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MEDIDA DE LA DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA A TRAVES DEL ADN MITOCONDRIAL
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RESUMEN

Se establecio un programa de conservacion ex situ de ganado criollo Yacumefio fragmentando el hato origi-
nal. Con el fin de evaluar el efecto de la fragmentacion, sobre la diversidad mitocondrial, se analizaron 28 secuen-
cias del D-loop mitocondrial de 14 individuos muestreados en el afio 1998 y 14 en el afio 2010. EI célculo de la
diversidad nucleotidica y la media de diferenciase entre pares de secuencias en el bovino Criollo Yacumefio fue-
ron de 0,110 + 0,073 y 1,757 + 1,051, respectivamente. Ninguna de estas dos estimaciones mostré valores supe-
riores al muestreo del afio 2010 (0,124 + 0.083 y 1,978 + 1,188). Por lo tanto, se puede afirmar gue no existié una
pérdida de diversidad mitocondrial en el hato fragmentado. Por otro lado, el estudio determiné que los haplogru-
pos europeo (T3) y africano (T1) se hallan representados por 11 haplotipos en el hato Yacumefio, uno de ellos es
privativo de esta raza.

Palabras claves: Conservacion ex situ. D-loop mitocondrial. Diversidad nucleotidica.

INTRODUCCION

Existen trabajos acerca de las evidencias histéricas de la llegada de los bovinos a Sudamérica (Sal Paz, 1986;
Primo, 1992; De Alba, 2011). Independientemente del origen y los puntos de entrada del criollo a Bolivia, éste se
convirtié en el Gnico recurso zoogenético disponible en todos los ecosistemas del pais hasta principios del Siglo
XX. A partir de la década del 40, en los llanos subtropicales bolivianos, se utilizé el Bos indicus como fuente de
cruzamiento sobre ganado criollo, ocasionando una paulatina disminucion de los genes criollos (Pereira et al.,
2008). Un ejemplo de esta situacion es la venta del plantel de ganado Yacumefio que ostentaba el titulo de ser el
Unico hato criollo, a nivel nacional, seleccionado por fertilidad y ganancia de peso durante méas de 40 afios. Ante
esta situacion, la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV) de Santa Cruz - Bolivia toma la decision de comenzar
un programa de conservacion (PC) ex situ del Criollo Yacumefio. Un paso importante del PC es disefiar un siste-
ma de cruzamiento dentro del hato cerrado. Este Ultimo debe ser lo suficientemente eficiente como para mantener
baja la consanguinidad y alta la variabilidad genética de dicha poblacion. Para tener éxito en el PC se debe cono-
cer el efecto de la fragmentacion del hato original en la sub-poblacion perteneciente al PC es decir, se debe deter-
minar si se perdié diversidad genética al subdividir el hato en varias poblaciones. Afortunadamente, debido al
gran avance en técnicas moleculares las relaciones filogenéticas entre razas bovinas han sido estudiadas mediante
marcadores autosémicos, tales como microsatélites y otros (Magee et al., 2002; Liron et al., 2006; MacNeil et al.,
2006). Recientemente, varios trabajos describieron la region control del ADN mitocondrial (ADNmt) en razas
criollas americanas de Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia e islas del Caribe, entre otras (Lir6n et al., 20086,

Pagina 1de 4


http://www.pbg.com.bo/index.php/espacio-tecnico/articulos/articulo-del-mes/187-evaluacion-del-efecto-de-la-fragmentacion-poblacional-del-bovino-criollo-yacumeno-sobre-la-diversidad-mitocondrial-princ
http://www.pbg.com.bo/index.php/espacio-tecnico/articulos/articulo-del-mes/187-evaluacion-del-efecto-de-la-fragmentacion-poblacional-del-bovino-criollo-yacumeno-sobre-la-diversidad-mitocondrial-princ
http://www.pbg.com.bo/index.php/espacio-tecnico/articulos/articulo-del-mes/187-evaluacion-del-efecto-de-la-fragmentacion-poblacional-del-bovino-criollo-yacumeno-sobre-la-diversidad-mitocondrial-princ
mailto:antonios8@hotmail.com
http://www.produccion-animal.com.ar/

Sitio Argentino de Produccién Animal

2011; Magee et al., 2002; Miretti et al., 2002, 2004; Carvajal-Carmona et al., 2003; Mirol et al., 2003; Ginja et
al., 2010), reportando la existencia de secuencias correspondientes a los haplogrupos africano, europeo y del Cer-
cano Oriente en el criollo americano. Esto sugiere que el ADNmt puede ser utilizado para identificar grupos de
individuos debido a que la herencia del genoma mitocondrial se transmite exclusivamente a través de via materna
y, que ademas, posee un fragmento denominado D-loop altamente polimérfico. El objetivo del presente trabajo
consistio en evaluar el efecto de la fragmentacion poblacional sobre la diversidad mitocondrial, calcular la diver-
sidad nucleotidica y caracterizar la composicién haplotipica del hato Criollo Yacumefio antes y después de la ven-
ta del hato original. Estos resultados serviran para definir matrilinajes y mejorar el PC del ganado bovino Criollo
Yacumefio de la FCV.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron muestras de ADN obtenido de sangre de 28 bovinos criollos Yacumefios. Las muestras co-
rresponden a dos muestreos realizados en el mismo hato en afios diferentes, 14 en el afio 1998 (hato completo,
N1ggg) Y Otras 14 de un segundo muestreo (hato fragmentado, Nyg10). EI ADN gendmico se obtuvo de las muestras
mediante los métodos de extraccién organica o de DNAzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Un fragmento de
la region hipervariable | de la region control del ADN mitocondrial (Posiciones 16023 — 16262) fue amplificado
mediante la técnica de PCR utilizando los primers L15960 y H16334 sugeridos por Troy et al. (2001). Los pro-
ductos de amplificacion fueron purificados con polietileno glicol 8000 y secuenciados en un secuenciador Mega-
BACE 1,000 utilizando el kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare) y los mismos primers de amplifi-
cacion. Las secuencias fueron editadas con el software MegaBACE Sequence Analyzer (GE Healthcare). Las
secuencias obtenidas del D-loop fueron alineadas mediante el algoritmo CLUSTAL-W multiple alignment. Las
variaciones del D-loop fueron definidas por comparacién directa con la secuencia mitocondrial de referencia eu-
ropea T3 (NUmero de acceso VV00654), publicada por Anderson et al. (1982). La diversidad genética mitocondrial
fue evaluada mediante la diversidad nucleotidica y la media de diferencias entre pares de secuencias. Se utiliz6 el
software Arlequin Ver. 2.0 (Schneider et al., 2000) para calcular dichos indices, asi como la distribucién de mis-
match.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diversidad mitocondrial y composicion haplotipica del bovino Criollo Yacumefio: El andlisis de D-loop mi-
tocondrial evidencio un total de 16 sitios polimorficos, lo que permitid identificar 11 haplotipos mitocondriales.
Como se puede observar en la tabla I estos polimorfismos incluyeron 14 transiciones y 2 transversiones en compa-
racion con la secuencia de referencia bovina (Anderson et al., 1982). El haplogrupo T3, el mas abundante en Eu-
ropa Occidental, presentd la mayor incidencia (84,7%) en la poblacién estudiada. Este resultado concuerda con
todos los trabajos reportados con respecto a estudios de ganado criollo realizados previamente (Lirén et al., 2006,
2011; Magee et al., 2002; Miretti et al., 2002, 2004; Carvajal-Carmona et al., 2003; Mirol et al., 2003; Ginja et
al., 2010). En este haplogrupo se encontraron 8 haplotipos diferentes: el CYal que coincidié con la secuencia de
referencia y 7 que divergieron de la secuencia de consenso entre una o dos mutaciones. Los resultados ademas
mostraron que el haplogrupo africano T1 est& presente en la poblacion Yacumefia. Este haplogrupo representado
por tres haplotipos fue detectado en cuatro animales representando el 14,3% del total de la muestra analizada. Dos
de los haplotipos africanos divergen en mas de tres mutaciones con respecto a la secuencia nodal T1 y uno es
idéntico a ésta. Estos resultados coinciden con otros trabajos, realizados en criollo, que reportan al haplogrupo T1
en poblaciones criollas del Caribe, Brasil, Colombia y Bolivia (Magee et al., 2002; Miretti et al., 2002; Mirol et
al., 2003) y difieren del de Carvajal-Carmona et al. (2003) en el cual ademas encontraron haplotipos del grupo
nodal del Cercano Oriente (T2). Cuando se analizaron los haplotipos por afio de muestreo, se observo que 5 haplo-
tipos fueron detectados en las muestras del hato original y 7 en las del hato fragmentado. El haplotipo CYal fue
detectado en ambos muestreos (9 veces en el primer muestreo y 8 veces en el segundo). Cuando se comparan los
11 haplotipos encontrados en la poblacién yacumefia con los datos del GenBank (Benson et al., 2008), se observa
gue dos corresponden a los grupos nodales T3y T1, uno (CYal0) es Unico a la poblacion en estudio y el resto ha
sido previamente reportado en otras razas. Todas las secuencias de ADN obtenidas fueron depositadas en la base
de datos publicos GenBank (nimeros de acceso JN382548 — JN382561).
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Tabla I. Posiciones variables en las secuencias del D-loop en el bovino criollo Yacumefio. Seq. Ref = secuencia
de referencia (Anderson et al., 1982); N = nimero de haplotipos detectados [Variable positions in the D-loop sequen-
ces of Yacumefio Creole cattle. Seq. Ref = reference sequence (Anderson et al., 1982); N = number of haplotypes detected]
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Comparacion de la diversidad mitocondrial antes y después de la venta del hato original de bovinos Crio-
llos Yacumenios: El célculo de la diversidad nucleotidica y la diferencia promedio tomada de a pares en el Yacu-
mefio en el conjunto de las 28 secuencias fue de 0,110 £ 0,073 y 1,757 + 1,051, respectivamente (ver tabla II).
Ninguna de estas dos estimaciones mostro valores superiores al muestreo del afio 2010 (0,124 + 0,083y 1,978 +
1,188). Por lo tanto, se puede afirmar que observando la composicion de los resultados a partir de las muestras
colectadas en los afios 1998 y 2010, no existio una pérdida de diversidad mitocondrial en el hato fragmentado.
Ademaés se calculd la diversidad haplotipica la cual fue de 0.828 + 0.052 para el conjunto de las 28 secuencias
como se observa en la tabla Il. Sin embargo, cuando se compara la composicion haplotipica entre ambos mues-
treos, se observa que varios haplotipos sélo fueron detectados en alguno de los dos afios. Aunque podria deberse
al efecto del muestreo, esto debe ser confirmado y determinar si los haplotipos CYa2, CYa3, CYa4 y CC21 no se
han perdido durante el proceso de venta y division de la poblacion original.

Tabla I1. Diversidad genética mitocondrial del Bovino Criollo Yacumefio (CYa) medida a través del nimero de
haplotipos detectados (Na), del nimero de sitios polimérficos, del indice de diversidad nucleotidica , de las dife-
rencias medias de a pares (NMP) y de la diversidad haplotipica (Hd), N = tamafio de la muestra [Mitochondrial
diversity of Yacumefio cattle (CYa) measured by the number of haplotypes detected (Na), the number of polymorphic sites,
nucleotide diversity index, mean number of pairwise differences (NMP) and haplotipic diversity (Hd), N= sample size]
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CYa-1998 14 5 8 7 1 0,099 £0,070 1,5682+0,999 0,593 £0,143
CYa-2010 14 7 13 12 1 0,124 £ 0,083 1,978+ 1,188 0,692 +0,136
TOTAL*® 28 11 16 14 2 0,110 £ 0,073 1,757 + 1,051 0,828 + 0,052
* Datos analizados como un Unico grupo.

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que la diversidad mitocondrial del hato fragmentado que forma parte del PC no se
ha perdido cuando se compara con el hato original. Ademas, por medio de este estudio se pudo determinar la
composicion haplotipica del hato la cual consiste en los dos grupos de mayor incidencia existentes en Sudamerica
(T3 y T1). Con esta informacién el PC puede seguir adelante con la certeza de que la variabilidad genética del
hato fragmentado es representativa del hato original. Por dltimo, el haber encontrado un haplotipo (CYal0) priva-
tivo a los Yacumefios hace que se justifique ain mas la conservacion de este recurso zoogenético Unico en Boli-
via. Sin embargo, se deben realizar otros estudios y afiadir las otras poblaciones del Yacumefio para poder deter-
minar si efectivamente debido a la fragmentacion del hato se perdieron ciertos haplotipos encontrados en el mues-
treo del hato original (afio 1998).
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