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RESUMEN

En Colombia existe una poblacién bufalina aproximada de 100.000 cabezas, compuesta principalmente por
bafalo mestizo de origen trinitario, producto del cruce de las razas Murrah, Surti, Nili-Ravi, Mehsana y
Jaffarabadi. Este grupo genético tiene caracteristicas propias de adaptacion a las condiciones agrotropicales de
Colombia y cada vez aumenta mas su poblacién debido a las ventajas sobre las otras razas o grupos genéticos por
su adaptacion, rusticidad y capacidad productiva. El presente estudio se realiz6 con el objetivo de caracterizar y
estimar la variabilidad genética de la poblacion de “bufalo colombiano” mediante 10 marcadores microsatélites
heterdlogos. Se analiz6 un total de 156 animales pertenecientes a dos hatos colombianos.

Se observé un numero medio de alelos por locus polimérfico entre 6.88 y 4.88. Se encontraron dos
microsatélites monomorficos (MGTG7 y ETH225) y los mas polimérficos fueron el BM1824 y CSSM38,
mientras que el menos polimorfico fue el SPS115. Se encontro estructura genética moderada (Fsy=0.05+0.02) y
los microsatélites TGLA227 y CSSM38 fueron los que mas influenciaron en dicha diferenciacion. Los valores de
Firy Fis fueron de 0.12+0.06 y 0.07+0.05, respectivamente, reflejando el apareamiento selectivo llevado a cabo en
cada una de las poblaciones.

Estos valores son indicativos de la amplia variabilidad que se puede encontrar en la poblaciéon de “bafalo
colombiano”, la cual puede ser explicada por la mezcla genética que la formo.

Palabras claves: bufalo colombiano, microsatélites, variabilidad genética.

INTRODUCCION

El bufalo de agua (Bubalus bubalis) es originario de Asia, desde donde fue llevado a Africa, Europa, Oceania
y finalmente a Suramérica (Gurung y Singh 1996). Esta especie fue introducida a Colombia en la década de 1960
cuando el INCORA realiz6 la importacion de los primeros animales desde Trinidad y Tobago, pertenecientes a la
raza Bufalypso o Trinitaria (Sanint 2006; Rastogui and Rastogui 2004), la cual es producto del cruzamiento de las
razas Murrah, Jaffarabadi, Nili-Ravi, Surti, y Mehsana en un ndcleo cerrado por un periodo de 40 afios (Rastogui
and Rastogui 2004).

Actualmente se estima que en Colombia existe una poblacién bufalina aproximada de 100.000 cabezas con
un crecimiento anual cercano al 10%, cifra superior al 3% del crecimiento de la ganaderia vacuna y su mayor
porcentaje esta representado por el bafalo mestizo de origen trinitario (Bufalypso, figura 1) cruzado con otras
razas, el cual se caracteriza por ser buen productor de leche, presentar alto contenido de solidos en leche, ser
altamente rasticos y de gran adaptacion a diferentes condiciones agrotropicales tipicas de nuestro pais (Sanint
2006).

Figura 1. Grupo de bufalas colombianas
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El estudio de la diversidad genética en poblaciones de animales domésticos (vacunos, bdfalos, cabras, entre
otros) tiene gran relevancia desde el punto de vista de la conservacion de razas que se encuentran en peligro de
extincion, desde el mantenimiento de especies que genéticamente puedan resistir a cambios del medio ambiente o
a las amenazas de enfermedades emergentes, que respondan a las necesidades nutricionales de la poblacién
humana o las condiciones de mercadeo y sociales (FAO 2007).

La biologia molecular unida a las diferentes herramientas estadisticas, han permitido identificar y utilizar esta
variaciéon genOmica en programas de mejoramiento genético y productivo de los hatos ganaderos. Los
microsatélites han permitido la identificacién de cada alelo por locus y la obtencion de datos poblacionales a
través del calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas, analisis filogenéticos y estructura de las poblaciones
(Bowcock et al 1994; Ponsuksili et al 1999).

En la actualidad se dispone de un panel de marcadores microsatélites (Short Tandem Repets, STR), que
siendo utilizados en vacunos han sido aplicados a diferentes poblaciones bufalinas mostrando algunos un gran
polimorfismo, permitiendo la caracterizacion genética de esta especie en otros paises tales como lItalia, India,
Brasil, y en Colombia de la raza Murrah (Navani et al 2002; Moioli et al 2001a; 2001b; Albuquerque et al 20086,
Vijh et al 2008; Martinez et al 2009).

Este estudio tuvo como objetivo caracterizar molecularmente la poblacion de “bufalo colombiano” y estimar
su variabilidad genética por medio de 10 microsatélites heterélogos.

MATERIALES Y METODOS

Muestra poblacional

Se muestrearon 156 animales pertenecientes a la especie Bubalus bubalis del grupo genético Bufalypso
(Bufalo Colombiano), de los cuales 55 pertenecian al hato Gibraltar (figura 2a), ubicado en el municipio de
Chinchina-Caldas a 1378 msnm, 5°00’ latitud norte y 75°36° longitud oeste y 101 al Fondo Bufalero del Centro
(figura 2b), ubicado en el municipio de Puerto Nare-Antioquia a 125 msnm, 6°11°30” latitud norte y 74°35°12”’
longitud oeste.

Figura 2a. Bufalos Hacienda Gibraltar. Figura 2b. Bufalos Fondo Bufalero del Centro

Se tomaron muestras de pelo de la cola con bulbo piloso, se realizé la seleccion de cada una de las muestras
(aproximadamente 14 pelos) en viales de 1.5 ml con el fin de llevar a cabo la primera etapa de la extraccion de
DNA, la cual consiste en lisar el pelo y bulbo piloso utilizando buffer de lisis y proteinasa k, incubadas por 12
horas a 56°C. Posteriormente se obtuvo y limpid el DNA obtenido con los buffer provistos por el kit de extraccion
DNeasy Blood and Tissue (Qiagen®)

Se analizaron 10 microsatélites incluidos en la lista de la ISAG/FAO 2004 para estudios poblacionales en
bovinos, ovinos y caprinos, utilizando la técnica de PCR (Mullis y Faloona 1987). La ubicacién cromosomica,
tipo de repeticion y secuencia de los primer se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Marcadores microsatélites heterlogos y rango alélico en bufalos, secuencia primers, repeticion (Rp),
temperatura de annealing (Ta) y cromosoma (Cr
Nombre Rar;)%c;aailc;e;mo Secuencia Primers 5' - 3' (FW — RW) Rp. | Ta°C | Cr Referencia
FW: CGA ATT CCA AAT CTG TTAATTTGC T .
TeLA227 | 70-82* cal| ss |1g| Steidlederetal
RW: ACA GAC AGA AAC TCA ATG AAA GCA 2004
FW: GAT CCT GCT TAT ATT TAA CCA C Vaiman et al
INRAO37 111-131* Tl 56 |10 1994;
RW: AAA ATT CCA TGG AGA GAG AAA C Bessa et al 2009
FW: GCT GCC TTC TAC CAA ATA CCC Bishop et al
BM2113 124- 134* CA| 55 |2
RW: CTT CCT GAG AGA AGC AAC ACC 1994
FW: GAT CAC CTT GCC ACT ATTTCC T Navani etal
ETH225 129 CA| 63 |9 2002,
RW: ACA TGA CAG CCA GCT GCT ACT Ritz et al 2000
FW: GAG CAA GGT GTT TTT CCA ATC Navani etal
BM1824 164 — 190 GT| 56 |1 2002,
RW: CAT TCT CCA ACT GCT TCCTTG Ritz et al 2000
FW: AAA GTG ACA CAA CAG CTT CTC CAG
SPS115 | 248-264 ca| 63 |15|MooreyByme
RW: AAC GCG TGT CCT AGT TTG GCT GTG 1993
FW: TTC ATT GCAGCACTATTT ACAATAG Xuebin et al
MGTG7 288* GT| 55 |23
RW: TAA GTT CCC TGT ATCATTTTTTGA A 2005
FW: TTC ATA TAA GCA GTT TAT AAA CGC Moore et al
CSSM38 156- 180* CA| 55 |10
RW: ATA GGA TCT GGT AAC TTA CAG ATG 1995
FW: GGA TAA CTC AAC CAC ACG TCT CTG Moore et al
CSSM36 156-172* GT| 63 |27
RW: AAG AAG TAC TGG TTG CCA ATC GTG 1995
FW: GTATGT ATT TTT CCC ACCCTG C Bishop et al
BM1258 98 — 122* TG| 55 |23
RW: GAG TCA GAC ATG ACT GAG CCT G 1994
* Resultados encontrados en éste estudio

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 15 pl que contenian 50 ng/pl de ADN
gendmico, 1X de buffer de reaccion (10mM Tris-HCL pH 9.0; 50mM KCI; 0.1 % Triton® X-100), 2 mM de
MgCI2, 0.2 mM de cada dNTP, 0.23uM de cada primer (forward y reverse) y 0,5 unidades de Tag-polimerasa
(Fermentas®). La amplificacion se efectud en un termociclador C1000™ (BioRad®).

Los microsatélites fueron agrupados en sistemas multiplex teniendo en cuenta los tamafios de amplificado y
temperaturas de hibridacion similares que variaron entre 55 y 63°C. El perfil térmico para los diferentes sistemas
fue un primer ciclo de 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
hibridacion a 55 — 63°C por 45 segundos y extension a 72°C por 45 segundos, seguido de una extension final de
10 minutos a 72°C (Tabla 1).

La genotipificacion fue llevada a cabo en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% (19:1
Acrilamida:Bisacrilamida) en una camara de electroforesis Dual Dedicate Height Nucleic Acid Sequencer (C.B.S
Scientific co), bajo condiciones constantes a 2000 v, 40 mA, 60 w, utilizando buffer de corrida TBE 1X, y tefiidos
con nitrato de plata por el método de oxidacion con acido nitrico segiin Budowle et al 1991. La asignacion alélica
para los diferentes STRs se basé en el nimero de repeticiones variables y por comparacion con las escaleras
alélicas comerciales GeneRuler™ de 50-1000 bp DNA y GeneRuler™ Ultra Low Range de 25 a 700 pb DNA de
Fermentas®. Resultados confirmados por secuenciacion de algunos genotipos para los diferentes marcadores,
proceso llevado a cabo por la empresa MACROGEN®, USA.

ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias alélicas y genotipicas y el nimero medio de alelos por locus para cada marcador fue
calculado por medio de los programas TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses) version 1.3 (Miller 1997)
y GDA (Genetic Data Analysis) de Lewis y Zaykin (2001). Se determind el contenido de informacion polimérfica
(PIC) para cada uno de los marcadores (Botstein et al 1980).

Los valores de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) para cada locus y la prueba de desviacién de
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) de las frecuencias genotipicas, se llevé a cabo utilizando la prueba de
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Haldane (1954) por medio del programa TFPGA (Wigginton et al 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el total de los 10 microsatélites analizados, ocho fueron polimoérficos. En las dos poblaciones (Fondo
Bufalero del Centro y Gibraltar), el nimero medio de alelos por locus polimérfico fue de 6.88 y 4.88,
respectivamente. Los valores de heterocigosidad esperada para la poblacion del Fondo Bufalero del Centro fueron
mas altos (He=0.54) con respecto a los valores de heterocigosidad observada (H0=0.49), encontrandose esta
poblacién en desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg, explicado por mantener un nucleo cerrado sin flujo
genético que pueda renovar la variabilidad genética en esta poblacion, mientras que en la poblacion de Gibraltar,
se encontraron valores de He y Ho de 0.48 y 0.48, respectivamente, los cuales no fueron estadisticamente
diferentes (P<0.001).

Los microsatélites mas polimoérficos fueron el BM1824 y CSSM38, los cuales presentaron 11 y 8 alelos,
respectivamente. Estos resultados fueron diferentes al estudio realizado por Navani et al (2002) en animales de las
razas Murrah, Nili-Ravi y Mehsana, en el cual se encontraron 3 alelos para el marcador BM1824. Por otro lado,
Aminafshar et al (2008) utilizaron el microsatélite CSSM38 en un estudio de diversidad genética para una
poblacién de bdfalo en Guilan (Iran) para el cual también se observaron Unicamente 4 alelos. Estos resultados
comparados con los encontrados en el presente estudio indican la amplia diversidad genética encontrada en el
bufalo colombiano, lo cual es de esperarse, dado la mezcla genética de este grupo racial.

El marcador menos polimérfico fue el SPS115, el cual presento 4 alelos. Martinez et al. (2009) encontraron
que el marcador SPS115 fue altamente polimdrfico en el cual se identificaron 9 alelos en hatos colombianos de
bufalos Murrah de origen Brasilero, esto muestra una leve tendencia a la fijacion de unos pocos alelos en estas
poblaciones, a pesar de que tedricamente se esperaria una mayor variabilidad genética, por la presencia de
diferentes componentes raciales.

Los marcadores ETH225 y MGTG7 fueron monomorficos (alelo de 129 y 288 pares de bases,
respectivamente). Este resultado fue similar a lo encontrado por Martinez et al (2009) en el cual se encontré un
Unico alelo de 129 pb. Por el contrario, Navani et al (2002) encontrd para este marcador en animales de la raza
Murrah, Nili-Ravi y Mehsana en la India, un unico alelo de 140 pb.

Aungue los sistemas de produccién y de apareamiento son diferentes en las dos ganaderias, la diferencia en
la estructura genética fue notable (Fsr=0.05+0.02, o diferencia del 5%). El Fondo Bufalero del Centro maneja
aproximadamente 4000 vientres y se caracteriza por escoger los machos reproductores por la produccion de su
madre pero no realiza control de paternidad, lo cual puede generar cierta endogamia en determinados cruces,
mientras que la hacienda Gibraltar posee pocos vientres (aproximadamente 100 hembras) y usa pocos machos
para reproduccion, sin embargo, ocasionalmente comparten reproductores con otras haciendas con el fin de evitar
un alto coeficiente de endogamia (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de estructura genética y endogamia por
locus para bufalos colombianos
LOCUS FIS FIT FST
SPS115 -0.11 -0.11 0.002
CSSM36 0.14 0.15 0.011
CSSM38 -0.06 -0.07 -0.005
BM2113 -0.13 -0.10 0.03
BM1824 0.24 0.31 0.09
INRA37 0.04 0.09 0.05
BM1258 0.08 0.09 0.002
TGLA227 0.16 0.29 0.15
ETH225 bl Hhx il
MGTG7 Fhx falalel bl
Total 0.07+0.05 0.12+0.06 0.05+0.02
Fis: Coeficiente de endogamia para un individuo con respecto a la subpoblacién
Fi7: Coeficiente de endogamia para un individuo con respecto al total de la poblacién
Fst: Coeficiente de endogamia de la subpoblacion con respecto al total de la poblacion

Para el total de la poblacidn, se encontraron valores de Fir y Fis de 0.12+0.06 y 0.07+0.05, respectivamente.
Estos valores reflejan el apareamiento dirigido para ambas poblaciones entre individuos emparentados.
El marcador que presentd mayor valor de estructura poblacional fue el TGLA227 (Fs1=0.15), indicando que
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las frecuencias alélicas de este marcador son diferentes entre las dos subpoblaciones (Tabla 2). Por otra parte, el
marcador CSSM38 presentd 8 alelos, pero se encontrd que el alelo de 156 pb tuvo una frecuencia de 0.77 (Fondo
Bufalero del Centro) y 0.80 (Gibraltar), indicando que este alelo tiende a estar presente en la poblacion,
corroborando esto con los valores de F+=-0.07 y F;s=-0.06 para este alelo, los cuales explican el exceso de
heterocigotos que hay a nivel de las subpoblaciones y en el total de la poblacion. Estos resultados indican que para
este marcador las poblaciones no presentan estructura genética entre ellas (Fsy=-0.005).

Estos datos nos permiten concluir que aunque la raza de bafalo colombiano se formé a partir del cruzamiento
de varias razas foraneas, ya se encuentra bien estructurada y con algunas caracteristicas especiales que permiten
diferenciarla de sus razas precedentes. Ademas, aunque es una raza con una alta variabilidad genética seria bueno
gue se tomaran medidas para prevenir el aumento de la homocigosidad, realizando pruebas de paternidad en los
toros a ser utilizados, intercambiando reproductores entre los diferentes hatos de produccion de bdfalo colombiano
y aumentando su nimero en poblacion con el objeto de realizar posteriormente una seleccion mas rigurosa sin
tener implicaciones en la pérdida de variabilidad genética.
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