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Caracterizacion genética del ganado Criollo
Lechero Dominicano utilizando microsatélites

Helmut Bethancourt' y Bolivar Toribio?

En el ganado bovino criollo lechero se conocen pocos animales denominados puros. La biologia molecular es
una herramienta utilizada para la caracterizacion genética de razas de animales como un prerrequisito para la
toma de decision en los programas de mejoramiento y conservacion. El objetivo de este estudio es caracterizar
la poblacién bovina Criollo Lechero Dominicano con un panel de 11 microsatélites seleccionados a partir de
las recomendaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQO)
y la Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG) para el estudio de biodiversidad genética bovina. Se
analizaron muestras de ADN obtenidas de la poblacién bovina criollas del Centro de Investigacion para el
Mejoramiento de la Produccion Animal (CIMPA), donde se dispone de ejemplares puros. La amplificacion se
realizé mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La electroforesis se llevo a cabo mediante
un secuenciador automatico ABlI PRISM 3130 Genetic Analyzer. La tipificacion alélica se realizd con los
paquetes informaticos Genemapper 4.0. Para cada microsatélite se calculé el contenido de informacion
polimérfica (PIC), el numero medio de alelos (Na), la heterocigosis observada (Ho), la heterocigosis esperada
(He), el estadistico Fis y equilibrio Hardy-Weinberg (HWE). Los valores obtenidos fueron: PIC: 0.715; Na:
8.09; He: 0.7577; Ho: 0.7487. Se notan valores de heterocigosis relativamente altos, pero estos son similares
a encontrados en otras poblaciones bovinas criollas latinoamericanas. Se sugirié un modelo de cruzamiento
rotacional basado en calculos de distancia genética para la conservacion de esta raza criolla y procurar un
aumento de su poblacion.
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INTRODUCCION La seleccidon natural ocurrida durante anos, asi

El ganado criollo en América Latina se caracte-
riza por tener cualidades favorables para su de-
sarrollo en el tropico. Tienen pelo corto y escaso,
su coloracién varia desde amarillo al rojo y negro
pudiendo tener un poco de blanco en la parte
inferior. Su piel es pigmentada usualmente tiene
arrugas en la zona del cuello, cara y alrededor
de los ojos. Tienen un sistema 6seo delgado, y
pezuias resistentes y buena agilidad para andar
Veras et al. (1986).

El Criollo Lechero Dominicano es el resultado de
la multiplicacién y adaptacion al medio ambiente
de los animales traidos a la Republica Dominica-
na desde el descubrimiento de Ameérica hasta el
siglo XIX. Seleccidén natural durante tres siglos
ha resultado en una adaptabilidad al trépico de
animales con linea de produccién lechera (SEA
1978).

como cruces dirigidos por ganaderos hicieron
que la denominada raza Criolla se adaptara a
las condiciones climaticas locales. Sin embargo,
a principio del siglo XX se not6 una disminucion
en la calidad genética de la ganaderia y se su-
giri6 el uso de razas introducidas especializadas
con mayor productividad. Desde el ano 1910,
se importaron toros puros de razas comerciales,
estos se distribuyeron entre los ganaderos, dis-
minuyendo el uso de ganado Criollo en el pais
(Ottenwalder 2002).

En el afio 1976, inicid un proyecto para rescatar
el ganado criollo en el Centro de Investigacion
para el Mejoramiento de la Produccion Animal
(CIMPA) con apoyo de varias instituciones na-
cionales. El proyecto incluyé la adquisicion de
unas 130 vacas con caracteristicas de ganado
criollo en varias zonas del pais. Se hicieron cua-
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tro grupos, denominados familias, dependiendo
del origen geografico de los animales para evitar
la consanguinidad entre ellos.

Aunque en algunos afnos se descuidaron los tra-
bajos de conservacion del ganado criollo, por lo
que se redujo su poblacion, actualmente, en el
hato el Criollo lechero existen unos pocos ani-
males denominados puros y otros considerados
mestizos. Se consideré importante el aprovecha-
miento de la biologia molecular para continuar
con la adecuada conservaciéon del ganado Crio-
llo Lechero Dominicano.

Actualmente, el Criollo Lechero Dominicano tie-
ne peso promedio de 430 kg y altura a la cruz de
130 cm y, usualmente, se distingue una colora-
cion oscura en las pezuias y partes de la cara
(Toribio et al. 2011)

Para esta investigacion se utilizaron marcado-
res moleculares microsatélites, recomendados
por consultores de la Sociedad Internacional de
Genética Animal (ISAG) para la caracterizacion
genética de razas de animales como un prerre-
quisito para la toma de decisién en los progra-
mas de conservacion. Los microsatélites son los
mas utilizados para caracterizar ganado bovino
y son utiles para mapeo genético, determinacién
de paternidad, investigacion meédica y estudios
de variacion genética (Liron et al. 2006). La infor-
macion generada permitira proponer un modelo
de conservacion para mantener la diversidad ge-
nética del ganado Lechero Criollo Dominicano.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de pelos fueron tomadas de animales
de ganado bovino Criollo Lechero Dominicano,
en el Centro de Investigacion y Mejoramiento
para la Produccion Animal (CIMPA), localizado
en Estancia del Yaque, Santiago, Republica Do-
minicana, a un grupo de 21 vacas, 7 novillas y
6 toros para un total de 34 animales puros. Las
muestras se enviaron de acuerdo a los linea-
mientos de la Direccién General de Ganaderia
y las autoridades competentes chilenas al labo-
ratorio de marcadores moléculares doctor Hiros-
hi Takamine de la Universidad Austral de Chile,
donde fueron procesadas.
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A partir de cada muestra, en el laboratorio se se-
leccionaron 3 pelos que presentasen un foliculo
piloso visible. Dichos pelos se lavaron breve-
mente con agua destilada y se cortaron a 1 cm
del bulbo. Estas muestras se dispusieron en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml, al cual se le agreg6
200pL de solucion al 5% de Chelex 100 y 1,0
WL de proteinasa K (20 mg ml). Las muestras se
incubaron a 56°C por toda la noche en un bafio
termorregulado, y luego por 8 min a 95°C, para
inactivar la proteasa. Antes de ser utilizada para
su amplificacién mediante PCR, se centrifugd la
muestra por 2 min a 14.000 r.p.m., para separar
las impurezas.

En el estudio se utilizaron 11 marcadores mi-
crosatélites recomendados por la Sociedad In-
ternacional de Genética Animal (ISAG). Estos
son los siguientes: TGLA227, BM2113, TGLAS3,
ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23,
ETH3, ETH225, BM1824. Estos microsatélites
fueron recomendados por los consultores de la
ISAG para la caracterizacion genética de razas
bovinas. Los mismos fueron analizados siguien-
do un protocolo que consideré una reaccién
multiplex en un termociclador Geneamp mode-
lo 2720 (Applied Biosystems). Cada reaccion de
PCR considerd un volumen de 8u que contenia
entre 20 y 100ng de ADN gendmico, 100 uM de
dNTP, 1,5 uM de MgCI2, entre 0,1 y 0,3 mM de
partidor, tampén de PCR 1x y 1U de ampliTa-
gGold ADN polimerasa (Applied Biosystem). Las
condiciones de reaccion incluyeron una etapa
inicial de desnaturalizacion del ADN por 15 min
a 95°C, seguida de 31 ciclos de amplificaciéon
consistentes en: desnaturalizacién por 45 seg a
94°C, hibridacion por 45 seg a 61°C y elongacién
por 1min a 72°C, para terminar con 2 etapas de
extension de 60 min a 72°C y 120 min a 25°C.

De cada muestra amplificada se obtuvo 1 yl de
ADN, al que se le adicion6 0.25 pl Liz 500 Size
Estandar y 10 pl de Formamida. Estos tubos, se
sometieron a 95° C por 5 minutos, para poste-
riormente ser llevados al equipo de analisis de
ADN ABI Prism 3130 Genetic Analyzer, donde
se realizo la electroforesis capilar automatizada.

Para el analisis de los fragmentos, se utilizo el
software Genemapper 4.0, del cual se obtuvo el
electroferograma. Aplicando el criterio de asig-
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nacion de genotipos segun nomenclatura reco-
mendada por la ISAG en Test de Comparacion
2007, se determinaron los genotipos presentes
en cada uno de los locus, de cada animal.

Para el analisis de datos relativos a la poblacion
estudiada, se utilizé el programa informatico Ge-
nepop 4.0 (Raymond y Rousset 1995) y también
el Microsatellite Tool Kit para Microsoft Excel.
Para cada microsatélite se calcul6 el indice de
contenido polimérfica (PIC), el nUmero medio de
alelos (Na), la heterosis observada (Ho), la he-
terosis esperada (He), el estadistico Fis (Weir y
Cockerham 1984) y el equilibrio genético Hardy-
Weinberg. Se determiné distancia genética utili-
zando el coeficiente de Jaccard y se generd un
dendograma usando el método UPGMA con el
programa DendroUPGMA (Garcia-Vallvé et al.
2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los microsatélites estudiados mostraron un alto
grado de polimorfismo detectandose 89 alelos en
los 11 loci de los 34 animales estudiados, lo que
corresponde a un promedio de 8.09 alelos por

locus. El numero de alelos por locus varié desde
un maximo de 11 alelos para los locus TGLA227,
BM2113 y TGLA122 hasta un minimo de 5 co-
rrespondiente al locus TGLA 126 (Tabla 1). El
45% de los locus presentd mas de 8 alelos (5 de
11), y debido a esto se encontré un promedio de
alelos tan alto en la poblacion, asi como en los
niveles de heterosis y el indice de contenido po-
limorfico (PIC). ElI numero promedio de alelos es
similar al 8.14 reportado para la raza Limonero
de Venezuela (Villasmil et al. 2008) y al 8.2 de
la raza Criolla de Brasil (Steigleder et al. 2004
). Sin embargo es superior al 5.63 reportado
para la raza panamena Guabala (Villalobos et al.
2009) y, también, superior a 6.2 y 7.3 reportado
para la raza Retinta espafiola y la criolla argenti-
na, y 6.6, 7.3y 7.8, reportado para razas criollas
bolivianas (Liron et al. 2006), y valores entre 5.5
y 7.2 reportados para razas de la peninsula ibé-
rica y Francia (Beja-Pereira et al. 2003).

Cabe destacar que a mayor numero de animales
muestreados existe mayor posibilidad de detec-
tar un mayor numero de alelos, y que se encontro
un numero relativamente alto para una muestra
reducida de animales muestreados.

Tabla 1. Frecuencia alélica y parametros de diversidad para 11 microsatélites utilizados en el ganado criollo
lechero (Alelic frequency and diversity parameters for 11 microsatellites used)

TGLA227 BM2113 TGLAS53 ETH10 SPS115 TGLA126

Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec.
1 75 10 121 15 154 10 213 248 28 115 43
2 77 123 1 160 33 215 2 250 117 11
3 79 5 125 13 162 9 217 22 252 9 119 9
4 81 12 127 6 164 3 219 18 254 13 121
5 83 1 129 3 166 1 221 19 256 11 123 4
6 87 1 131 1 168 2 223 6 260 6
7 89 22 135 16 170 5
8 91 7 137 2 172 2
9 93 3 139 7 174 1
10 97 3 141 2 176 2
1" 103 2 143 2
Ho 0.79 0.79 0.71 0.76 0.85 0.47
He 0.83 0.85 0.73 0.75 0.75 0.56
FIS 0.047 0.065 0.028 -0.021 -0.135 0.163
PIC 0.80 0.82 0.69 0.69 0.71 0.51

Ho — heterosis observada; He — heterosis esperada; Fis — estadistico Fis; PIC —indice de contenido polimorfico.
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Los valores PIC indican cuales de los microsateé-
lites fueron los mas informativos. Valores sobre
0.5 son muy informativos, entre 0.25 y 0.5 son
medianamente informativos y por debajo de 0.25
denota baja informacién polimérfica (Martinez et
al. 2005). Todos los marcadores utilizados en el
estudio fueron muy informativos y por tanto son
utiles para valorar la diversidad genética de la
raza Criolla Lechera Dominicana, siendo el me-
nor valor de 0.514 (TGLA126) y el mas alto 0.816
(BM2113). Los valores para cada marcador se
muestran en la Tabla 1.

Para medir la variabilidad genética se utilizan la
heterosis observada (Ho) y la heterosis espera-
da no sesgada (He). Ho es el numero relativo de
individuos heterocigotos para cada locus encon-
trado en la poblacién estudiada, mientras que He
es la frecuencia relativa que se deberia observar
luego de apareamientos entre individuos al azar
con las mismas frecuencias génicas observadas
en la poblacién (Villasmil et al. 2008).

Se encontré6 que todos los marcadores esta-
ban en equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05).
Los estimados de Fis se realizaron de acuerdo

Weir y Cockerham (1984) (Tabla 1). Todos tu-
vieron valores bajos con excepcion de SPS115,
TGLA126 e INRA23. Sin embargo, se continud
con el resto de los analisis ya que no hubo nin-
gun problema de interpretacion alélica. Hay que
notar que la poblacién estudiada se maneja con
cruzamientos dirigidos y no un sistema de cru-
zamiento natural, y que hay mayor numero de
hembras que de machos por lo que no se asume
un cumplimiento con todas las suposiciones de
Hardy-Weinberg de equilibrio entre los loci.

El Ho fue 0.749, similar al 0.739 del criollo argen-
tino, pero inferior al criollo Saavedreno boliviano
con 0.851 (Lirén et al. 2006). Este valor es supe-
rior a la heterosis observada de 0.6115 en el ga-
nado espafnol Mostrenco (Martinez et al. 2005) y
0.602 observado en la raza venezolana Limone-
ro (Villasmil et al. 2008). En un estudio realizado
a poblaciones de razas comerciales Gyr, Nellore,
Guzerat y Holstein se ha detectado un alto nivel
de endogamia con un valor promedio de 0.350
de heterosis observada (Machado et al. 2003).

El He tuvo un valor de 0.758, similar al de la
raza Morucha de Espafia (0.709), pero superior

Tabla 1. (cont.). Frecuencia alélica y parametros de diversidad para 11 microsatélites utilizados en el ganado
criollo lechero (Alelic frequency and diversity parameters for 11 microsatellites used)

TGLA122 INRA23 ETH3 ETH225 BM1824
Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec. Alelo Frec.

1 139 2 194 5 117 13 140 9 178 17
2 141 28 198 3 119 11 142 5 180 4
3 143 1 200 1 121 13 144 7 182 29
4 145 1 204 1 125 21 148 10 188 16
5 147 1 206 13 127 8 150 28 190 1
6 149 14 208 12 129 158 192 1
7 151 6 210 160 8
8 153 3 212 2
9 161 9 214 23

10 163 1 216 6

11 169 2

Ho 0.79 0.71 0.82 0.76 0.76

He 0.77 0.81 0.80 0.77 0.71

FIS -0.032 0.133 -0.028 0.010 -0.083

PIC 0.73 0.78 0.76 0.73 0.64

Ho — heterosis observada; He — heterosis esperada; Fis — estadistico Fis; PIC —indice de contenido polimorfico.
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al 0.611 reportado para la raza francesa Aubrac
(Beja-Pereira et al. 2003) y al 0.689 y reportado
para el criollo Limonero (Villasmil et al. 2008) y
el criollo Peruano (Aquino et al. 2008), respecti-
vamente. Y también superior a 0.530 reportado
para razas comerciales (Machado et al. 2003).
A pesar de contar con una poblacién reducida
de 34 animales, el ganado Criollo Lechero Domi-
nicano mostré un valor de heterosis superior al
0.612 reportado por un estudio similar realizado
con 340 animales criollos (Martinez et al. 2005).

De acuerdo a los resultados de las distancia ge-
nética en la poblacion, se separaron cuatro fa-
milias y se elabor6 un plan de cruzamiento rota-
cional para mantener la diversidad y aumentar el
tamano de la poblacion.

CONCLUSIONES

Se ha verificado una alta variabilidad en el ga-
nado Criollo Lechero Dominicano. Esto sugiere
que este hato es una rica reserva de diversidad
genética y su notable adaptacién al medio local
refuerza la importancia de preservarlo como una
raza pura.

Se puede confirmar que el grupo de marcadores
microsatélites utilizado es adecuado y contribu-
ye al conocimiento genético del ganado Criollo
Lechero Dominicano. Esta ventaja permite hacer
planes de conservacion adecuados.

El modelo de conservacion sugerido puede
ayudar a conservar la diversidad genética en el
hato, asi como ser la base para un mejoramiento
genético del mismo para su uso en ganaderias
comerciales que procuran obtener cruces mas
resistentes y productivos.
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