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Reserva Genética de Bovinos Criollos del Parque Nacional de San Miguel.
I. Analisis Genético de Toros con Microsatélites

Armstrong, E.'; Postiglioni, A.'; Martinez, A.%; Rincén, G'; Kelly, L.!

RESUMEN

La reserva genética de bovinos Criollos (BC), ubicada en un
ecosistema autéctono de 650 hectareas (Parque Nacional de
San Miguel), cuenta con aproximadamente 600 animales (cate-
gorias: toros, madres, crias). En muestras tomadas al azar, se
ha demostrado una alta heterocigosidad genética y equilibrio
génico al evaluar marcadores moleculares de genes simples para
la produccién lechera. En esta comunicacion se comienza un
analisis estratificado de diversidad genética, procesandose una
muestra de toros (N=19/23) en edad reproductiva (mayores de
2 afios). Se amplifican por PCR un panel de 17 microsatélites
(MS) sobre ADNs pertenecientes al banco genémico de bovi-
nos Criollos uruguayos. Se corre el producto en geles de polia-
crilamida (6%) mediante secuenciador automatico (ABI377XL).
Se identifican entre 2 y 7 variantes alélicas por MS, en un total
de 73 alelos estando, la mayoria en equilibrio Hardy-Weinberg
(p 0,05) La heterocigosidad esperada por locus se presentd
entre 0.46-0,80, con excepcion del loci HEL13 (He=0,29). La
heterocigosidad media esperada correspondi6 a 0,62 (p 0,50).

Los resultados de diversidad genética con secuencias nucleoti-
dicas polimérficas encontrados en estos animales, apoyan ana-
lisis genéticos previos de genes productivos, creandose entre
ambos marcadores un soporte genémico que permitira disefiar
experiencias de interés para la produccién pecuaria nacional.

Palabras clave: Bovinos Criollos Uruguay, diversidad,
microsatélites.

SUMMARY

The genetic reserve of Uruguayan Creole cattle consists of
around 600 bovines, considering bull, cows and calves. These
animals live in indigenous, habitat of 650 Hectares of extension.
In random samples, a high genetic heterozygocity and HW
equilibrium between molecular markers of major genes related
to milk production was previously demonstrated. In this
communication a stratificated study of genetic diversity is
begun with a sample of bulls of reproductive age (N=19/23).
DNAs, stored in the Uruguayan Creole cattle genomic bank,
were analised with a kit of 17 microsatellites (MS), processed
with the PCR methodology and run in a polyacrilamide gel
(6%) using an automatic sequencer (ABI373A). Between 2 and 7
different alleles were identified per MS, in a total of 73 alleles,
and in the majority, the Hardy-Weinberg equilibrium was
demonstrated (p 0,05). The expected heterozygocity per locus
was between 0.46-0,80, except for the locus HEL13 (He=0,29).
The expected mean heterocygocity was 0,62 (p 0,50).

The genetic diversity found in polymorphic nucleotide
sequences in the reproductive males category sustain previous
genetic analysis in major production genes, and both studies
may give a genomic support for future experiences of interest
in cattle production.

Keywords: Uruguayan Creole cattle, diversity, microsatellites.

INTRODUCCION

La primera introduccion de ganado bovi-
no en nuestro pais fue llevada a cabo por
Hernando Arias de Saavedra a principios
del siglo XVII. Mas tarde éstos se po-
tencian con aquellos provenientes de las
misiones jesuiticas del Alto Uruguay,
generandose los bovinos Criollos del
Uruguay (16, 10).

Lareserva nacional de bovinos Criollos,
se encuentra ubicada al sureste de nues-
tro pais, en una zona agreste de montes
indigenas y paisaje de serranias que com-
prende una superficie de alrededor de 650
hectareas (datos SE.PA.E, 2003). Estu-
dios gendmicos mediante la metodologia
de RAPDs (random amplified polymor-

phic DNA), realizados en ADN de Crio-
llo, Hereford y Holando Uruguayo, mues-
tran distancias genéticas significativas
expresadas en términos de bandas com-
partidas (Hereford con Criollo: 0,77,
Holando con Criollo: 0,78; Hereford con
Holando; 0,81) (11). La alta frecuencia
de dichas bandas entre razas comercia-
les y la baja frecuencia encontrada entre
éstas con el Criollo revelan que, a pesar
de posibles eventos de introgresion ge-
nética de razas bovinas comerciales (si-
glos XIX-XX) estos bovinos Criollos
mantendrian las caracteristicas origina-
les que posibilitaron su adaptacion al
medio natural de nuestro pais. Frente a
esta valoracion se asume que la pobla-

cion se ha mantenido mayoritariamente
en aislamiento reproductivo (11, 9).

Los primeros vacunos Criollos que ori-
ginan la reserva genética del Parque Na-
cional de San Miguel y Santa Teresa pro-
vienen esencialmente de regiones serra-
nas agrestes de los Deptos. de Maldona-
do y Treinta y Tres, constituyendo un
total de 35 animales (1).

Investigaciones genéticas preliminares
basadas en polimorfismos de MS (CYP21
y BM2113) y secuencias dialélicas de
interés en la produccion lactea en mues-
tras tomadas al azar, han demostrado una
alta variabilidad genética en términos de
heterocigosidad esperada (He=0,8) y
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equilibrio génico (6, 7, 8). Ademas se ha
determinado en forma preliminar, un pe-
laje basico (castafio, negro, blanco) y
medidas zoométricas en animales que
habitaban los Parques de Santa Teresa y
San Miguel (3, 12).

Con el propdsito de valorar polimorfis-
mos moleculares de la reserva y conti-
nuar con la identificacion de los anima-
les con patrones gendmicos di y multia-
1¢élicos, se comienza un analisis por cate-
goria de la estructura poblacional. En esta
primera comunicacidon se presentan y
analizan en términos de heterocigosidad
los productos alélicos de la categoria
machos reproductores cuyos ADNs se
sometieron a la valoracién polimérfica
con un panel de 17 microsatélites (MS).
Estos marcadores son algunos de aque-
llos recomendados por la FAO para es-
tudios de diversidad genética en anima-
les que justifique su conservaciéon "in
situ" como recurso genético sustentable
(Convenio sobre diversidad bioldgica,
"Conservacion y utilizacion sostenible
de la diversidad bioldgica". " Art.2 Tér-
minos" "Cumbre de la tierra", Rio de Ja-
neiro, 1992).(ww.fao.org/DAD-IS;
www.ri.bbsrc.ac.uk).

MATERIALES YMETODOS

El rodeo de bovinos Criollos del Parque
Nacional de San Miguel constituye un
nucleo reproductivo de 23 toros, aproxi-
madamente 445 vacas y 105 terneros de
ambos sexos. El nimero de animales de
esta reserva se determind teniendo en
cuenta el tamafio efectivo poblacional
(Ne= 87) para un area de 650 hectéreas,
calculada en base a la siguiente formula:

Ne= 4Nm.Nf/ Nm + Nf.

donde: Nm= nimero de machos repro-
ductores;

Nf= niimero de hembras repro
ductoras.

(Informe técnico, DINAMA (Direccion
Nacional de Medio Ambiente, del Mi-
nisterio de Vivienda, Ordenamiento Te-
rritorial y Medio Ambiente) (8).

Se realiza extraccion de ADN gendémico
de sangre periférica a una muestra de 19
toros de la reserva genética por la técni-
ca rapida de fenol-cloroformo (4). Se
amplificaron los 17 microsatélites me-
diante PCR en tres reacciones Multiplex:

MI (BM1314; CSSM66; ILSTSO11;
INRA37; ETH10); MII (BM1818;
BM2113; BM8125; INRA32; MM12);
MIII (HAUT27; HEL13; HEL9Y;
CSRM60; ILSTS006; INRAG3;
TGLA227). El programa de amplifica-
cion comprendio los siguientes ciclos: a)
desnaturalizacion: 95°, 30seg; b) 35 ci-
closde: 95° 30seg, 55° 45seg, 72°, 30seg;
¢) extension final: 72°, 30 m. (termoci-
clador PTC 100 de MJ Research Inc.)
Los fragmentos amplificados se separa-
ron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (6%) en secuenciador au-
tomatico ABI377XL. El analisis de los
datos se realiz6 con el programa GENES-
CAN ANALYSIS v3.2.1. Con el progra-
ma GENOTYPER v2.5 se asigna a cada
pico o banda detectada una denomina-
cion alélica que se exporta a una base de
datos de MS EXCEL 2000. Los genoti-
pos detectados fueron estandarizados
utilizando las muestras de referencia RH
215,INRA 2000 y GI 2000 del EU AIRE
2066 Concerted Action Group (13).

El analisis de diversidad genética median-
te el indice de heterocigosidad esperada
(He) se realiz6 basandose en el calculo
de las frecuencias alélicas en cada locus
y el nimero promedio de alelos por lo-
cus. Para ello se utilizo el programa in-
formatico GENEPOP v3.1c (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la muestra de machos reproductores
se analizé un maximo de 19 animales con
un panel de 17 MS. Se identificaron 73
alelos en total, con un promedio de 4.3
alelos por locus y con una He esperada
promedio de 0,67. Todos los loci resul-
taron polimorficos expresandose como
loci dialélico el marcador BM8125, que,
a su vez, present6 una heterocigosidad
esperada media (He=0,46). Los loci mas
polimoérficos correspondieron a los MS
CSSM66 y TGLA227 (ambos con 7 ale-
los) y alta heterocigosis (He=0.80;
He=0,75 respectivamente), siguiendo el
MS BM2113, con 6 alelos y heterocigo-
sidad esperada de 0,75 (Cuadro 1). La
mayoria de los marcadores se encontra-
ron en equilibrio HW. Sunden y col., (14)
identifican 9 variantes alélicas para el MS
BM2113 en un total de 9 razas bovinas
comerciales. Blott y col. (2) analizan este
MS, dentro de un panel de 20, sobre
ADNs de 7 razas bovinas comerciales

europeas, y obtienen el mismo niimero
de alelos (N=6) que se expresan en la
categoria toros criollos, pero con una
heterocigosidad esperada para este lo-
cus menor (He=0,73). Este marcador no
se encuentra en equilibrio HW ( 2=13,33;
p>0.05) posiblemente por la alta frecuen-
cia del alelo 126 (0.3611) y la baja fre-
cuencia (0.0556) de los alelos 128 y 140
(Tabla 1), existiendo tendencia a una dis-
tribucion alélica heterogénea. En relacion
al MS altamente polimérfico, CSSM66,
las frecuencias extremas se identifican
por los alelos 187 (0,3235) y 179
(0,0294), presentandose una tendencia a
distribucion homogénea (Cuadro 1). Este
marcador muestra una alta heterocigosis
(He=0,80). La valoraciéon de su PIC per-
mitird proponerlo como un posible mar-
cador a tener en cuenta para la realiza-
cion de analisis comparativos entre ra-
zas bovinas criollas americanas y posi-
bles ancestros iberoamericanos. Se plan-
tean calculos de Fis cuyos resultados
permitiran evaluar su alta heterocigosis.
Kantanen y col., (5) en un analisis con
MS en razas bovinas escandinavas, no
lo consideran un microsatélite neutro
(CSSM66), habiéndolo asociado con
QTLs para produccion lechera. Se po-
dria pensar que si existiese alguna pre-
sion de seleccidn sobre este marcador, se
generarian desequilibrios alélicos entre las
categorias de esta reserva. Seria de inte-
rés analizarlo en las categorias vacas y
crias en relacion a la produccion lechera
en un ambiente donde la seleccion natu-
ral es la fuerza selectiva predominante,
como es el caso de esta reserva genética.
En suma, estos estudios preliminares de
heterocigosidad permiten evaluar los re-
sultados primarios de variabilidad gené-
tica, creandose las bases para analizar la
estructura y dinamica poblacional de esta
reserva genética.

Agradecimientos

Los autores agradecen a la Sra. Iris Her-
nandez por el servicio técnico en el La-
boratorio, a la Dra. MV. Marcela Silveira
y personal del Servicios de Parques del
Ejército (SEPAE) por su constante apo-
yo en el trabajo realizado, y a las Insti-
tuciones de PEDECIBA, CSIC, Univer-
sidad de la Republica, CIDEC (Facultad
de Veterinaria) por el apoyo financiero.

34

Veterinaria, (Montevideo) 39 (155-156): 33-38 (2004)



Cuadro 1. Machos Reproductores (Toros). Nombre del microsatélite (MS); nimero de alelos en pares de bases (Alelos, pb);
frecuencias alélicas; nimero de animales analizados; heterocigosidad esperada (He).

MS Alelos Frec. N° He
(pb) alélicas animales
BMS8125 116 0.6316 19 0.4654
122 0.3684
BM 1314 155 0.0294 17 0.6211
157 04118
159 0.4412 =
161 0.1176 i PR Vg, “hg
BM1818 260 0.2857 14 0.6148 /& N
262 0.1071 /, 57’ s
264 0.5357 ¢ 15 TY
268 0.0714 ) i
BM2113 126 0.3611-- 18 0.7546
128 0.0556
134 0.1111
136 0.1389 °/
138 0.2778 N 7
140 0.0556 ’
CSSM66 179 0.0294 17 0.8010
181 0.2059
183 0.0882
187 0.3235
189 0.1471
195 0.0882
197 0.1176
ETH10 213 0.0938 16 0.5801
217 0.4375
219 0.4688
ILSTS011 264 0.1000 10 0.7000
268 0.4000
270 0.3000
272 0.2000
INRA32 180 02727 11 0.6446
182 02727
184 0.4545
INRA37 114 0.1176 17 0.6851
126 0.0882
128 0.0294
132 0.3824
136 0.3824
MM12 115 0.1053 19 0.5208
119 0.2632
131 0.6316
CSRM60 93 0.5526 19 0.6302
97 0.1579
99 0.0526
103 0.1842
105 0.0526
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Cuadro 1. Continuacion.

HAUT27 140 0.0417 12 0.5625
144 0.0417
148 0.6250
150 0.1667
154 0.1250
HEL13 184 0.0417 12 0.2882
188 0.1250
192 0.8333
HEL9 151 0.2368 19 0.7936
159 0.2368
161 0.1579
163 0.1579
165 0.2105
ILSTS006 289 0.5000 14 0.6301
291 0.1071
295 0.0714
297 0.3214
INRAG63 173 0.3529 17 0.5554
175 0.0882
181 0.5588
TGLA227 85 0.1053 19 0.7507
89 0.3158
91 0.0526
93 0.3421
95 0.1316
97 0.0263
99 0.0263
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