%) y casi desaparecen en Africa (6%). El

haplogrupo T2 esta presente en un 6% en Europa, 21-27% en el Cercano Oriente
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y ausente en Africa. La distribucién de los haplogrupos ha sido interpretada como
indicador de que el origen del ganado europeo fue en el Medio Oriente y que hubo
una domesticacion independiente para el ganado africano (Bradley et al. 1996,
Troy et al. 2001, Hanotte et al. 2002).

En ganado portugués se estudio la variacién de secuencias de la regién D-loop y
el andlisis filogenético y la comparacién de secuencias mostraron dos haplotipos
predominantes: E; correspondiente a la ancestria europea y A; que refleja el
mestizaje con ganado africano en los origenes de las razas ibéricas, explicado por

la ocupacion arabe a la peninsula (Cymbron et al., 1999).

Meireles et al., (1999), utilizaron los polimorfismos de ADNmt para estudiar los
niveles de introgresiéon Bos taurus en cebu brasilero y encontraron una mayor
participacion de matrilineas de origen taurino en el cebu americano puro: 79, 73 y
100% para Nellore, Gyr y Brahman, respectivamente, indicandolo una influencia

significativa de razas taurinas en la formacién de las razas de cebu americano.

Carvajal-Carmona et al., (2003) examinaron la ancestria genética y la diversidad
en 110 muestras de siete razas ganado criollo colombiano (GCC), mediante el
estudio de la regién control del ADNmt. La diversidad fue mayor en el GCC que en
el ganado europeo y africano y el 26% de los linajes mitocondriales
correspondieron a ancestria africana (T1), explicado por eventos de intercambio
entre la peninsula ibérica y el Norte de Africa, antes de la introduccion del ganado
a América. En 21 muestras de ganado Hartén del Valle encontraron T1 (38%), T2
(29%) y T3 (33%), mientras que en las demas razas T3 fue el mas comuan. El
analisis de la estructura genética reveld que el Harton, el Blanco Orejinegro vy el
Sanmartinero se diferenciaron de las otras razas, lo cual supone una ancestria
diferenciada. En razas criollas de ganado del Caribe y Brasil también se han
encontrado haplotipos europeos y africanos (Magee et al., 2002; Miretti et al.,
2004, Egito, 2007).
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El ganado doméstico presenta diferencias relacionadas con el sexo en
poblaciones mezcladas y pueden revelar los patrones de migracion (MacHugh,
1997); los linajes masculinos pueden reflejar historias evolutivas diferentes a las
proporcionadas por los linajes maternos (Edwards et al., 2000). Los microsatélites
del cromosoma Y son de especial interés porque son haploides y de herencia
paterna. La morfologia del cromosoma para las razas cebuinas de Asia y Africa es
acroceéntrica mientras que para las razas taurinas es submetacentrica (Bradley et
al., 1994). Hanotte et al., (1997) encontraron el microsatélite INRA 124 especifico
de Y, en el cual se hallaron el alelo 132 pb especifico para ganado Bos taurus y el

alelo 130 especifico para ganado Bos indicus.

Edwards et al., (2000) evalu6 un panel de cuatro microsatélites (INRA124,
INRA126, INRA189 y BM861) que amplificaron y mostraron polimorfismo en
bovinos (Bos taurus y Bos indicus) y las especies relacionadas Bisonte (Bos
bisén), Mithan (Bos bibos) Bufalos (Bubalus arnee) y Yak (Bos grunniens). Los
microsatélites mostraron alelos cebu-especifico y taurino-especifico, utiles en la

descripcion del flujo genético en poblaciones hibridas.

En un estudio realizado en el Africa sub-Sahariano se report6 la frecuencia de
alelos especificos Bos taurus y Bos indicus en razas de ganado africano, mediante
el microsatélite INRA 124; se analizaron 984 machos de 69 poblaciones indigenas
en 22 paises. El alelo Bos taurus se presentd en 291 machos (30%) y el Bos
indicus en 693 machos (70%), pero, particularmente, el alelo Bos indicus se
presentd en el 96% de los machos cebl y en el 50% de los machos taurinos
(Hanotte, et al., 2002). Giovambattista et al. (2000) estudié la frecuencia de los
haplotipos del cromosoma Y (Bos taurus y Bos indicus) en las razas de ganado
criollo Argentino y Boliviano mediante el marcador microsatélite INRA 124; el
haplotipo indicus se presenté en un 14.4% vy el taurino en un 85.6% de los machos
estudiados. Asi mismo, logr6 constatar que estos polimorfismos sugieren una

introgresion cebuina en Suramérica.
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Este trabajo aborda el estudio de la diversidad, la estructura genética y la
ancestralidad de la raza Harton del Valle, mediante el analisis del ADN
mitocondrial. También evalla el grado de introgresion con ganado Cebld Brahman

con el microsatélite INRA124, situado en el cromosoma Y.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la diversidad del Ganado Hartén del Valle y las relaciones con razas

taurinas y cebuinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la diversidad haplotipica y nucleotidica de la regién control del
ADNmt, en Harton del Valle.

Determinar por via materna, si la poblacion esta estructurada en linajes.
Realizar la reconstruccion de posibles conexiones con razas colombianas y de
todo el mundo, mediante la comparacién con secuencias depositadas en el

GenBank.

Cuantificar la magnitud de la Introgresion de ganado Bos indicus en el Hartén del

Valle, mediante microsatélites del cromosoma Y.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MUESTRAS, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION

El ADNmt de 97 individuos se obtuvo de muestras de sangre, procesadas
mediante la metodologia de desalamiento (Miller et al., 1998). Se secuencio la
region control de 72 animales HV, provenientes de 9 poblaciones y de controles de
las razas Brahman (N=6) y Holstein (N=9) y F; con Harton del Valle (N=10). Se
amplificé un fragmento de 350 pb ubicado en la regibn méas variable del D-loop con
los primers AN4 (5-GGTAATGTACATAACATTAATG-3) y AN3 (5-
CGAGATGTCTTATTTAAGAGG-3'), descritos por Cymbron et al (1998). La
secuencia, fue seleccionada por haber sido utilizada ampliamente en diferentes
trabajos con razas ibéricas y criollas de América, con el fin de establecer
comparaciones (Bradley et al., 1996; Cymbron et al., 1999; Magee et al., 2002;
Miretti et al., 2002; Carvajal-Carmona et al., 2003; Mirol et al., 2003; Beja-Pereira
et al., 2006; Lirdn et al., 2006; Egito, 2007).

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo utilizando un volumen total de
50 pl con 50 ng de ADNmt, 0.6 unidades de Taq polimerasa, 10X de buffer de
PCR, 3.5 mM de MgCl,, DNTPs con concentraciones de 1.25 mM y primers 20uM
forward y revers. El protocolo de termorregulacion fue: 3 minutos de denaturacion
inicial, seguidos de 35 ciclos de 20 segundos a 94°C, 40 segundos a 55 °C, 40
segundos a 72°C y extension final de 72°C por 4 minutos. En el alineamiento del
segundo ciclo de amplificacion, se hizo una pausa por 3 minutos a 55°C. El
amplificado se visualizé en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con bromuro de
etidio y corridos a 70 voltios por 30 minutos. El tamafio del fragmento se comparo
con un marcador de peso de 100 pb. Se enviaron a secuenciar ambos lados de la

cadena de ADN. La edicion y alineacién de secuencias se realizé mediante el
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programa Sequencer version 6.1.0 (Gene Code Corporation, Ann Arbor U.S,
Michigan).

Las secuencias de este trabajo fueron comparadas con 559 secuencias de la
region control del ADNmt depositadas en el GenBank, que representan 50 razas
originarias de Africa, Espafia, Portugal, India, Argentina, Bolivia, Colombia y el
Caribe (Tabla 1); estas secuencias también fueron utilizadas para investigar las

relaciones filogenéticas con el HV.

Para el andlisis de microsatélites con cromosoma Y se tomaron muestras de
sangre de 49 machos provenientes de 10 fincas, de los cuales 38 eran HV, dos H,
un cebd B (utilizado como control) y 8 HVC. Se extrajo el DNA mediante protocolo
Salting Out (Miller et al., 1998). La amplificacion consisti6 en un paso de
denaturacion inicial a 93°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 40 s a 93 °C, 40 s a
56 °C y 40 s a 72 °C, y una extension final de 5 min a 72°C. Para distinguir los
alelos especifico de los taurinos (132 bp) o cebuino (130 bp) se utilizd
electroforesis de geles denaturantes de poliacrilamida al 6% y se visualizé por
tincibn con plata en Camaras de Secuenciacién Fisher de 35 x 45 cm. La
estimacion de las frecuencias de los alelos se realiz6 por conteo directo.
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Tabla 1. Razas estudiadas de acuerdo con sus regiones de origen, numero de animales muestreados, referencia y numero de
acceso en GenBank (Fecha de acceso Marzo 2008).

RAZA Sigla  Pais N Referencia Accesos

Kenana KEN  Africa 9 Bradley et al. 1996; Troy et al., 2001; Loftus et al., 1994b L27728, L27729, U51835, U21836; AF336729 a AF336733

Kuri KUR  Africa 10 Troyetal. 2001 AF336677 a AF336686

Butana BUT  Africa 14 Bradley et al, 1996; Troy et al. 2001; Xuebin et al., unpublished U51831 a U51834; AF336711 a AF336717; AY378138 a AY378140

White Fulani FUL  Africa 9 Bradley et al, 1996; Troy et al. 2001; Loftus et al., 1994b U51840 a U51842; L27720, L27721: AF336677 a AF336686

Egiption EGT  Africa 11 Troyetal., 2001 AF336718 a AF336728

Nanchi NAN  Africa 10 Troyetal., 2001 AF336701 a AF336710

Somba SOM  Africa 10 Troyetal., 2001 AF336666 a AF336675

Kurdi KUD  Africa 10 Troyetal., 2001 AF336646 a AF336655

N‘Dama NDA  Africa 8 Troyetal., 2001 AF336656 A 336663

Kapsiki KAP  Africa 10 Troy et al., 2002

Criollo Argentino ARC  Argentina 17 Miretti et al. 2002 ; Mirol et al., 2003 AF517789 a AF217798, AF531381, AF531384, AF531392, AF531394,
AF531402, AF531404, AF531406

Criollo Boliviano BOC Bolivia 8 Mirol et al., 2003 AF531382, AF531385, AF531391, AF531393, AF531405, AF531407,
AF531408, AF531409

Santa Lucia Criollo SLC Caribe 10 Magee et al., 2003 AY235780 a AY235790

Guadalupe Criollo GDC Caribe 13 Miretti et al., 2004; Magee et al., 2003 AY426319 a AY426321; AY235767 a AY235773

Antigua Criollo ATC  Caribe 10 Magee et al.,2003 AY235742 a AY235751

Alistana ALl ESPANA 5 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515547 a DQ515551

Retinta RET  ESPANA 4 Miretti et al., 2004; Mirol et al., AY426323, AY426324, AF531410, AF531411

Tudanca TUD ESPANA 6 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515601 a DQ515606

Rubia Gallega RUB  ESPANA 4 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515597 a DQ515600

Pajuna PAJ ESPANA 9 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515583 a DQ515591

Negra Serrana NSE  ESPANA 5 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515578 a DQ515582

Monchina MOC ESPANA 5 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515573 a DQ515577

Murciana MUR ESPANA 3 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515560 a DQ515562

Mostrenca MOS ESPANA 5 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515555 a DQ515559

Morucha MOR ESPANA 5 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515550 a DQ515554

Cardena Andaluza CRA  ESPANA 7 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515594 a DQ515500

Berrenda VER  ESPANA 18 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515584 a DQ515591; AF3362492 a AF3365501

Austuriana Montafia ASM  ESPANA 3 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515559 a DQ515561
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Continuacién Tabla 1. Razas estudiadas de acuerdo con sus regiones de origen, nimero de animales muestreados, referencia y
namero de acceso en GenBank (Fecha de acceso Marzo 2008).

RAZA Sigla Pais N Referencia Accesos

Lidia LID ESPANA 5 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515508 a DQ515512
Albera ALB ESPANA 6 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515541 a DQ515546
Preta PRE Portugal 4 Beja-Pereiraetal., 2006 DQ515592 a DQ515595
Maronesa MAR Portugal 9 Beja-Pereiraetal., 2006 DQ515563 a DQ515572
Mertolenga MER Portugal 10 Beja-Pereiraetal., 2006 DQ515537 a DQ515547
Garvonesa GAR Portugal 7 Beja-Pereira et al., 2006 DQ515501 a DQ515507
Barrosa BAR Portugal 9 Beja-Pereiraetal., 2006 DQ515562 a DQ515571
Alentejana ALE  Portugal 10 Beja-Pereiraetal., 2006 DQ515531 a DQ515540
Lidia LIDp Portugal 5 Beja-Pereiraetal., 2006 DQ515522 a DQ515526
Costeiio con Cuernos CCC Colombia 10 Carvajal-Carmona et al., 2003 AY444483 a AY444492
San Martinero SMT Colombia 10 Carvajal-Carmona et al., 2003 AY444464 a AY444473
Romosinuano ROM Colombia 10 Carvajal-Carmona et al., 2003 AY444445 a AY444454
Harton del Valle HV Colombia 10 Carvajal-Carmona et al., 2003 AY444425 a AY444434
Chino Santandereano CHI  Colombia 8 Carvajal-Carmona et al., 2003 AY444406 a AY444413
Casanarefio CAS Colombia 4 Carvajal-Carmona et al., 2003 AY444402 a AY444405
Blancorejinegro BON Colombia 12 Carvajal-Carmona et al., 2003 AY444390 a AY444401
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3.2 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de clados anidados a partir del programa TCS version 1.1.3
el cual representa el menor niumero de pasos posibles (método parsimonioso)
para acomodar toda una red de haplotipos (Clement et al, 2000). Esta red puede
interpretarse como una medida de distancias para inferencia de la distribucion
espacial de haplotipos. La distribucion de los haplotipos en HV y las relaciones con
razas criollas colombianas, suramericanas, europeas Yy africanas se realiz6
mediante la construccion de redes haplotipicas (networks) por el método de
median joining (MJN) (Bandelt et al., et 1999), con el programa NETWORK 4.1.0.8

(www.fluxusengineering.com).

Las secuencias fueron comparadas con 559 secuencias depositadas en el
GenBank, que representan 50 razas bovinas originarias de Africa, Espafia,
Portugal, India, Argentina, Bolivia, Colombia y el Caribe. Los polimorfismos se
identificaron por comparacion con la secuencia de referencia NC_001567
(Anderson et al. 1982), que es el haplotipo central (Eucons) del cluster taurino
europeo (T3) (Troy et al. 2001). Las variaciones con respecto a la secuencia
consenso u otra raiz de haplotipos (Afcons) se registraron de la siguiente manera:
el haplotipo Afcons es considerado la raiz del cluster taurino africano (T1) y se
diferencia de Eucons por las transiciones C—T, T—C, y T—>C en las posiciones
16050, 16113, y 16255, respectivamente (Afcons (Eucons 0s07-113c-255C).

Las matrices de distancia se basaron en el modelo de Kimura 2-parametros. A
partir de las matrices de distancia se construyeron dendrogramas utilizando el
agrupamiento Neighbor-Joining (Consensus Network), con el programa SplitTree4

(http://www-ab.informatik.unituebingen.de/software/splitstree4/welcome.html).
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4. RESULTADOS

4.1 DIVERSIDAD DE LA REGION CONTROL DEL ADN DEL HARTON DEL
VALLE

4.1.1 Haplotipos y linajes. El analisis de la region hipervariable del ADNmt de
97 secuencias de ganado HV y los grupos control se basé en un fragmento de 350
pb (Figura 1).

M Blai5a 20 62 74 81 114 128 155 172 178 198 215 216 240 242 279 294 309

e e L L S —

Figura 1. Fragmento de 350 pb de la region control del ADNmt de bovinos Harton
del Valle. Celda 1: Marcador de peso molecular de 100 bp.

La alineacién y comparacion entre las secuencias en la poblacién total, revelaron
16 tipos mitocondriales, definidos por el polimorfismo de 26 sitios (Tabla 2, Figura
2). Se encontraron 14 haplotipos en HV, 4 en Hy 3 en B y HVC. La mayoria de los
individuos muestreados en los diferentes grupos genéticos, se clasificaron en el
haplotipo | (59%), que es idéntico a la secuencia consenso europea, Il (12.3%) y
IV (10.3%). El haplotipo XV fue Unico en la raza B y el IX solo se presenté en Hy

HVC. Alrededor del haplotipo | se observan varios haplotipos circundantes.
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Tabla 2. Secuencias de la regidon control del ADNmt, nimero de haplotipos y linajes observados en 97 animales. Se
presentan las posiciones que difieren con respecto a la secuencia consenso europea (Eucons) definida por
Anderson et al., (1982) (en negrilla). Harton del Valle (HV), Holstein (H), Brahman (B) y cruces (HVC).

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Haplotipos o o 0o o o 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 Numero de Linaje
2 5 5 5 5 5 6 6 8 8 1 1 2 2 3 3 3 6 8 9 0 3 4 4 4 5 jpdividuos/haplotipo
2 0 3 5 6 7 1 6 4 7 3 5 2 7 3 5 9 5 5 5 0 4 0 7 8 5
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Figura 2. Red de Haplotipos de ADNmt en HV, B, H y HVC. Los circulos
representan las secuencias haplotipicas, el area es proporcional a la frecuencia
del haplotipo. Los puntos negros representan haplotipos no muestreados o
extintos. En numeros romanos el haplotipo y el nimero de individuos entre
paréntesis.

En las 72 secuencias de HV, se encontraron 14 haplotipos definidos por el
polimorfismo de 24 sitios, de los cuales 18 fueron transiciones y 6 transversiones.
Los haplotipos mas frecuentes fueron: el | (57% de las secuencias), idéntico a la

secuencia europea; el 1l (14%) y el IV (11%), respectivamente. Los demas
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haplotipos ocurrieron en 1 o 2 individuos. No se encontraron los haplotipos IX y
XV.

Con base en la presencia de nucleodtidos en determinadas posiciones, se
clasificaron las secuencias en linajes predefinidos por otros autores (Tabla 2) (Troy
et al., 2001; Miretti et al., 2002). Los haplotipos | al X correspondieron al linaje T3,
que es el haplotipo central (Eucons) de la secuencia europea de referencia para
taurinos (Eucons) (Anderson et al, 1982). Se encontr6 un haplotipo (XI)
perteneciente al linaje T2, (definido por las posiciones 16054, 16185 y 16255), que
es comun en razas del Medio Oriente, en dos individuos HV y en uno HVC. Se
hall6 el linaje T1, (definido por las posiciones 16050, 16113 y 16255) que
considerado la raiz del “cluster” taurino africano (Afcons), representado en los

haplotipos XII al XVI.

Todos los individuos H correspondieron al linaje T3 (Tabla 3). No se hallaron
haplotipos cebuinos en la raza B; en esta raza se encontré un haplotipo ((XV)
reportado como derivado del Afcons y solo se ha encontrado en razas criollas de

América latina; éste haplotipo no se hallé en HV.

En los animales HVC predomind el linaje T3, pero un individuo (HV x H) mostré un
haplotipo Unico (XI) del linaje T2. Como era de esperarse, debido a su
ancestralidad europea el linaje mas comun en HV fue el T3 (91.7%), representado
por nueve haplotipos (Figura 3). Se encontraron cuatro haplotipos T1 (5.6%), lo
cual sugiere la participacion de razas africanas y un haplotipo T2 (2.7%) originario
del Oriente Medio. La distribucion de los haplotipos en HV, muestra tres niveles de
agrupacion: el primero con nueve haplotipos del linaje predominante T3, el
segundo que incluye el haplotipo X de T3 y el linaje T2 y el tercero con los cuatro

haplotipos que conforman el linaje africano T1.
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Tabla 3. Numero y Frecuencia relativa (%, entre paréntesis) de Linajes T1
(haplotipo taurino de origen africano), T2 (haplotipo taurino originado en Oriente
Medio) y T3 (haplotipo taurino de origen europeo) en ganado HV, B, Hy HVC

Raza y/o

Cruce N T1 T2 T3
HV 72 4(550) 2 (2.8) 66 (91.7)
B 6 1(16.7) O 5 (83.3)
H 9 0 0 9 (100)
HVC 10 0 1 (10) 9 (90)
Total 97 5.1 3.1 91.8

K (1)

(1) O

® (1)

™

H(2)

Figura 3. Red de Haplotipos de ADNmt de 72 individuos Harton del Valle
construida mediante el método “Median joining” (Bandelt et al., 1999). Los circulos
representan las frecuencias haplotipicas y el area es proporcional a la frecuencia
del haplotipo. En numeros romanos el haplotipo y entre paréntesis el nUmero de
individuos. Los linajes se representan con colores: T1 (verde), T2 (azul) y T3
(amarillo). Las lineas representan el nUmero de eventos mutacionales que separan
los haplotipos. Los puntos negros son haplotipos extintos o no muestreados.
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El haplotipo I, estuvo presente en las nueve poblaciones HV (Tabla 4); en JA todos
los individuos pertenecieron a este grupo. Los haplotipos Il (14%) y IV (11%) se
hallaron en cinco y cuatro poblaciones, respectivamente. Los haplotipos Il, VI 'y VII
fueron uUnicos en CR, EC y ZH, respectivamente. LO se destacé porque fue la

Unica que presento los tres linajes y UN y PR mostraron dos linajes.

Tabla 4. Frecuencias relativas de haplotipos agrupados de acuerdo con el linaje y
el hato en la raza Hartén del Valle.

Poblaciones

Linaje Haplotipo EC CR UN GC JA LO PR SR ZH

| 042 020 084 033 100 047 070 0.63 0.33
I 0.00 0.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 o0.00

Il 033 000 000 000 000 020 010 013 0.33

T3 1% 008 060 007 000 000 006 000 025 000
v 000 000 000 033 000 000 010 000 0.00
Vi 008 000 000 000 000 000 000 000 0.00
Vi 000 000 000 000 000 000 000 000 033
Vil 008 000 000 000 000 000 000 000 0.00
X 000 000 000 033 000 000 000 000 0.00
T2 XI 000 000 007 000 000 006 000 000 0.00
T1
Xl 000 000 000 000 000 000 01 000 000
Xl 000 000 000 000 000 006 000 000 0.00
XIV 000 000 000 000 000 006 000 000 000
XVI 000 000 000 000 000 006 000 000 000
Haplotipos/
poblacién 5 3 3 3 1 7 4 3 3

La diversidad haplotipica promedio estimada mediante el método de Nei (1987),
en nueve hatos de la raza HV fue de 0.65 = 0.05 (Tabla 5), valor inferior
encontrado en la raza B pero superior al de H y HVC. Los hatos GC y LO se
destacaron por tener la mayor diversidad haplotipica y nucleotidica, UN por la baja
diversidad (0.26) y JA por ser uniforme a nivel de su ADNmt.
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Tabla 5. Numero de haplotipos, diversidad haplotipica y nucleotidica en nueve
poblaciones de ganado HV y en las razas B, H y el cruce HVC, estimados
mediante el método de Nei (1987) con el programa Arlequin. Numero de datos: N

Razay/o Poblacion N No Haplotipos Diversidad Diversidad
cruce Haplotipica Nucleotidica
EC 12 5 0.75+£0.09 0.04+ 0.03
CR 5 3 0.70£0.21 0.03x 0.03
HV UN 13 3 0.29+£0.15 0.04% 0.03
GC 3 3 1.00+0.27 0.18+ 0.15
JA 3 1 0.00£0.00 0.00zx 0.00
LO 15 7 0.77+£0.10 0.11% 0.06
PR 10 4 0.53+0.18 0.07% 0.04
SR 8 3 0.60+0.16 0.03+ 0.03
ZH 3 3 1.00+£0.27 0.05+ 0.05
Subtotal 72 14 0.65+0.05 0.06 + 0.04
B 6 3 0.73+0.15 0.11+0.08
H 9 4 0.58+0.18 0.02+0.02
HVC 10 4 0.53+0.18 0.05+0.04

El analisis molecular de varianza (Tabla 6) no detectd diferencias significativas

entre los grupos genéticos (HV, H, By HVC) y el indice de fijacién (Fst) no fue

significativo, porque heterogeneidad de varianzas no permitié6 detectar la

diferenciacion. Tampoco hubo diferencias entre las nueve poblaciones HV y no se

detecto estructura genética entre ellas.

Tabla 6. Analisis de varianza molecular entre grupos genéticos (HV, H, By HVC) y

entre nueve poblaciones de Harton del Valle.

Fuente de Variacion Gl. Suma Componentes % Fst
Cuadrados de varianza

Entre grupos genéticos 3 2.195 -0.003 Va -0.49  -0.004"™

Dentro de grupos genéticos 93 72.908 0.783 Vb 100.49

Total 96 75.103 0.780

Entre poblaciones de HV 8 7.962 0.028 Va 3.53 0.03™

Dentro de poblaciones 63 48.913 0.776 Vb 96.47

Total 71 56.875 0.805
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4.2 RELACIONES DEL HARTON DEL VALLE CON EL GANADO CRIOLLO
COLOMBIANO

Las 72 secuencias de HV fueron alineadas con 73 secuencias de Ganado Criollo
Colombiano (GCC) publicadas en el GenBank (Carvajal-Carmona et al., 2001) y la
comparacion entre ellas revel6 19 haplotipos representativos del linaje T3, 12
haplotipos para el linaje T1 y un haplotipo Unico del linaje T2 (Figura 4). La mitad
de los haplotipos hallados en HV (7/14) no han sido reportados en GCC; dichos
haplotipos son V, VI, VII, VIII, X, Xl y XIll. De acuerdo con su ancestria europea
la mayoria de las secuencias de HV y de GCC se ubicaron en el linaje T3. De los
12 haplotipos T1, cinco se hallaron en el HV. En el linaje T2 (haplotipo XI) se

encontraron dos individuos HV y seis de GCC.
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Figura 4. Red de haplotipos de 72 secuencias HV comparadas con 74 secuencias
de Ganado Criollo Colombiano (GCC). Entre paréntesis el nimero de individuos.
Los circulos representan las frecuencias haplotipicas y el area es proporcional a
la frecuencia del haplotipo. En nimeros romanos el haplotipo y entre paréntesis el
namero de individuos. Los linajes se representan con colores: T1 (verde), T2 (azul)
y T3 (amarillo).
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Se generaron matrices de distancia basadas en el modelo Kimura 2p, con las
cuales se produjeron arboles filogenéticos mediante el agrupamiento Neighbor-
Joining, teniendo en cuenta redes de consenso, con el programa Mega v3.0. Al
relacionar las siete razas criollas colombianas con las de éste trabajo, se observo
que el Blancorejinegro y el Chino Santandereano se diferenciaron notoriamente de
las deméas razas. EI HV y sus cruces (HVC), mostraron proximidad con
Romosinuano y Holstein; el Brahman se agrupé con el Casanarefio y el San

Martinero (Figura 5, Tabla 7).

Figura 5. Arbol filogenético de ganado colombiano inferido a partir de una
secuencia del D-loop basada en la distancia de Kimura 2p agrupadas por el
método Neigborg joining. Harton del Valle (HV), Hartén del Valle cruzado (HVC),
Brahman (B), Holstein (HOL),Romosinuano (ROS), Sanmartinero (SMT),
Blancorejinegro (BON), Casanarefio (CAS), Chino Santandereano (CHS), Costefio
con Cuernos (CCC).
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Tabla 7. Matriz de distancia basada en el modelo Kimura 2p, entre ganado criollo
colombiano, H y B, con el programa Mega v3.0. San Martinero (SMT),
Romosinuano (ROS), Chino Santandereano (CHS) Blancorejinegro (BON),
Casanarefio (CAS) Costefio con Cuernos (CCC) Hartén del Valle (HV), Holstein
(H) y Brahman (B).

SMT ROS CHS BON CAS CcccC HV HVC H B

SMT

ROS 0.0071

CHS 0.0138 0.0107

BON 0.0143 0.0108 0.0175

CAS 0.0085 0.0055 0.0124 0.0132

CCC 0.0107 0.0071 0.0141 0.0146 0.0093

HvC 0.0087 0.0047 0.0120 0.0113 0.0075 0.0092

Hv ~ 0.0087 0.0047 0.0122 0.0120 0.0073 0.0090 0.0057

H 0.0070 0.0030 0.0108 0.0105 0.0058 0.0076 0.0039 0.0043

B  0.0095 0.0066 0.0137 0.0142 0.0085 0.0106 0.0083 0.0083 0.0066

4.3. RELACIONES DEL HARTON DEL VALLE CON RAZAS DEL MUNDO

Con el programa TCS se construyd una red de haplotipos con 559 secuencias de
todo el mundo que incluyeron razas Bos taurus y Bos indicus (Tabla 1). Al depurar
la red y excluir las secuencias no relacionadas con la informacion generada en
este trabajo quedaron 353 secuencias, entre las cuales solo se hallaron

secuencias de razas ibéricas, africanas y criollas de América Latina. La red
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depurada reveld la presencia de 37 haplotipos diferentes, de los cuales el HV

compartié nueve y siete fueron unicos (Figura 6).

T2

T3

T1

Figura 6. Red de haplotipos de 72 secuencias HV (violeta) comparadas con 353
secuencias de todo el mundo (naranja). Los circulos representan las frecuencias
haplotipicas y el area es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Las lineas
representan el nimero de eventos mutacionales que separan los haplotipos. El
punto rojo es un haplotipo extinto o no muestreado.

En el haplotipo central del cluster T3 (eucons), se hallaron el 50% de las
secuencias (175/353), que incluyeron 87 secuencias de HV (80% de éste trabajo),
29 secuencias de razas espafiolas (Pajuna, Lidia, Rubio Gallego, Avilefa,
Mostrenca, Murciana, Monchina, Morucha, Negra Serrana, Retinta, y Tudanca), 15
secuencias de razas portuguesas (Preta, Maronesa, Garvonesa y Mertolenga), 10
de Criollo Argentino, 2 de Criollo Boliviano, 6 de Criollo del Caribe y 3 de la raza
Kuri de Africa.

El 15% de las secuencias se situaron en el haplotipo central del cluster africano

(T1) (afcons). La mayoria de ellas (60%) correspondieron a animales de razas

africanas (Egipcia, Kapsiki, N'Dama, Somba, White Fulani, Kuri y Kenana) y en
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menor proporcion de razas de Espafia, Portugal, criollas del Caribe y Colombia (1
HV, 2 Romosinuano). Los cuatro individuos HV del linaje T1, encontrados en este

trabajo se ubicaron en haplotipos periféricos.

En el lingje T2 se hall6 un haplotipo Unico que incluyé cinco HV, dos
Blancorejinegro y un Chino Santandereano que parece haber evolucionado en

Colombia, puesto que no incluye animales de otras razas.

La relacion existente entre el HV con razas ibéricas y africanas se presenta en el
Figura 7, donde se confirma la proximidad con las razas ibéricas principalmente
las espafiolas Tudanca, Rubio Gallego, Negra Serrana, Murciana, Pajuna y
Avilefia y las portuguesas Garvonesa y Mertolenga. Asi mismo, en un cluster
distinto se encontraron las razas africanas, siendo la Kuri la mas cercana al HV.
Teniendo en cuenta las secuencias de razas Ibéricas, Africanas Yy
Latinoamericanas, se construyé un arbol filogenético (Figura 8) que confirma la
ancestralidad ibérica y la influencia africana en las razas criollas de América
Latina; apenas la Criolla de Guadalupe se distancia de las deméas. Con excepcion
del Blancorejinegro y el Chino Santandereano, las razas colombianas se agrupan
en un cluster entremezcladas con razas espafiolas, portuguesas y con las criollas

de Argentina, Bolivia y el Caribe.
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Figura 7. Arbol filogenético que relaciona el HV con razas ibéricas y africanas,
inferido a partir de una secuencia del D-loop, basada en la distancia de Kimura 2p
agrupadas por el método Neigborg joining con el programa Mega v.3.0
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Figura 8. Arbol filogenético que relaciona el HV con razas ibéricas, Africanas y Latinoamericanas, inferido a partir de
una secuencia del D-loop, basada en la distancia de Kimura 2p agrupadas por el método Neigborg joining con el
programa Mega v.3.0.
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4.4 INTROGRESION DE BOS INDICUS EN GANADO HARTON DEL VALLE.

Aunque se probaron los microsatélites BM186, INRA126 e INRA189, los
resultados fueron desechados porque estos sistemas amplificaron en hembras
utilizadas como controles. La mayoria de los autores han detectado introgresion
con el sistema INRA124, aunque no presentan la razon por la cual utilizan este
anico sistema. Con el microsatélite INRA124, se evaluaron 38 machos HV de
nueve poblaciones (Tabla 8). El alelo especifico de Bos indicus (130 pb) estuvo
presente Unicamente en dos machos HV, ambos provenientes de la misma finca

(CR), para un porcentaje de introgresién de Cebu en HV del 5%.

Tabla 8. Numero y proporcion (%) de los alelos Y indicus y taurino amplificados
con el microsatélite INRA124

Raza y/o cruce N Numero de Alelos Y Indicino Taurino
indicus - taurus % %
HV 38 2 36 5 95
Holstein 2 0 2 0 100
Brahman 1 1 0 100 0
HV x Bos indicus 1 1 0 100 0
HV x Bos taurus 7 0 7 0 100
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5. DISCUSION

5.1 VARIACION DE LA REGION CONTROL DEL ADNmt EN EL GANADO
HARTON DEL VALLE

Basado en los resultados obtenidos es posible verificar la existencia de un pool
altamente diverso en el ADNmt de la raza HV, puesto que se hallaron 14
haplotipos y tres linajes mitocondriales. Los diferentes haplotipos se definieron por
el polimorfismo de 24 sitios, 18 de los cuales fueron transiciones y 6
transversiones, indicando el sesgo transicional, que ha sido previamente descrito
en bovinos (Loftus et al. 1994; Bradley et al. 1996; Carvajal-Carmona et al. 2003).
Este numero de haplotipos fue notoriamente superior al hallado en HV (7)
(Carvajal-Carmona et al. 2003) y en cuatro razas criollas brasilefias y una
argentina (9) (Miretti et a., 2002) y similar al encontrado en tres razas criollas de

Caribe y la raza Nellore (17) (Maguee et al., 2002).

El ganado bovino fue introducido al Caribe por los conquistadores espafioles en
1943 (Wilkings, 1984) y en 1525 ya se habia expandido a Centro y Suramérica;
también se ha reportado embarques de ganado desde Portugal al Brasil (Primo,
1992) y que bovinos africanos fueron introducidos al continente, durante los siglos

XVI1y XVII, como consecuencia de las rutas de comercio de esclavos.

El HV presentd una gran influencia del ADmt europeo (T3) y una baja proporcion
de africano (T1), que se evidencia en la distribucién de sus linajes (5.6, 2.7 y
91.7%, para T1, T2 y T3, respectivamente). Este resultado contrasta
notablemente, con la proporcion reportada para ésta raza (38, 29 y 33%) por
Carvajal-Carmona et al., (2003) quienes muestrearon 21 individuos en una sola
finca. También, difiere a la hallada por los mismos autores, en siete razas de

ganado criollo colombiano (26, 9 y 65%).
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Se observé cierto grado de participacion de razas africanas en el HV. En razas
ibéricas se han detectado haplotipos de origen africano (Cymbron et al., 1999;
Miretti et al., 2002; Beja-Pereira et al., 2006) y también en ganados criollos de
América (Carvajal-Carmona et al., 2001, Egito, 2007, Magee et al., 2002; Miretti et
al., 2002; Mirol et al., 2003). En razas criollas de Brasil se ha encontrado una
elevada participacibn materna de razas de origen africano (T3=44.4% vy
T1=40.7%), siendo el Unico pais suramericano que formd su ganaderia criolla con

ganados de origen portugués (Egito, 2007).

Liron et al, (2006), al analizar 454 secuencias de ganado criollo (Colombia,
Argentina, Brasil y Antillas), ibérico y africano encontraron que el haplogrupo T3
fue el mas comun en las razas criollas americanas (63.6%), seguido del africano
T1 (32.4%) y por ultimo, el haplogrupo del cercano oriente T2 (4%). Dentro del
linaje africano hallaron dos subclados: el T1a, reportado en bovinos de Brasil y de
las Antillas Menores, cuya distribucion en Africa se desconoce y el T1 que se limita
a la regibn de América colonizada por los espafioles. En el Hartén del Valle
predominé el haplogrupo europeo (91.7%) y el porcentaje de linajes africano fue
notoriamente menor; se encontrd un individuo Brahman con el haplotipo T1a, cuyo
origen probable pudo ser Brasil. Dos individuos HV, pertenecientes a la misma
poblacién, mostraron el linaje T2, ubicado frecuentemente en el Cercano Oriente y

solo reportado en Colombia.

La presencia de haplotipos africanos en el ganado HV ha sido explicada de
diferentes maneras: i) el linaje T1 llegé a América directamente desde el oeste de
Africa, traido desde los puertos intermedios utilizados en los viajes para el
comercio de esclavos. ii) introgresion de ganados africanos a la peninsula ibérica,
durante la invasion arabe, antes de la conquista de América. iii) introgresion de
ganados brasilefios cuyos ancestros portugueses tienen matrilineas africanas
(Magee et al. 20002; Mirol et al. 2003; Miretti et al. 2004; Lirdn et al. 2006).
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La diversidad nucleotidica media en HV (0.06+£0.04) fue inferior a la de la raza B,
pero superior a las de H y HVC. El hato LO se destacO por tener la mayor
diversidad haplotipica y nucleotidica y fue la Unica que mostrd los tres linajes
mitocondriales. Es la hacienda con la mas antigua tradicion de cria de ganado de
la raza HV, que se origind con una base genética amplia de animales puros
descendientes de antiguas ganaderias de Roldadillo (Valle del Cauca), y ha
fomentado el uso de sementales procedentes de otras ganaderias. Este hato es
de sumo interés para la conservacion de la variabilidad de la raza, puesto que se
hallé alta diversidad en todos los niveles estudiados (microsatélites autosémicos,
ADNmt y proteinas de la leche).

5.2 RELACION DEL HARTON DEL VALLE CON OTRAS RAZAS BOVINAS
CRIOLLAS Y COLOMBIANAS

Al relacionar siete razas criollas colombianas estudiadas por Carvajal-Carmona et
al, (2003) con las de éste trabajo, se observé proximidad entre el HV y sus cruces,
con la raza criolla Romosinuano y la Holstein colombiana y en menor grado con el
Costeio con Cuernos, el Casanareiio y el San Martinero. Esta proximidad ya
habia sido reportada por Pinzén (1984) quien atribuy6 al CCC el origen del
Romosinuano, el HV y el Chino Santandereano. Asi mismo, afirmé que los
vacunos llegaron al Valle del Cauca por los cuatro puntos cardinales y que los que
entraron por el norte y el oriente eran derivados del tronco ancestral desarrollado

en la costa del Caribe (Pinzon, 1991).

La cercania del HV y sus cruces (HVC) con la raza Holstein, se explica porque los
animales H fueron muestreados en el Valle del Cauca, donde esta raza se produjo
por absorcion del HV y porque la mayoria de los animales cruzados analizados

eran F; entre ambas razas.
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El Brahman, un poco mas distante del HV, se incluyéo en un cluster con el
Casanarefio y el San Martinero. En el Casanarefio se ha encontrado con ADNmt,
un 49% de introgresion con Cebu (Martinez et al., 2006), mientras que estudios
citogenéticos del cromosoma Y revelaron 100% de introgresion (Sénchez et al.,

2008) y con microsatélites autosémicos (Sastre et al. 2007).

Varios estudios han demostrado una profunda bifurcacion en el ADNmt bovino
entre los dos mayores taxa del ganado doméstico Bos indicus y Bos taurus,
indicando una divergencia previa a la domesticacion (Loftus et al. 1994; Bradley et
al. 1996). Al igual que en otros trabajos con ganado Bos indicus en América, no se
observaron haplotipos cebuinos en ninguna de las muestras Brahman analizadas.
El Cebu americano ha mostrado haplotipos de origen taurino, lo cual indica que su
formacion tuvo lugar exclusivamente a partir de hembras Bos taurus y machos
Bos indicus (Mirol et al., 2003; Barrera et al., 2006; Egito, 2007, Meirelles et al.
1999). EIl origen del ganado Brahman se remonta al siglo XIX en los Estados
Unidos, con la participacién de las razas Guzera, Nelore, Krishna Valley y Gyr,
importadas de la India y Brasil. En Colombia se form6 por absorcion en razas
criollas colombianas (Pinzén, 1991) y hoy en dia, constituye mas del 95% del hato

Cebu nacional (Asocebu, www.asocebu.com, 2008).

5.3 RELACIONES DEL HARTON DEL VALLE CON RAZAS DEL MUNDO

Aunque no se conoce con seguridad las razas ancestrales de los criollos
americanos, algunos reportes indican que, posiblemente, eran ganados de la zona
sur de Espafia; otros autores afirman que también salieron barcos desde Galicia
en el norte de Espafa y de las Islas Canarias, ruta y escala habitual en los viajes a
Ameérica (Primo, 1992). Rouse (1977) indica que las razas espafiolas Retinta,
Berrenda, Cacereflay Andaluza negra, podrian haber participado en la formacion
de la ganaderia americana. Casas y Valderrama (1998) sugieren que en el Hartén
se encuentran combinadas la Rubio Gallega y sus modalidades Palmefa y Canaria,
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la Asturiana de los Valles y la Minorquina o Mahonesa. EI HV mostré alta
proximidad con razas ibéricas y en una baja proporcién con las africanas. Entre las
ibéricas las mas cercanas fueron: Tudanca, Rubio Gallego, Negra Serrana,

Murciana, Pajuna y Avilefia y las portuguesas Garvonesa y Mertolenga.

5.4 INTROGRESION DE BOS INDICUS EN GANADO HARTON DEL VALLE

Sanchez et al. (2007) detectaron un grado de introgresién genética promedio
estimado de 20.89%, en siete razas de GCC que fueron analizadas
citogenéticamente. En el HV no detectaron introgresion cebuina, puesto que el
cromosoma Y submetacentrico, caracteristico de los Bos taurus, fue observado en

los 8 toros estudiados.

La presencia de 5-8% patrilinajes de origen cebuino, en bovinos criollos
colombianos también habia sido detectada previamente con los marcadores
microsatélites del cromosoma Y (INRA124, INRA126 y BM861); para la raza HV
se encontraron diferentes grados (0-27%), dependiendo del tipo de analisis
utilizado (Bedoya et al, 2003). Cabe anotar que en este trabajo, los resultados
obtenidos con los microsatélites INRA126 y BM861 no fueron tenidos en cuenta,

puesto que amplificaron en hembras utilizadas como controles.

El porcentaje de introgresion del 5% hallado en 38 toros HV en este trabajo,
muestra que con excepcidon de un productor, los toros que se han estado
utilizando no tienen influencia cebuina. El uso del microsatélite INRA124 como
marcador Unico de introgresion con cebl ha sido utilizado en bastos estudios de
introgresion en Africa y en razas criollas americanas (Hanotte, et al., 2002;
Giovambattista et al. 2001).
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6. CONCLUSIONES

En la raza Hartén del Valle existe un pool altamente diverso en la regién control
del ADNmt. La subpoblacion LO se destac6 por tener la mayor diversidad

haplotipica y nucleotidica y fue la Unica que mostré los tres linajes mitocondriales.

De acuerdo con su ancestralidad espafola, la raza HV tiene una marcada
influencia del ADmt europeo (91.7%) Yy una baja participacion de taurinos de
origen africano (5.6%). Entre las razas espafiolas las mas cercanas fueron
Tudanca, Rubio Gallego, Negra Serrana, Murciana, Pajuna y Avilefia y entre las

portuguesas Garvonesa y Mertolenga.
Se encontré alta proximidad entre el HV con la raza criolla Romosinuano y en
menor grado con el Costefio con Cuernos, el Casanarefio y el San Martinero. Asi

mismo, diferenciacion del Blancorejinegro y el Chino Santandereano.

Con el microsatélite INRA124 se encontrd que el HV tiene un bajo porcentaje de

introgresiéon de la raza Brahman (5%).
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ANEXO

Anexo 1. Frecuencias Génicas para Hartén del Valle (HV), Holstein (H), Brahman
(B) y HVC de acuerdo con el microsatélite. El alelo N corresponde a alelo nulo.

Locus Alelo HV B H HVC
BM1818 256 0.035 0.028 0.000 0.016
258 0.132 0.139 0.000 0.063
260 0.227 0.111 0.231 0.281
262 0.124 0.389 0.192 0.078
264 0.397 0.167 0.423 0.391
266 0.054 0.083 0.115 0.125
268 0.016 0.028 0.038 0.031
270 0.011 0.000 0.000 0.016
278 0.003 0.056 0.000 0.000
BM1824 174 0.000 0.000 0.000 0.016
176 0.132 0.083 0.231 0.094
178 0.137 0.361 0.077 0.203
180 0.309 0.472 0.154 0.281
182 0.011 0.000 0.000 0.031
186 0.352 0.056 0.500 0.344
190 0.024 0.000 0.038 0.031
192 0.003 0.028 0.000 0.000
N 0.032 0.000 0.000 0.000
INRAG3 178 0.051 0.000 0.115 0.000
180 0.268 0.000 0.192 0.266
182 0.249 0.167 0.577 0.516
184 0.092 0.000 0.038 0.078
185 0.049 0.056 0.000 0.016
186 0.124 0.444 0.000 0.078
190 0.124 0.000 0.000 0.016
192 0.005 0.000 0.000 0.000
N 0.038 0.333 0.077 0.031
ILSTS006 278 0.013 0.000 0.000 0.000
288 0.038 0.083 0.000 0.016
290 0.247 0.083 0.125 0.172
292 0.142 0.333 0.167 0.156
294 0.188 0.139 0.167 0.266
296 0.191 0.167 0.417 0.328
298 0.102 0.111 0.125 0.047
300 0.054 0.000 0.000 0.016
304 0.008 0.028 0.000 0.000
N 0.016 0.056 0.000 0.000
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Anexo 1 Continuacion Frecuencias Génicas para Harton del Valle (HV), Holstein
(H), Brahman (B) y HVC de acuerdo con el microsatélite. El alelo N corresponde a
alelo nulo.

Locus Alelo HV B H HVC
INRAS 136 0.054 0.111 0.000 0.000
138 0.202 0.222 0.038 0.081
140 0.446 0.417 0.615 0.435
142 0.210 0.111 0.308 0.258
144 0.059 0.139 0.038 0.129
148 0.003 0.000 0.000 0.000
N 0.027 0.000 0.000 0.097
INRA23 198 0.005 0.028 0.000 0.000
200 0.022 0.111 0.000 0.000
204 0.059 0.194 0.038 0.031
206 0.049 0.083 0.154 0.047
210 0.062 0.000 0.154 0.141
212 0.103 0.000 0.115 0.250
214 0.108 0.000 0.038 0.125
216 0.116 0.056 0.077 0.063
218 0.081 0.083 0.192 0.063
220 0.281 0.333 0.192 0.188
222 0.016 0.000 0.038 0.000
N 0.097 0.111 0.000 0.094
HAUTH27 142 0.003 0.028 0.000 0.016
145 0.030 0.028 0.115 0.094
147 0.140 0.083 0.269 0.156
149 0.105 0.167 0.077 0.094
152 0.288 0.306 0.192 0.344
154 0.228 0.083 0.077 0.141
158 0.065 0.083 0.077 0.094
160 0.094 0.000 0.192 0.063
N 0.048 0.222 0.000 0.000
HEL5 150 0.043 0.250 0.115 0.031
152 0.200 0.139 0.077 0.094
156 0.181 0.000 0.038 0.094
158 0.114 0.167 0.077 0.047
160 0.051 0.056 0.077 0.156
162 0.084 0.139 0.231 0.203
164 0.095 0.028 0.154 0.156
166 0.151 0.111 0.154 0.125
168 0.054 0.056 0.077 0.031
N 0.027 0.056 0.000 0.063
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Anexo 1 Continuacion Frecuencias Génicas para Harton del Valle (HV), Holstein
(H), Brahman (B) y HVC de acuerdo con el microsatélite. El alelo N corresponde a
alelo nulo.

Locus Alelo HV B H HVC
ETH152 190 0.011 0.056 0.000 0.016
192 0.016 0.000 0.000 0.000
196 0.091 0.583 0.154 0.047
198 0.134 0.028 0.115 0.203
200 0.177 0.056 0.154 0.156
202 0.218 0.139 0.269 0.297
204 0.129 0.028 0.269 0.063
206 0.105 0.028 0.000 0.063
210 0.054 0.000 0.038 0.063
212 0.027 0.000 0.000 0.016
214 0.016 0.028 0.000 0.016
N 0.022 0.056 0.000 0.063
INRA35 108 0.257 0.056 0.385 0.219
110 0.078 0.139 0.000 0.094
111 0.027 0.056 0.000 0.000
112 0.565 0.333 0.615 0.609
120 0.030 0.056 0.000 0.031
130 0.016 0.194 0.000 0.016
N 0.027 0.167 0.000 0.031
HEL13 174 0.011 0.056 0.038 0.000
180 0.011 0.056 0.000 0.016
184 0.019 0.306 0.038 0.031
186 0.055 0.056 0.000 0.000
188 0.038 0.111 0.000 0.016
190 0.158 0.167 0.231 0.203
192 0.210 0.139 0.231 0.281
196 0.322 0.056 0.423 0.375
198 0.077 0.056 0.038 0.016
N 0.098 0.000 0.000 0.063
ILSTS005 180 0.019 0.083 0.000 0.000
182 0.274 0.056 0.231 0.328
184 0.444 0.528 0.538 0.469
186 0.075 0.000 0.000 0.063
188 0.046 0.306 0.000 0.031
190 0.024 0.028 0.000 0.031
194 0.000 0.000 0.000 0.016
400 0.118 0.000 0.231 0.063
170 0.003 0.000 0.000 0.000
N 0.032 0.059 0.000 0.065
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Anexo 1 Continuacion Frecuencias Génicas para Harton del Valle (HV), Holstein
(H), Brahman (B) y HVC de acuerdo con el microsatélite. El alelo N corresponde a
alelo nulo.

Locus Alelo HV B H HVC
ETH225 142 0.178 0.147 0.115 0.177
144 0.005 0.000 0.038 0.032

146 0.089 0.059 0.038 0.129

148 0.065 0.000 0.077 0.016

150 0.189 0.059 0.192 0.177

152 0.249 0.029 0.154 0.306

154 0.078 0.059 0.115 0.016

156 0.019 0.118 0.000 0.000

160 0.092 0.471 0.269 0.081

170 0.003 0.000 0.000 0.000

N 0.032 0.059 0.000 0.065

MM12 105 0.022 0.250 0.000 0.016
116 0.038 0.056 0.000 0.031

118 0.086 0.000 0.231 0.063

120 0.242 0.139 0.154 0.234

121 0.070 0.028 0.000 0.078

122 0.089 0.111 0.000 0.109

124 0.035 0.167 0.038 0.031

126 0.035 0.000 0.000 0.031

130 0.022 0.028 0.000 0.016

132 0.250 0.000 0.500 0.391

138 0.011 0.000 0.000 0.000

N 0.102 0.222 0.077 0.000

MM8 136 0.168 0.029 0.192 0.183
138 0.098 0.294 0.038 0.100

140 0.366 0.500 0.385 0.350

142 0.098 0.000 0.038 0.083

144 0.073 0.088 0.154 0.050

146 0.073 0.000 0.115 0.050

148 0.042 0.000 0.000 0.083

150 0.017 0.029 0.077 0.067

N 0.067 0.059 0.000 0.033
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