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RESUMEN

El Hartén del Valle hace parte de las siete razas de ganado bovino criollo
colombiano. Para estudiar su diversidad genética fueron muestreados 33
individuos de la raza Harton del Valle y 3 individuos de la raza Holstein,
como control externo. Las muestras fueron analizadas mediante la técnica
molecular RAMS (Random Amplified Microsatellites). Usando los primers
CGA, CCA, TGy CT, se obtuvieron patrones de amplificacion que mostraron
variacion entre y dentro de la raza Harton del Valle y se lograron distinguir
tres grupos entre los individuos. Un primer grupo lo conformaron indivi-
duos de la Granja Mario Gonzalez Aranda (GMGA) y el Centro Experimental
(Ceunp); el segundo grupo, la Hacienda San Rafael (SR) y Hacienda E/
Capricho (HC) y el tercer grupo, la Hacienda La Ondina (HLO), Hacienda El
Gran Capricho (HGC) y Hacienda Samanes (HS). Se obtuvo un valor de
heterocigosidad H = 0.2336, oscilando entre 0.0718 y 0.2542, resultados
similares a otros estudios en ganado criollo colombiano. La GMGA y Ceunp,
obtuvieron los mayores valores (0.2542 y 0.2521, respectivamente), en el
analisis de distancia y similitud, estos formaron un grupo independiente del
resto de hatos, indicando que son un ntcleo que ha expresado valiosa
informacion acerca de su variabilidad genética. Se calculo el estadistico Fst
de diferenciacion poblacional y se obtuvo un valor de F = 0.4112 indicando
que existe gran diferenciacion genética entre los hatos evaluados. En el
analisis de varianza molecular se obtuvo un porcentaje de variacion entre
hatos del 39.5% y dentro de hatos del 60.5%.
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ABSTRACT

The Harton of Valle makes part of the seven bovine criollo Colombian cattle. In order to study the genetic diversity,
33 Harton of Valle individuals and 3 Holstein individual as external control were sampled. The samples were analyzed
through the molecular technique RAMS (Random Amplified Microsatellites). Using the primers CGA,CCA, TGy CT,
amplification patterns  were obtained , which showed a variation within and inside the Harton of Valle race
distinguishing three groups among the individuals. The first group was integrated by inviduals of the Mario Gonzalez
Aranda farm (GMGA) and the experimental center (Ceunp); the second one, the San Rafael (SR) and Capricho (HC)
haciendas and the third group, la Ondina (HLO), gran Capricho (HGC ) and Samanes (HS) haciendas. A heterocigosity
value H= 0.2336 was obtained, oscillating between 0.0718 and 0.2542, similar results to other studies in criollo
Colombian cattle. La GMGA y Cenup, obtained the highest values ( 0.2542 and 0.2521, respectively) in the
similitude and distance analysis, these integrated an independent group from the rest of the herds, which indicated
they are a nucleus expressing valuable information about its genetic variability . The Fst demographic differentiation
Statistic was calculated, a value of F = 0.4112 was obtained, indicating that there is a great genetic differentiations
between the evaluated herds. In the molecular varianza analysis a variation percentage between herds of 39.5 % and

inside herds of 60.5% was obtained.

INTRODUCCION

Por diversidad bioldgica se entiende la variabilidad total
de estirpes genéticas, especies y ecosistemas. Los recur-
S0 genéticos se cuentan entre los bienes mas valiosos y
estratégicamente mas importantes que posee un pais,
contribuyen al bienestar de la sociedad al establecer un
equilibrio en los ecosistemas y constituyen un compo-
nente primordial de los sistemas de produccion pecua-
rios. (1).

Los animales domésticos satisfacen al menos el 30% de
las necesidades humanas de alimentacion y agricultura
en forma de came, leche, productos lacteos, huevos,
fibra, fertilizante para los cultivos y potencia de traccion,
contribucion realizada aproximadamente por unas 4500
razas obtenidas a partir de 40 0 mas especies de animales
domeésticos. Estas razas han sido desarrolladas a lo largo
de los ultimos 12.000 anos y representan el patrimonio
restante de diversidad genética a partir del cual deberan
satisfacerse las demandas futuras, las cuales se estan
extinguiendo a una velocidad de seis razas por mes. (2).
Colombia se encuentra ubicado en la zona tropical y es
quiza el pais latinoamericano que posee el mayor nimero
de razas criollas de la especie bovina: Blanco Orejinegro,
Casanarefo, Chino Santandereano, Costefio con Cuer-
nos, Hartén del Valle, Romosinuano y San Martinero,
son el resultado del apareamiento realizado en el conti-
nente americano de los varios tipos de ganado comunes
en Espafia en la época del descubrimiento y conquista,
los cuales se aparearon entre si en forma casi
indiscriminada, hasta comienzos del siglo pasado.

El ganado criollo Bos taurus, ha sido reemplazado por
razas de ganado Bos indicus, el cual sufre el desplaza-
miento de razas europeas mejoradas o por las cruzas con
estas. La importacion o el cruzamiento con razas
mejoradas puede resultar en la pérdida de material genético
criollo antes que su potencial real sea conocido (6).

El Harton del Valle al igual que todas las razas criollas
de ganado bovino, desde poco menos de 100 afios,
ha sido sometido constantemente a cruzamientos gra-
duales de absorcion hacia ganado cebuino o taurino,
ocasionando una disminucion en la poblacion pura.
El origen del Harton del Valle se deriva directamente
de la raza criolla Costeno con cuernos con una mezcla
con ganados del sur de Per( y Ecuador (5).

Los marcadores moleculares han sido utilizados para la
identificacion genealdgica, para la caracterizacion de
distancias genéticas entre razas y para una investiga-
cién mas eficaz y eficiente que ayude a comprender la
funcion animal tanto por lo que se refiere a sus caracte-
risticas de produccion como de adaptacion (Delgado,
etal, 2001). Los marcadores son caracteres que se pue-
den detectar a nivel morfoldgico, bioquimico o a nivel
de ADN; permiten diferenciar entre genotipos y se pue-
den usar para obtener informacion acerca de las carac-
teristicas genéticas de un organismo (3).

En la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira,
se adelantan proyectos de investigacion en diversidad
genética animal y vegetal. En este estudio se pretende
obtener informacion sobre la diversidad genética del
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ganado criollo Harton del Valle, utilizando marcadores
genéticos RAMS (Random Amplified Microsatellites),
se plantaron los siguientes objetivos: Caracterizar la di-
versidad genética de la raza criolla Hartdn del Valle me-
diante el uso de marcadores moleculares RAMS y co-
nocer la diversidad genética de las seis fincas mas re-
presentativas de la raza mediante el uso de técnicas es-
tadisticas multivariadas.

MATERIALES Y METODOS
UBICACION Y SELECCION DE HATOS

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Co-
lombia, Sede Palmira, Valle del Cauca. Se ubicaron seis
fincas del Valle del Cauca, con individuos de la raza
Harton del Valle y como control externo, se selecciono
una finca con individuos de la raza Holstein; se proce-
saron de cinco a ocho muestras de sangre porfincay se
extrajo el ADN, para un total de 36 muestras (Tabla 1).

EXTRACCION DE ADN

EI ADN fue extraido a partir de 5 ml de sangre, utilizando
el protocolo de extraccion de “Salting Out” . La sangre
se tom6 usando tubos vacutainer con EDTA, y se
centrifugaron 5 ml de sangre con anticoagulante EDTA
a2000 r. p. m x 10 minutos. Los glébulos blancos se
resuspendieron en un 1 ml de solucién de lisis I. Se
adiciond 400 pl de solucion de lisis Il'y 20 pl de
proteinasa K (PK: 10 ug / pl). La mezcla se incubo en
bafio maria a 56° C durante 1 hora. A cada muestra se le
agregd 200 pl de NaCl 5 M y fueron centrifugadas a
13000 r. P m x 10 minutos. El sobrenadante (200 —500
ul) fue transferido a tubos nuevos con etanol absoluto

TABLA 1: Ubicacion y seleccion de hatos

“frio” (99.98% - 900 pl) para precipitar el ADN. Para
obtener una precipitacion total, los tubos se almacena-
ron a—20° C hasta el dia siguiente. Previa centrifugacion,
se agregd 1 ml de etanol al 70% y centrifugo por 5 mi-
nutos a 13000 r. p. my se dejaron secar los tubos total-
mente. Se adicionaron 100 pl de TE 1Xy al dia siguiente
se adiciono6 1 pl de RNAsa.

CUANTIFICACION DE ADN

La concentracion de ADN se determind utilizando ADN
del bacteriofago lambda (DNAA), utilizando 20 ng / pl,
0.5 pl de azul de bromofenol y diferentes cantidades de
TE 1X, visualizandose a través de un gel de agarosa al
0.8 %. Las muestras de ADN fueron diluidas a un volu-
men total de 100 pl a 5 ng de concentracion.

AMPLIFICACION DE ADN ViA PCR

Se utilizaron siete primers para el método
Microsatélites RAMS (Tabla 2). La técnica de
Microsatélites RAMS se realiz6 en un volumen total
de 25 pl, conteniendo tampon de PCR 1X, 0.2mM de
cada DNTP’s, 4 uM de primer, 1 unidad de la enzima
Taq polimerasa, 20 ng de ADN y diferentes niveles de
buffer de taqy MgCL,, segln cada coctel. Se com-
pletd con agua bidestilada filtrada estéril. Como con-
troles negativos se usé la mezcla de reactivos y se
reemplazé el ADN por agua bidestilada, filtrada y es-
téril. La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador PTC 100 Programmable Termal
Controller de MJ. Research, Inc. (Tabla 2 , 3y 4).

El programa de amplificacion varié al momento de la
hibridacion de los primers de acuerdo al cebador utili-
zado (Tabla 5 y 6). Los productos de amplificacion se
almacenaron a—20 ° C.

FINCA UBICACION N ALTURA T(°C) HR (%) | PRECIPITACION
(msnm) (mm)
GMGA Palmira 8 1001 24 72 1000
CEUNP Candelaria 5 1010 23.8 75 1002
SAN RAFAEL | Bugalagrande 5 956 28 76 1000
CAPRICHO Cali 5 995 27 80 1100
GRAN Candelaria 3 1000 27 70 1200
CAPRICHO
ONDINA Roldanillo 7 960 28 65 750
SAMANES Roldanillo 3 1000 26 65 800
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TABLA 2: Primers usados en Microsatélites RAMS

PRIMER SECUENCIA (5’ 2 3))
AG HBH (AG), A
CT DVD (CT), C
CA DBD A (CA),
CCA DDB (CCA);
CGA DHB (CGA);
GT VHV (GT)s G
TG HVH (TG), T

Las siguientes designaciones son usadas para los sitios degenerados: H (A, To C); B (G, ToC); V(G,AoC) YD (G,

AoT).

TABLA 3: Datos para la preparacion del coctel para una muestra

Concentracion Concentracidn Final Volumen
Inicial
1. Buffer de Taq 10x 1x -
2. dNTP’S 1.25 mM 0.2 Mm 4 ul
3. Primer 50 uM 4uM 2 ul
4. MgCL, 25 mM - -
5. ADN 10 ng/ul 20 ng 2 ul
6. Taq Polimerasa 5 u/ul 1 unidad 0.2ul
7.H,0 HPLC - - -
Total 25 ul
TABLA 4: Datos para la preparacion de cocteles de RAMS
COCTELES (Volumen / ul
1 2 3 4 5 6 7 8
Buffer 25 25 25 2.5 1.6 2 2 3
dNTP’s 4 4 4 4 4 4 4 4
Primer 2 2 2 2 2 2 2 2
MgCl, 1.5 2 25 3 1.5 15 25 15
ADN 2 2 2 2 2 2 2 2
Taq 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
H,0 12.8 12.3 11.8 11.3 13.7 13.3 12.3 12.3
Total 25 25 25 25 25 25 25 25
TABLA 5: Perfil térmico para RAMs
PASOS TEMPERATURA (° C) TIEMPO (min.) ETAPAS
1 95 5:00 Desnaturalizacién inicial
2 95 5:00 Desnaturalizacién
3 50-58 0:45 Hibridacion
4 72 2:00 Extension
5 37 veces desde 2
6 72 7:00 Extension final
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TABLA 6: Temperatura de hibridacion utilizada para cada primer

Temperatura (° C) Primer
50 AG-CA
55 CCA-TG-CT
58 GT - CGA

ELECTROFORESIS

EI ADN total se visualizé por electroforesis en geles de
agarosa al 0.8 % y los productos amplificados en geles
al 1.2 %, preparados con TBE 0.5 X (trisma borato EDTA)
y con bromuro de etidio (10 mg /ml). A cada una de las
muestras de ADN se le agreg6 Blue Juice 10 Xy fueron
servidas en los pozos. La electroforesis se corrié a 90
voltios durante tres horas. Los geles se observaron en
un transiluminador FBTIV-88, FisherBiotech® y fueron
fotografiados con una camara digital Kodak.

ANALISIS ESTADISTICO
Similitud genética

La lectura de las bandas se realizo con base en el criterio
de Berg y Hamrick (1997), los cuales consideran como
locus polimorfico aquel en el cual el alelo mas comun
tiene una frecuencia menor al 99%. Se cred una matriz
de variables binarias, en la que los individuos represen-
tan el lugar de las filas y las bandas evaluadas el lugar
de las columnas; posteriormente se cred la matriz de
similitud con el paquete estadistico TFPGA® (Tools for
population genetic analyses, version 1.3, febrero de
2000) y a partir de ella se construyd el dendrograma
utilizando el método grafico de agrupamiento UPGMA
(Unweighted pair group arithmetic mean) y por medio
del paquete estadistico NTSYS (Numerical Taxonomy
System for personal Computer, version 2.02 PC), se
construy6 el dendrograma por haplotipos”.

La similitud genética entre los individuos fue calculada
utilizando el coeficiente de similitud de Nei — Li, (4),
también conocido como similaridad de DICE (1945) (7)

o de Sorense, la cual permite estudiar conjuntos de in-
dividuos:

S,_2a/(2a+b+¢)
Donde,

S, _ Similaridad entre el individuo i y el j

a = NO° de bandas presentes simultaneamente en los
individuos i y j

b = N° de bandas presentes en iy ausentes en |

¢ = N° de bandas presentes en j y ausentes en i

DIVERSIDAD GENETICA

Se calculd el indice de heterocigosidad o diversidad
genética, que indica la probabilidad de muestrear dos
genes que sean diferentes dentro de una o mas pobla-
ciones, usualmente denominada H,, o simplemente H.
Es la medida més generalizada de diversidad genética.
Se estima mediante la formula:

L2
h=1-7% x;
=1
Donde,

X, _Frecuencia en la poblacion del alelo iy g es el nime-
ro de alelos.

H = Probabilidad de que dos individuos tomados al
azar tengan diferente patron; es el valor o dato con el
que se presenta la diversidad de la pablacién.

* Grupos de individuos con estructura genética idéntica, difiere de otros por la presencia o ausencia de una banda.
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Estadistico Fst

Se calculo el estadistico F;, o coeficiente de diferencia-
cion genética, para estimar la mayor diversidad posible

en cada subgrupo:
For = Hy/H;

Se tuvo en cuenta la clasificacion de Wright (1978),
para evaluar el indice de Fst, donde,

- 0-0.05 = Poca diferenciacion genética
- 0.05-0.15 = Moderada diferenciacion genética
- > 0.25 = Gran diferenciacion genética

Usando el paquete estadistico TFPGA®, se analizo la
variacion en la frecuencia alélica entre grupos, se deter-
mind el estadistico Fst insesgado con un intervalo de
confianza del 95%, obtenido mediante 1000
permutaciones sobre los 52 loci obtenidos con cuatro
primers polimorficos en las siete fincas estudiadas, con
un total de 36 individuos.

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Se construy6 una matriz de distancias para todas las
fincas a partir de la matriz binaria de los datos. Se
utilizé el paquete estadistico AMOVA® ,por medio
del programa AMOVA PREP y se llevo a cabo el ana-
lisis de varianza molecular. Por medio de este anali-
sis se logra estimar y comparar la variacion dentro de
cada finca y entre las fincas, aportando una medida
del porcentaje de variacion a cada una de las fuentes
de variacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis Descriptivo

Se probaron siete primers RAMS y se seleccionaron
los cuatro mas polimorficos (CCA, CT, TGy CGA), los
cuales generaron un total de 52 patrones de bandas,
siendo los primers CGA y TG los mas polimdrficos
(Tabla 7).

Los patrones de amplificacion obtenidos con los cuatro
cebadores mostraron variacion entre y dentro de la raza
criolla Harton del Valle. En la Figura 1 se presenta el
patron de amplificacion generado por el primer TG.

EnlaFigura 1, la columna 13 representa el marcador de
peso molecular de 100 pares de bases (MPM); la co-
lumna 1 representa un individuo de la raza Holstein,
como testigo externo, perteneciente a la Hacienda
Samanes, ubicada en Roldanillo, Valle del Cauca.

Las columnas 2,3,4,5 y 6 corresponden a individuos
Harton del Valle, pertenecientes a la Granja Mario Gonzalez
Aranda, ubicada en Palmira y las columnas 7,8,9,10,11
y 12 corresponden a individuos del Gentro Experimen-
tal, Ceunp, ubicado en Candelaria.

Los individuos de Ceunp (columnas 7,8, 9, 10,11y 12),
presentan una banda Unica en 300 pb, que se encuen-
tran ausentes en la Granja Mario Gonzalez Aranda (co-
lumnas 2,3,4,5y 6) y en Holstein (columna 1). Se obser-
va polimorfismo y diferencias entre individuos de la raza
Harton del Valle y la raza Holstein. En la Figura 2 se obser-
van patrones de bandas generados por el primer CT; la
columna 1 representa el marcador de peso molecular
(100 pb) y el resto de las columnas representan indivi-
duos de la raza Harton del Valle, pertenecientes a la Ha-
cienda “La Ondina”, ubicada en Roldanillo, Valle del
Cauca; se observa polimorfismo dentro de la poblacién.
Los individuos de las columnas 2 y 6, presentan entre
ellos patrones distintos y se diferencian del patrén que
presentan los individuos de las columnas 3, 4y 5.

DIVERSIDAD GENETICA
Presencias y ausencias de bandas

Se obtuvieron un total de 604 presencias y 1268 au-
sencias para toda la poblacion.El patron de bandas
permitio identificar aquellos individuos con presen-
cias y ausencias unicas, tal es el caso del locus 1
para el marcador CGA, que se encuentra ausente (ni-
camente en cuatro de ocho individuos de la Granja
Mario Gonzalez Aranda y en tres de cinco del Centro
Experimental Ceunp; estas ausencias unicas en es-
tos dos nucleos permite identificarlos como los mas
cercanos genéticamente; Estos dos grupos pertene-
cen a la Universidad Nacional, Sede Palmira, son un
nacleo que han expresado valiosa informacion acer-
ca de su variabilidad genética, lo que justifica esta-
blecer programas de cruzamientos o descarte de ani-
males, evitar consanguinidad de los rebafios como
alternativa de conservacion de la raza como un re-
curso genético animal.
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Tabla 7: Numero de loci y rangos encontrados en los primers evaluados

PRIMER N° LOCI POLIMORFICO Rango (pb)

CGA 14 100-1200
TG 16 80-950
CCA 11 100-800
CT 11 100-700

FIGURA 1: Patrones de bandas generadas por los microsatélites RAMS (TG) en individuos de ganado criollo Hartdn
del Valle y una poblacién testigo.

HS GMGA CEUNP MPM

500

300

FIGURA 2: Patrones de bandas generadas por los microsatélites RAMS (CT) en individuos de ganado criollo Harton
del Valle.
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500pb | —>
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El nimero de bandas presentes en Harton del Valle y au-
sentes en Holstein, permite que en el futuro, se pueda uti-
lizar esta informacion para localizar genes de interés dentro
de la raza Harton del Valle. Una vez determinado el marca-
dor RAMS, la banda que produce el polimorfismo, puede
ser extraida del gel, clonada en un plasmido y secuenciada,
de tal manera, que luego, podrian sintetizarse primers es-
pecificos para amplificar via PGR dicho fragmento.

Heterocigosidad y porcentaje de loci polimérfico

Se compararon los valores de heterocigosidad para
cada una de las fincas evaluadas y se encontrd un valor
de H = 0.2636 para todos los individuos, los valores
oscilaron entre 0.0718 y 0.2542; la Granja Mario
Gonzalez Aranda, obtuvo el mayor valor (H = 0.2542),
seguida por Centro Experimental, Ceunp (H = 0.2521),
indicando que son los hatos con mayor variabilidad en
los loci estudiados; y el menor valor observado para la
Hacienda Samanes de ganado Holstein (0.0718) y El
Gran Capricho (0.0974).

El porcentaje de loci polimorfico es uno de los
indicadores del potencial de un marcador para evaluar
diversidad. De igual forma que los valores de
heterocigosidad, el grupo que obtuvo el mayor valor de
loci polimorfico fue el de la Granja “Mario Gonzalez
Aranda” con 63.3%, seguido por Geunp (57.6%). (Ta-
bla 8).

Similitud genética

En el dendrograma obtenidos por RAMS (Figura 3), con
base en el indice de similitud de Nei — Li, se observa que
los individuos se separan en 3 grupos a un nivel de
similitud de 0.45. El primer grupo esta formado por
los individuos de la Granja Mario Gonzalez Aranda y el
Centro Experimental, Ceunp; el segundo grupo esta
conformado por individuos de la Hacienda “San Ra-
fael” y “El Capricho”, y el tercer grupo lo conforman
los individuos Holstein de la Hacienda Samanes e in-
dividuos Harton del Valle de “La Ondina” y "El Gran
Capricho”.

TABLA 8. Heterocigosidad y porcentaje de loci polimdrficos para hatos de ganado criollo Harton del

Valle y el grupo testigo.

POBLACION TAMANO DE Heterocigosidad % loci polimérficos

MUESTRA (n) (H) (99%)
1.Granja MGA 8 0.2542 63.3077
2.Ceunp 5 0.2521 57.6923
3.San Rafael 5 0.1705 42.3077
4 El Gapricho 5 0.1248 30.7692
5.La Ondina 7 0.1748 53.8462
6.Gran Capricho 3 0.0974 23.0769
7.Samanes 3 0.0718 15.3846
TOTAL 36 0.2636 100

De acuerdo a los datos obtenidos para los primers RAMS, se encontré que los valores de heterocigosidad oscilaron
entre 0.2021 y 0.3092, siendo los primers CT y CCA, los mas adecuados para estimar diversidad en la poblacién
evaluada (H = 0.3522 y 0.3092, respectivamente) con 11 loci polimorficos. Los valores de Fst oscilaron entre
0.2589 - 0.4740, siendo el primer CGA, el de mayor aporte para estimar diferenciacion genética (Tabla 9).

TABLA 9: Valores de Heterocigosidad y Fst para los primer RAMS

PRIMER HETEROCIGOSIDAD % loci poli. Fst S.D
CCA 0.3092 100 0.2589 0.0428
CGA 0.2283 100 0.4740 0.0877

CT 0.3522 100 0.4619 0.0610
TG 0.2021 100 0.4441 0.0507
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El grupo de La Granja Mario Gonzalez Aranda y El Cen-
tro Experimental Geunp, a pesar de ser nlcleos de pe-
queno tamafo, se distinguen de los otros y se presen-
tan diferencias al interior de ellos. Estos dos grupos
son los que mas se diferencian de los individuos de la
raza Holstein, (Figura 3), lo que sugiere que tienen me-
nos relaciones genéticas con esta raza y deben ser con-
servado, por tanto los animales superiores de estos
nucleos pueden ser usados para aumentar la pureza de
la raza Harton del Valle. La concordancia de los datos
obtenidos con los marcadores RAMS y la manera como
se constituyeron los hatos permite que se sugieran es-
tos marcadores para estudios de relaciones genéticas
entre individuos y para estudios de diversidad genética
en razas criollas, como una alternativa a los microsatélites
clasicos.

Distancia Genética

En el dendrograma de distancia obtenido mediante el
analisis UPGMA (Figura 4), se observa la similitud de
los hatos Harton del Valle y el grupo testigo con anima-
les Holstein.

Se observa que los individuos se separan en 4 grupos
a un nivel de similitud de 0.15; un primer grupo esta
conformado por individuos de la “La Ondina” y “El Gran
Capricho”, el segundo grupo esta conformado por “San
Rafael” y “El Gapricho”, el tercer grupo por Granja “MGA”
y “Ceunp”, y por (ltimo se encuentran los individuos de
ganado Holstein, de la Hacienda “Samanes”, aislados
del resto de la poblacion. Los hatos La Ondina 'y EI Gran
Capricho, son los que comparten mas genes, con un

Figura 3: Dendrograma de similitud de 36 individuos de ganado Harton del Valle y el grupo testigo.
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FIGURA 4: Analisis de correspondencia maltiple de 33 individuos de raza Hartén del Valle y 3 individuos Holstein,

basado en patrones de microsatélites.

FETS T

indice de distancia de 0.0680 (Figura 13), lo que se
confirma con el dendrograma con individuos, ya que
se relacionan en el mismo grupo (Figura 3 ).

Analisis de Correspondencia Miiltiple (ACM)

Se realizd el andlisis de correspondencia multiple (ACM),
utilizando el andlisis multivariado NTSYS, que permite
representar de forma tridimensional el grupo de indivi-
duos, de acuerdo con sus caracteristicas descriptivas
en un plano, donde la asociacion se basa en variables
especificas.

El gréfico en tercera dimension generado por Analisis
de Gorrespondencia Multiple, muestra la distribucion
de los individuos en 3 grupos (Figura 4).

Se conforman tres grupos: el primero conformado por
los nucleos de la Granja MGA y Ceunp, el segundo por
individuos de San Rafael y El Capricho, y el tercero por
individuos de El Gran Capricho, La Ondina y Samanes.
Estos resultados sugieren:

Que el nucleo de la Universidad Nacional tiene una
composicion que lo diferencia del resto.

-
T

f

El nicleo de San Rafael y El Gapricho se diferen-
cian de la raza Holstein y por lo tanto pueden cons-
tituirse en un grupo importante por su tamario, en
la conservacion de la raza.

Gran Capricho tiene alta similaridad con Holstein,
y de acuerdo a los resultados obtenidos presenta
caracteristicas que se alejan de los individuos re-
presentantes de la raza Harton del Valle.

En la Ondina se presentaron algunos individuos
cercanos a Harton del Valle y otros a Holstein. Con
esta técnica RAMS, se pueden identificar indivi-
duos cercanos a Holstein en caso de que se desee
conservar un ntcleo de Harton del Valle mas puro.

Los valores de identidad concuerdan con los valores
de distancia, siendo los hatos El Gran Capricho y La
Ondina (7-5), los mas cercanos, obteniendo el mayor
valor de identidad (0.9343), y los hatos Hacienda
Samanes (Holstein) y Centro Experimental, Ceunp (6-
2), las mas distantes, el menor valor de identidad
(0.7386) (Tabla 10).

El polimorfismo encontrado sugiere que la técnica pue-
de ser (til en programas de mejoramiento o manejo,
(por ejemplo, permitir adoptar estrategias Optimas de
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cruzamientos para identificar individuos lejanos), asi
como encontrar el grado de mezcla racial existente entre
los individuos.

Latécnica RAMS ofrece ventajas al ser comparada con
otros tipos de técnicas moleculares: permite detectar el
polimorfismo por visualizacion de los fragmentos di-
rectamente en geles de agarosa, requiere poca cantidad
de ADN, no requiere hibridacion con sondas ni trans-
ferencia @ membranas eliminando la necesidad de
isotopos radioactivos. Ademas es una técnica que
retne la reproducibilidad de microsatélites y la sen-
cillez de RAPD, y se logrd discriminar entre y dentro
de grupos de acuerdo a cada uno de los hatos eva-
luados.

Estadistico Fst

Se calculo el estadistico Fst, sobre las siete localidades
de muestreo, en un total de 36 individuos, asumiendo
equilibrio Hardy — Weinberg, por tratarse de un marca-
dor dominante, con un intervalo de confianza del 95 %,
sobre los 52 loci obtenidos con los 4 cebadores evalua-
dos. El valor de Fst fue de 0.4112, con una desviacion

estandar de 0.037. De acuerdo con la clasificacion de
Wright (1978), el valor de Fst encontrado indica que
existe gran diferenciacion genética entre los hatos eva-
luados, lo que justifica su conservacion como un re-
curso genético animal. La diferenciacion se debe basi-
camente a la conformacion de los grupos, dos de los
cuales pueden ser considerados importantes para la con-
servacion de la raza Harton del Valle

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

De acuerdo con los resultados obtenidos por el anali-
sis de varianza molecular, se obtuvo un porcentaje de
variacion entre grupos del 39.5 % y dentro de grupos
del 60.5 %, lo cual indica que existe mayor variacion
dentro de grupos que entre grupos (Tabla 11). Esta
variacion se debe a la gran diversidad de los grupos
evaluados, que se aprecia tanto dentro como entre los
grupos. Hay alta variacion entre grupos, dos asocia-
dos a Harton del Valle y uno mezclado con Holstein.
Esta informacion se puede utilizar para programas de
cruzamientos entre individuos de los dos grupos,
aprovechar las distancias genéticas y probablemente
obtener mayor vigor hibrido.

TABLA 10: Distancia genética no sesgada de Nei (1978) en la parte inferior de la diagonal, e identidad genética no
sesgada de Nei (1978) en la parte superior de la diagonal, entre los grupos de ganado criollo Hartdn del Valle v el

grupo testigo.

GRUPO 1 2 4 5 6 1
1.Granja MGA FHAE 0.9028 0.8108 0.7995 0.8575 | 0.7420 | 0.8575
2.Ceunp 0.1022 el 0.8277 0.8434 0.8875 | 0.7386 |0.8107
3.San Rafael 0.2097 0.1891 0.8951 0.8852 | 0.7649 | 0.8046
4.El Capricho 0.2238 0.1704 0.1108 el 0.9132 | 0.7567 | 0.8193
5.La Ondina 0.1537 0.1193 0.1219 0.0908 ke 0.8470 |0.9343
6.Saman 0.2984 0.3030 0.2680 0.2788 0.1661 *FEx 108136
(Holstein)
7.Gran Capricho 0.1538 0.2099 0.2175 0.1993 0.0680 | 0.2063 | ****

TABLA 11: Andlisis de Varianza Molecular para siete hatos de Harton del Valle y el grupo testigo.

Fuente de Variacion Glri;::tsage c?nla"(:]rz::s Com‘raorril::::s de % de variacion
Entre grupos 6 146.09464 3.7231 39.50
Dentro de grupos 29 165.3869 5.7029 60.50
Total 36 312.3333
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La alta variacion al interior de los grupos de Harton del
Valle, permite también identificar los animales mas dis-
tantes dentro de cada grupo para mejorar el rendimiento
productivo.

CONCLUSIONES

1.

El uso de marcadores moleculares RAMS, permi-
ti6 caracterizar la diversidad genética de la raza crio-
lla Hartdn del Valle.

Se evaluaron siete primers, seleccionandose los
cuatro mas polimdrficos (CCA, CGA, CT y TG),
los cuales generaron un patron de bandas
distinguible entre 80 Y 1200 pares de bases. El
numero de loci polimorfico fue de 11 para los
primers GCA y CT, 14 para el primer CGA y 16 para
el primer TG. cebadores mostraron variacion den-
tro de la raza criolla Harton del Valle.

Se obtuvo un valor de heterocigosidad H = 0.2636
para todos los individuos; los valores oscilaron
entre 0.0718 y 0.2542; la Granja Mario Gonzalez
Aranda, obtuvo el mayor valor (H = 0.2542), se-
guida, Ceunp (H = 0.2521), indicando que son
los hatos con mayor variabilidad en los loci estu-
diados; y el menor valor observado para la Ha-
cienda Samanes de ganado Holstein (0.0974). de
igual manera la Granja “Mario Gonzélez Aranda”
obtuvo el mayor valor de % de loci polimérfico
(63.3%), seguido por Ceunp (57.6%).

Los grupos de la Granja Mario Gonzélez Aranda y
Ceunp, son nucleos que han expresado valiosa
informacion acerca de su variabilidad genética, lo
que justifica establecer programas de cruzamien-
tos o descarte de animales, evitar consanguinidad
de los rebanos como alternativa de conservacion
de la raza como un recurso genético animal.

Los valores de heterocigosidad para los primers
evaluados, oscilaron entre 0.2021 y 0.3092; sien-
dolos primers CTy CGA, los de mayor aporte para
estimar diversidad en la poblacion evaluada (H =
0.3522 y 0.3092, respectivamente) con 11 loci
polimorficos.

El analisis de polimorfismos (UPGMA), obtenidos
por RAMS, con base en el indice de similitud de
Nei — Li, permitio separar los individuos en 3 gru-

pos a un nivel de similitud de 0.45. El primer gru-
po conformado por los individuos de la Granja
Mario Gonzalez Aranda y Ceunp; el segundo gru-
po por individuos de la Hacienda “San Rafael”, “El
Capricho”, “La Ondina” y "El Gran Capricho” y el
tercer grupo por individuos de raza Holstein de la
Hacienda Samanes.

Los valores de identidad se correlacionan con los

valores de distancia, siendo los hatos El Gran Ca-
pricho y La Ondina (7-5), los mas cercanos, obte-
niendo el mayor valor de identidad (0.9343), y los
hatos Hacienda Samanes (Holstein) y Centro Ex-
perimental, Ceunp (6-2), las mas distantes, el
menor valor de identidad (0.7386). Esta técnica
permite dar informacién sobre la variabilidad
genética existente entre los nlcleos mas represen-
tativos de la raza Harton del Valle, en el Valle del
Cauca, estimado a partir de la técnica molecular
RAMS.

El valor de Fst fue de 0.4112, con una desviacion
estandar de 0.037; de acuerdo con la clasifica-
cion de Wright (1978), el valor de Fst encontrado
indica que existe gran diferenciacion genética en-
tre los hatos evaluados, lo que justifica su conser-
vacion como un recurso genético animal.
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