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Biodiversidad genética de la raza Charolais en diferentes regiones agroecoldgicas en

Meéxico

RESUMEN

La caracterizacion genética de las poblaciones permite acceder a su variabilidad
genética, la cual es un elemento crucial para determinar estrategias de crianza y programas
de conservacion. La evaluacion de la diversidad genética es especialmente importante en
las razas de ganado altamente especializadas, como lo es la raza Charolais, su estudio en
México es importante para determinar el estado que guarda su diversidad genética, dado
que su adaptacion ha dependido del manejo reproductivo y los objetivos de seleccion que se
han dado a la raza desde su introduccién al pais.

En este estudio se evaluo la variacion genético-molecular en poblaciones de la raza
de ganado Charolais de diferentes regiones agroecoldgicas de México. Utilizando
marcadores moleculares del tipo | y Il se obtuvieron datos genotipicos que permitieron
definir el grado de variacion genética en las poblaciones estudiadas.

Con el objetivo de analizar la frecuencia del alelo Q204X del gen MSTN, se utilizé
un ensayo de discriminacion alélica. Este alelo, en la raza Charolais provoca la pérdida de
funcion de la proteina generando el fenotipo de doble musculatura y esta directamente
asociado a la expresion de la conformacion. Los resultados mostraron que existen
diferencias en la carga genética en las tres poblaciones de la raza localizadas en el Noreste
de México. Se analizaron 194 individuos con registro Full French encontrandose que 13
fueron portadores para el alelo Q204X del gen MSTN. Los porcentajes de frecuencias
genotipicas encontradas fueron: AA = 0% en las tres poblaciones; AB = 9.3% (“El Jurel”),
2.81% (“La Querencia”) y 8.75% (JR “La Nutria”); BB = 90.7%, 97.18% y 91.25%
respectivamente. La diferencia en las frecuencias del alelo en las tres poblaciones puede ser
atribuida al manejo reproductivo y a los criterios de seleccion aplicados en cada una de
ellas.

Mediante el uso de marcadores microsatélites se demostrd que existe una amplia
variabilidad alélica en las poblaciones estudiadas, lo cual se vio reflejado en los diferentes

parametros de diversidad como la Heterocigocidad (He) que present6 en promedio un valor
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de 0.5, el cual coincide con los valores previamente reportados para la raza Charolais
Europea.

El anélisis de Fst permitié determinar que existe una moderada pero significativa
diferenciacion (Fst = 0.07970; P = 0.00000). La variacion genética en las poblaciones
estudiadas es principalmente atribuible al nivel de variacion individual intra poblaciones
con un valor del 92.03%, mientras que entre poblaciones se observo un 7.97% de
variacion. Estos valores de diferenciacion son similares a los encontrados entre razas de
diferentes especies de mamiferos. Se propone por lo tanto que los valores de diferenciacion
genética encontrados podrian ser considerados como evidencia de una posible formacion de
lineas genéticas de la raza, debido principalmente al origen del material genético, manejo

reproductivo y/o criterio de seleccion aplicados en cada poblacion.
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Genetic diversity of the Charolais breed in different regions from Mexico

SUMMARY

The genetic characterization of the populations allows acceding to its genetic
variability; it is a crucial element to determine breeding and conservation programs. The
evaluation of the genetic diversity is specially important in those highly specialized cattle
breeds, such as Charolais breed, therefore its study in Mexico is important to determine the
present situation of its genetic diversity.

In this study the molecular variation in populations of Charolais breed from
different regions of Mexico was evaluated, by using type I and 11 molecular markers.

Type | markers were assessed by the Q204X miostatin (MSTN) allele frequency
determination, the allele was detected from populations using an allelic discrimination
assay. In the Charolais breed, the Q204X allele causes the loss of function of MSTN
protein generating the double muscling phenotype, it is directly associated with the body
conformation. The three populations showed allele carriers, and differences in its
frequency: AA = 0% in the three populations; AB = 9.3% ("El Jurel”), 2.81% ("La
Querencia™) and 8.75% (JR "La Nutria"); BB = 90.7%, 97.18% and 91.25% respectively.
The difference in the Q204X allele in the three populations can be attributed to the
reproductive handling and the applied criteria of selection in each one of them.

Five microsatellites showed extensive polymorphism with allele numbers ranging
from 10 and 20. Overall heterozygosity at each locus ranging between 0.437 and 0.842,
average PIC values at five loci were 0.811, predicting their applicability to individuals
identification. On basis on Fst values there are a moderated genetic differentiation between
the channel catfish individuals used in the farms, but high intrapopulation allelic diversity is
the most remarkable parameter. Using eleven microsatellites markers (Type Il markers) it
was demonstrated an extensive polymorphism from each loci. Heterocigocyty values from
overall population (0.5) were comparable to values previously reported for European
Charolais breed.

The Fst analysis allowed to determine that = 0.07970 exists a moderate but

significant differentiation (Fst; P = 0.00000). The genetic variation in the studied
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populations is mainly attributable to the level of individual variation intra populations with
a value of the 92.03%, whereas between populations it was observed 7.97% of variation.
These values of differentiation are similar to those previously reported between races from
different mammal’s species. It results could be considered as an evidence of genetic lines
between the Mexican Charolais breed due to the origin of the genetic material, reproductive

handling and/or applied criterion of selection in each population.
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1. INTRODUCCION

Desde que empezd la domesticacion del ganado hace mas de 9mil afios, los
humanos han procurado por varios medios identificar a los animales superiores con el fin
de propagar y conservar sus caracteristicas. Dentro de los principales animales que el
hombre ha domesticado se encuentran los bovinos, porcinos, ovinos y caprinos. Las
diversas areas geograficas en las cuales se ha criado el ganado asi como los mdultiples usos
que se le ha dado (carne, lecheria, ceremonial) han originado una gran diversidad de razas
[Buchanan y Dolezal, 1999], por lo tanto éstas se consideran como la base de la
conservacion genética del ganado [Hall y Bradley, 1995].

De los animales domesticados el ganado bovino representa el grupo mas numeroso,
esto se debe principalmente a dos factores: 1) ocupan una posicién complementaria al
humano por su eficiencia al explotar al méximo los recursos vegetales, 2) este tipo de
sistema de produccion animal tiene utilidad mdltiple [Fries y Ruvinski, 1999]. A nivel
mundial existen mas de 790 razas de ganado bovino por lo tanto, éste al igual que muchas
otras especies de interés pecuario, son considerados como componentes importantes de la
biodiversidad. Sin embargo, segin la FAO esta cifra de razas esta continuamente
cambiando, y se ha estimado que al menos una raza de ganado tradicional desaparece
debido a los avances en los sistemas de produccion pecuaria. ElI uso continuo y casi
exclusivo de sementales clasificados como de mejor desempefio, esta causando un efecto
negativo dentro de la diversidad genética, siendo el ganado Holstein, el mejor ejemplo
[San Primitivo, 2001].

En América Latina y el Caribe, la mayoria de las introducciones de ganado tuvieron
lugar durante los primeros 50 afios de la colonizacion. En 1521 durante la conquista de la
Nueva Espafia se produjo la importacion de las primeras 50 cabezas de ganado bovino por
Gregorio Villalobos. En México el ganado de origen espafiol (conocido como criollo)
prevalecié como raza Unica. Para 1896 se realizaron las primeras importaciones de ganado
especializado en la produccion de carne, principalmente de las razas Hereford y PardoSuizo
las cuales fueron establecidas en la region norte del pais [Suarez y Lopez, consulta en
linea: http://agrinet.tamu.edu/trade/papers/hermilo.pdf].

En 1923 se realizo la primera importacion de ganado cebuino y en 1925 de Angus.

Entre 1929 y 1930 se importaron los primeros ejemplares de la raza Charolais. En cierta
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medida, la ganaderia mexicana ha dependido de la importacion de animales para mejorar la
productividad de sus animales [Sudrez y LOpez, consulta en linea:
http://agrinet.tamu.edu/trade/papers/hermilo.pdf]. Esto probablemente ha traido como
consecuencia importantes cambios en el caudal genético de las diferentes razas.

En México la Raza Charolais es altamente explotada por su adaptacion a todas las
condiciones de manejo en sistemas de produccién, tanto extensivos (campo) como
intensivos (corrales) [Consulta en linea: http://www.elevage-francais.com]. Esta raza se
caracteriza por su pelo blanco y capacidad de sudar lo que se traduce en una gran
resistencia a los climas extremos (rusticidad), resistencia a las enfermedades
(particularmente las de clima tropical: tripanosomiasis y las trasmitidas por garrapatas
como babesiosis y anaplasmosis), facil adaptacién a diferentes tipos de alimentacion
(asimila con provecho floras diferentes a los pastos naturales) [consulta en linea:
http://www.charolais.org.mx], ademas de ser econémicamente valiosa por la excelente
produccion de carne magra [consulta en linea:
http://www.geocities.com/WallStreet/Exchange/8492/charolais].

El estudio de la raza Charolais es importante desde el punto de vista genético-
productivo ya que la diversidad es necesaria para mantener la variabilidad de las
poblaciones y asi contribuir a su adaptacion a diferentes ambientes. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la variacion genético-molecular en poblaciones de la raza
Charolais de diferentes regiones agroecoldgicas de México: Para ello se determind el grado
de diferenciacion genética de las poblaciones estudiadas, con base en los datos genotipicos
obtenidos con el uso de 11 marcadores microsatélites y el andlisis del polimorfismo de un
solo nucledtido (SNP) en el gen MSTN.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Agrobiodiversidad

La palabra “Biodiversidad” cubre un amplio espectro, tiene implicaciones al menos
en tres niveles: los genes, las especies y los ecosistemas; asi como dos componentes: uno
tangible que incluye los recursos bioldgicos y otro intangible ligado a los conocimientos,
las innovaciones y las practicas humanas asociadas con la biodiversidad (por ejemplo las
técnicas agricolas o los conocimientos  cientificos) [consulta en linea:
Biodiversidadecuador.com/biodiversidad].

Dentro del contexto agropecuario, la biodiversidad animal queda enmarcada por la
variabilidad genética 0 diversidad entre y dentro de razas de la misma especie y a menudo
se denomina “Agrobiodiversidad” [consulta en linea:
Biodiversidadecuador.com/biodiversidad].

La importancia e interés por el estudio y la conservacion de la agrobiodiversidad, se
puede resumir en cuatro aspectos: el primero de ellos es de orden genético-productivo, ya
que la diversidad es necesaria para mantener la variabilidad de las poblaciones, la cual
permite la adaptacion a diferentes ambientes, algunas veces adversos; el segundo aspecto es
cientifico, ya que, el estudio de cada raza en particular puede ser de interés para detectar
posibles genes Unicos y valiosos en el momento actual o en el futuro en estas poblaciones;
el tercero es de orden historico-cultural dado que la conservacion de determinadas razas
representan un patrimonio genético de un pais y como historia viva y paralela al desarrollo
de la poblacién humana; y el cuarto es de indole ecoldgico-ambiental, ya que los
ecosistemas son el resultado del equilibrio entre clima, flora y fauna, y cualquier factor que
afectara a alguno de estos componentes estaria atentando contra ese equilibrio, deteriorando

el medio y la simbiosis ecoldgica de la zona [Aranguren y Jordana, 2001].

2.2. Estudio de la diversidad genética
La diversidad o variabilidad genética se puede definir como “la habilidad genética
para variar” y por ende la capacidad de responder tanto a variaciones de indole ambiental

como la presion de seleccion ejercida sobre las poblaciones. Es asi, que la variabilidad
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genética constituye la base del progreso genético, y pueden ser medidos a través de una
gran diversidad de estadisticos que cuantifican la variabilidad genética y resumen la
informacion a términos mas manejables. Cada uno de ellos aprecia diferentes aspectos de la
variabilidad y su utilidad practica estara en funcion del propdsito de estudio [Aranguren y
Jordana, 2001].

El estudio de la diversidad puede realizarse a nivel genotipico y fenotipico. El
genotipo contiene los codigos de informacion que definen al individuo, incluyendo detalles
de su morfologia, desarrollo, comportamiento y limitaciones bioldgicas. La expresion del
genotipo es denominado fenotipo. Mientras que el genotipo es transmitido de una
generacion a la siguiente en los eventos reproductivos, el fenotipo es influenciado ademas
del componente genético por el ambiente. A nivel poblacional, puede que no todos los
individuos tengan el mismo genotipo, lo cual afecta diferencialmente a los fenotipos
[Marquez, 2000]. Por lo tanto, el fenotipo no es necesariamente una buena guia de la
variacion genética y los miembros de una raza pueden parecer similares exteriormente pero
ser absolutamente diferentes a nivel genético. Inversamente, aunque dentro de una especie
las razas pueden observarse muy diferentes pueden estar genéticamente muy relacionadas
[Blott et al., 1996-1997].

En la actualidad el estudio de la diversidad genética se ha enfocado en la
determinacion de los patrones de diversidad del genoma de los individuos haciendo uso de
los marcadores moleculares [LOpez, 2004]. El incremento del conocimiento sobre la
importancia de conservar la biodiversidad de las razas de ganado bovino ha sido paralelo al
avance genético que ayuda al planeamiento objetivo de la conservacion [Hall y Bradley,
1995]. Los métodos moleculares para describir la diversidad dentro de las especies se han
empleado en una amplia gama de mamiferos y han generado informacién valiosa referente
a estrategias de conservacion [Hall y Bradley, 1995], ademas actualmente se esta
estableciendo el inventario de razas y los conceptos formulados originalmente para la
cuantificacion de la diversidad de la especie se estan aplicando. Las razas conservadas asi
proporcionaran los recursos valiosos para el futuro del sector agropecuario [Hall y Bradley,
1995].
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2.3. Aplicacion de los marcadores moleculares en estudios de diversidad

Las diferencias que se pueden apreciar entre los individuos son ocasionadas por
cambios en el ADN, diferencias que se deben a alteraciones en las bases nitrogenadas en
algunas regiones cromosomicas. A las diferencias o polimorfismos en el ADN se les
denomina generalmente marcadores [Valadez-Moctezuma, 2004], la aplicacion de técnicas
para la deteccion de marcadores estan basadas en la busqueda de estos polimorfismos, y
puesto que cada individuo tiene una secuencia Unica de bases, esta informacion puede ser
explotada en estudios de diversidad [Valadez-Moctezuma, 2004].

Los marcadores moleculares a nivel de ADN, permiten la determinacion de la
diversidad genética existente entre y dentro de las poblaciones ademéas de hacer posible la
identificacion de variantes génicas Unicas. Estas poblaciones, pueden servir como
reservorios para el mejoramiento genético de poblaciones comerciales, tales como
resistencia a enfermedades o adaptacion a situaciones ambientales extremas. Por otra parte,
un registro genético de reproductores basado en marcadores de ADN, puede utilizarse por
las asociaciones de criadores para garantizar la identificacién de individuos, al permitir
autentificar la progenie [consulta en linea: http://www.sagarpa.gob.mx/Dgg/FTP/conargen].

Se han desarrollado tres tipos de marcadores de ADN que son comunmente usados

para llevar a cabo estudios genético-moleculares, los cuales se describen a continuacion.

2.3.1. Marcadores tipo |

Conocidos como marcadores moleculares directos, éstos corresponden a genes que
codifican para proteinas y que tienen aplicacion en la implementacién de pruebas de
asociacién con rasgos productivos especificos [O’Brien et al., 1999]. Para utilizar este tipo
de marcadores moleculares es necesario saber si el gen en cuestion tiene una funcion
fisiologica que pueda causar variacion fenotipica cuando existen polimorfismos en su
secuencia. Por ser de interés del presente trabajo se presenta como ejemplo de este tipo de
marcadores el gen Miostatina (MSTN).

En los dltimos 50 afios, la estructura corporal, ha sido la base de la seleccidn
intensiva en diferentes razas. A la fecha se han descrito diferentes genes que intervienen en

esta caracteristica y uno de ellos es el gen de la miostatina (MSTN). Por lo tanto, puede ser
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utilizado como marcador de seleccion de animales con musculatura superior. EI gen MSTN
es un gen especifico asociado a esta caracteristica, se localiza en el locus mh del
cromosoma 2 bovino [Kocamis and Killefer, 2002] y actia como regulador negativo del
crecimiento muscular. La pérdida de la funcion de MSTN causa el fenotipo de doble
musculatura que presentan varias razas de ganado bovino y en otras especies genera
fenotipos similares [Heather et al., 2001].

La MSTN estd ampliamente conservada entre especies y su proteina es
principalmente sintetizada en el musculo esquelético como un propéptido de 376
aminodcidos, produciendo una proteina activa, procesada y madura de 15 kDa.
Estructuralmente, el gen esta constituido por tres exones y dos intrones, contiene todas las
caracteristicas principales de la familia de los TGF-f, asi como una sefial de procesamiento
proteolitico y una region activa carboxilo-terminal que tiene patrones altamente
conservados de residuos de Cisteina [Kocamis and Killefer, 2002].

La secuencia de aminodcidos del sitio activo carboxilo-terminal de procesamiento
proteolitico de MSTN tiene una homologia del 100% entre especies murinas, roedores,
humanos, porcinos y aves [Heather et al., 2001], lo cual sugiere una funcién comudn y
altamente conservada.

En razas europeas como Belgian Blue y Piedmontese se demostro que algunas
mutaciones en el gen MSTN provocan la pérdida de funcionalidad de la proteina,
expresandose el doble musculo [Heather et al., 2001].

Fisiologicamente la doble musculatura es ocasionada por distrofia muscular (DM)
responsable del incremento de masa muscular. Los individuos con doble masculo,
desarrollan un mayor nimero de fibras musculares (hiperplasia celular) ocasionada por la
hipertrofia del masculo mh (incremento del tamafio de las fibras musculares) [Volk, 1997].

El alto polimorfismo del gen ha permitido detectar siete secuencias diferentes
(alelos) para la regién codificante del gen MSTN [Grobet et al, 1998], 5 de ellas sefialan
cancelacion y la casi eliminacion de la funcién del gen, mientras que las dos restantes no

tienen efecto fenotipico en los animales portadores (cuadro 1) [Heather et al., 2001].
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Cuadro 1. Mutaciones en el gen Miostatina, por raza [Heather et al., 2001]

Raza Mutacion
Belgian Blue nt821(del11)
Asturiana de los Valles nt821(del11)
Rubia Gallega nt821(del11)
Parthenaise nt821(del11)
Piedmontese C313Y
Gasconne C313Y
Maine-Anjou nt419(del7-ins10)
Marchigiana E291X
Charolais Q204X

En las razas Belgian Blue, Blonde d’Aquitaine, Limousine, Parthenaise, Asturiana
de los Valles y Rubia Gallega la mutacién se manifiesta como una delecién de 11 pb
[Grobet et al., 1998] desde el nucleodtido 821 hasta el 831 en el gen de la MSTN. Como
consecuencia de esta mutacion se produce un corrimiento en el marco de lectura y la
subsiguiente terminacién prematura del dominio carboxilo terminal de la proteina
(nt821(dell11)); en las razas Piedmontese y Gasconne la mutacion se da por la transicion de
Guanina por Adenina (G-A) que produce un cambio en la posicién 938 de un residuo de
Cisteina por uno de tirosina en la misma region altamente conservada del gen (C313Y);
también se han encontrado mutaciones en la raza Maine-Anjou que se manifiesta debido a
una insercion/delecion en la posicion 419, donde 10 pb no relacionadas son insertadas en
lugar de 7 pb, estas han sido deletadas dando lugar a un codon stop prematuro en el péptido
N-terminal asociado al aminodcido de la posicion 140 (nt419(del7-ins10)); en la raza
Maine-Anjou la mutacion se identifica por una transversion de G por T (G-T) en el
nucle6tido 676, provocando la formacidon de un codon stop prematuro en el péptido N-
terminal asociado al aminoécido de la posicion 226 (E226X); para la raza Marchigiana, se
ha encontrado también una transversion de Guanina por Timina (G-T) pero en la posicién
874 que provoca la formacién de un stop prematuro en el dominio bioactivo C-terminal

(E291X) [Grobet et al., 1998]; y en la raza Charolais, dicha mutacion se presenta como
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una transicion de Citosina por Timina (C-T) en la posicion 610 originando un codon stop
prematuro en el péptido N-terminal asociado al aminoéacido de la posicion 204 [Grobet et
al., 1998], donde hay un reemplazo de residuos de Glutamina (Q) por (X) aminoacido
(Q204X) [Heather et al., 2001].

No existen mas reportes especificos sobre la influencia del gen. En el 2003 Dunner
y colaboradores trabajando con 678 muestras de animales pertenecientes a 28 razas bovinas
espafolas, francesas, belgas, britanicas y una italiana detectaron siete nuevas mutaciones en
el gen de la MSTN (2 polimorfismos intronicos, 3 mutaciones silenciosas, y 2 mutaciones
conservadas en los exones | y I1). Hay una considerable heterogeneidad genética en la
causa de la doble musculatura y muchas mutaciones se detectan en més de una raza
[Giovambattista et al., 2002].

La presencia de mutaciones en el gen MSTN desde el punto de vista productivo
presentan ventajas, ya que los animales con DM tienen mas carne magra que un animal
normal, mayor masa muscular con menos grasa, y generan incrementos de peso en
condiciones de alimentacion poco favorables, especialmente en lo que a calidad de forrajes
disponibles se refiere, ademas, presenta una elevada conversion alimenticia [consulta en
linea, www.elevage-francais.com], sin embrago, fisiolégicamente es un patologia, ya que se
le asocia con la disminucion de grasa de otros organos, reduccion de la fertilidad en las
hembras, riesgo de enfermedad respiratoria y cardiovascular, y ademas requiere la practica
de ceséreas debido a la alta incidencia de distocia, lo cual ha propiciado la seleccion
negativa 0 positiva de dicho fenotipo para usos especificos en algunas razas y bajo

estrategias de manejo [Heather et al., 2001].

2.3.2. Marcadores tipo Il

En la actualidad, muchos de los estudios de diversidad genética de razas, mapeo de
genes y busqueda de genes de interés productivo se realizan mediante el uso de los
marcadores moleculares tipo Il o microsatélites [O’Brien et al., 1999]. Estos STRs, son
repeticiones cortas en tandem, constituidas por repeticiones de 1 a 6 pares de bases y que se
distribuyen por lo general en regiones intergénicas (figura 1). Una de las ventajas de estos

marcadores radica en que estan considerados por la mayoria de los autores como la mas
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poderosa herramienta para los estudios de genética de poblaciones, ya que son muy
polimoérficos presentan herencia mendeliana simple, son codominantes (pudiéndose
diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos), son faciles de medir y
analizar, y son 100% fiables, repetitivos y automatizables [Aranguren y Jordana, 2001].
Como sistemas geneticos, son comparativamente faciles de automatizar con la posibilidad
de amplificacion mdaltiple de hasta cinco loci en una sola reaccion de PCR y de cargas
multiples de hasta quince loci por carril en algunos sistemas de gel altamente optimizados.
Ademas, se asume que son neutrales a la seleccion, la diversidad genética observada es la

consecuencia de dos fuerzas: deriva y mutacion genéticas [Cafion et al., 2001].

Motomcledtido (A1 AAMSANSANNAMS

Dinucledtido (G Ty GTETETITITGTITGT

Trinueledtido (FAT)r GATGATIATGATFATGATOAT

T etrarmacledtido (CTAS s CTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAG
Pentamacledtido (CATTS; CATTGCATTGCATTGCATTGOATTG
Hex atmacledtido (G EATCC GOATCCOGATCCOCGATCOGGATCC
Mictosatélite imperfecto GTGTGTGTGTATGTGTGTGTG

Ml crosatélite internumpido GTOTETETOCCE TG TGO TG TGT
Mictosatélite compuesto GTGTGTGTGCTCTCTCTCTCTC

Figura 1. Clasificacion de los microsatélites. La figura muestra las clasificaciones de los microsatélites con
base al nimero de repeticiones, y las caracteristicas estructurales del motivo (Schlétterer y Harr, 2001).

Por sus caracteristicas, los microsatélites se han convertido en los marcadores de
eleccion para llevar a cabo estudios tanto de genética basica como de mejora animal.

Durante la Gltima década en todo el mundo, se realizé una gran cantidad de estudios
de diversidad genética en ganado doméstico, todos ellos basandose en el uso de marcadores
microsatélites. Un examen entre grupos de investigacion revela que en la mitad de 87
proyectos estan investigadas mas de 9 razas elegidas principalmente debido a su larga
historia de aislamiento, ya que contienen cualidades fenotipicas Unicas o bien porque han
presentado una evolucion dentro de un ambiente Unico; en la mitad de los proyectos el
tamafio promedio de muestra por raza ha sido mayor de 50 individuos; en la mayoria de los

proyectos el tipo de muestra preferido ha sido sangre [Baumung et al., 2004].
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2.3.2.1. Nomenclatura para marcadores Microsatélites de ADN

La nomenclatura para los marcadores de ADN es bastante directa. Si un marcador
es parte de un gen o esta dentro de un gene, el nombre del gen se usa en la designacién. Por
ejemplo, las pequefias repeticiones en tandem (STR) del marcador THOL1 son del gen
humano Tirosina Hidroxilasa situado en el cromosoma 11. La porcion 01 indica que la
region repetida se localiza dentro del intron 1 del gen Tirosina Hidroxilasa. Algunas veces
el prefijo HUM es incluido al principio del nombre del locus para indicar que pertenece al
genoma Humano. Asi, el locus del microsatélite correctamente nombrado es HUMTHO1.
Los marcadores de ADN que caen fuera de las regiones del gen, pueden ser designados por
su posicion en el cromosoma. Los microsatélites D5S818 y DYS19 son ejemplos de
marcadores que no se encuentran dentro de las regiones del gen. En este caso, “D”
representa al ADN (en sus siglas en ingles DNA). El siguiente caracter se refiere al nimero
de cromosoma, 5 por el cromosoma 5y “Y” por el cromosoma Y. La “S” se refiere al
hecho de que el marcador del ADN es una secuencia de una sola copia. ElI numero final
indica el orden con el cual el marcador fue descubierto y categorizado para un cromosoma
en particular. Los numeros secuenciales se utilizan para dar unidad a cada marcador de
ADN identificado [Butler, 2001]. Asi, para el marcador de ADN D16S539:

D: ADN (en sus siglas en ingles DNA)
16: cromosoma 16

S: secuencia de una sola copia

539 locus 539 descrito en el cromosoma 16

2.3.3. Marcadores tipo 111

Estos marcadores moleculares, son polimorfismos de un s6lo nucle6tido (SNPs) y
comunmente bi-alélicos, se encuentran en los exones e intrones de genes e incluso en las
regiones intergénicas [O’Brien et al., 1999]. Este tipo de marcadores moleculares han
tenido un gran auge en los ultimos afos, principalmente al revelar el proyecto del genoma
humano, que pueden ser utilizados como marcadores para identificar genes que
predisponen a enfermedades multifactoriales.

Aunque la identificacion de este tipo de marcadores en el area animal apenas
empieza, se consideran de relevancia, ya que podrian ayudar a definir las vias metabdlicas o
cascadas de genes que participan en la expresion de diferentes caracteristicas fenotipicas de

interés productivo.

10
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2.4. Medidas de la diversidad genética

A partir de la informacion de los marcadores moleculares se puede calcular una gran
cantidad de pardmetros de la diversidad genética, la mayoria de estos datos se pueden
aplicar en los diversos niveles de organizacion como son especie, subespecie, poblacion e
individuo. Las medidas de "locus unico"”, resumen la informacion de varios loci
simplemente haciendo un promedio sobre todos los loci y las medidas del "multilocus”,
estan basadas en genotipos del multilocus y consideran correlaciones entre alelos en
diversos loci [Glaubitz et al., 1999].

2.4.1. Diversidad dentro de poblaciones

Hay dos conceptos distintos de la variacion genetica que son aplicables a nivel de la
poblacion. Uno es la riqueza de cualquier poblacion o muestra de ella, éste corresponde al
numero total de los genotipos o de los alelos presentes en la poblacién. El otro concepto es
la uniformidad, el grado de igualdad en la frecuencia de diversos tipos o alelos en la
poblacion o la muestra estudiada. El concepto de la riqueza es considerado por dos
medidas: el nimero total alelos y el porcentaje de loci polimoérficos. EI nimero total de los
alelos (también conocidos como la riqueza alélica) no toma en cuenta las frecuencias en las
cuales varios alelos aparecen siendo sensibles a la presencia o a la ausencia de alelos raros
en una poblacion o muestra. Sin embargo, hay un alto grado del error de muestreo asociado
a la deteccion de dichos alelos raros, por esta razén, ademas del nimero total, es util
observar el nimero de alelos en la muestra sobre un umbral de la frecuencia (por ejemplo el
5% o menos en frecuencia) [Glaubitz et al., 1999].

El porcentaje de loci polimorficos en una poblacion es una evaluacion cruda de la
variacion genéetica para los estudios evolutivos pues estd sujeto a un error de muestreo
gendmico grande es decir, es solamente confiable cuando se muestrean una gran cantidad
de loci. Sin embargo, esta medida se ha utilizado extensivamente para comparar diversidad
genetica entre los taxa, la especie, y las poblaciones. La uniformidad del alelo o de las
frecuencias del genotipo es considerada por las medidas de heterocigocidad observada

(Ho), heterocigocidad esperada (Hg) y el nimero efectivo de los alelos (Ag).

11
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La Ho es la frecuencia en la cual los individuos heterocigotos estan presentes en una
poblacion en un loci dado. Se hace un promedio de las estimaciones de loci Unicos para una
estimacion total a través de loci. La He es la medida de diversidad genética mas
ampliamente utilizada, principalmente porque su interpretacion genética es absolutamente
clara y aplicable a casi todos los organismos. Ademas, las caracteristicas del muestreo se
han estudiado bien, y puede ser estimado confiablemente a partir de muestras relativamente
pequefias. ElI nimero efectivo de los alelos (Ag) se define como el reciproco del
homocigoto, (homocigosidad = 1 - Hg). Ag es solamente igual al namero real de alelos en
un locus cuando los alelos son todos equivalentes en frecuencia en la poblacion, y esta, de

una magnitud mas baja en el resto de las situaciones [Glaubitz et al., 1999].

2.4.2. Diferenciacién de poblaciones

La medida mas utilizada del grado de diferenciacion genética entre las poblaciones
fue desarrollada por Wright (1943, 1951) y es referido por el simbolo Fsr que mide la
proporcion de la diversidad genética total en una especie debida a la diferenciacion entre las
poblaciones. La magnitud de Fsr refleja el grado con el cual las frecuencias alélicas varian
de poblacién a poblacion. La Gst de Nei es equivalente a Fsr. El grado de diferenciacion
entre las poblaciones esta fuertemente influenciado por la tasa de migracion (m), y nimero
de migraciones por poblacion por generacion (Nem, donde Ne es el "tamarfio efectivo de la
poblacion™, se describe como flujo génico).

El nivel del flujo génico se puede estimar indirectamente en funcion de Fsr o
utilizando una aproximacién basada en el nimero promedio de alelos privados (es decir, los
presentes solamente en una poblacion).

La divergencia genética entre dos poblaciones se puede cuantificar utilizando
distancias genéticas, y dependiendo del anélisis se pueden clasificar en distancias
geométricas y distancias genéticas:

1) Las distancias geométricas se aplican para la clasificacion de la poblacion, pues utilizan

frecuencias alélicas sin aplicar ningn concepto geneético subyacente.

12



Biodiversidad genética de la raza Charolais en diferentes regiones agroecoldgicas en México

2) Las distancias genéticas asumen hipoétesis particulares referentes a la divergencia entre
las poblaciones y son entonces apropiadas para interpretar su evolucion [Glaubitz et al.,
1999].

2.5. Diversidad del ganado bovino

Una raza es un grupo de animales seleccionados por el hombre, para tener una
apariencia que las distingue de otros miembros de la misma especie, y se considera que son
la base de la conservacién genética del ganado. Ademas, son reconocidas como importantes
componentes de la biodiversidad del mundo porque los genes y la combinacién de estos,
pueden ser Utiles al sector agropecuario en el futuro [Hall y Bradley, 1995].

Hace més de 9 mil afios, varios de los principales animales de granja a saber,
bovinos, ovinos, porcinos y caprinos, fueron domesticados [Andersson, 2001]. Dentro de
este proceso historico, se distinguen dos periodos, uno en el que se diferencian poblaciones
subespecificas por motivos naturales y artificiales (esto es la aplicacion del concepto de
raza) y otro en el que se establecen los procedimientos administrativos, oficiales y técnicos
para el reconocimiento de cada raza. [Rodero y Herrera, 2000].

De los animales domesticados el ganado bovino representa el grupo mas numeroso
con 790 razas, esto se debe principalmente a que ocupan una posicion complementaria al
humano por su eficiencia al explotar al maximo los recursos vegetales, y porque este tipo
de sistema de produccion animal tiene utilidad maltiple [Fries y Ruvinski, 1999]. El ganado
bovino domesticado es miembro de la tribu Bovini perteneciente a la familia Bovidae, los
estudios moleculares han mostrado que hay dos formas reconocidas de ganado
domesticado, el ganado taurino de Europa, del oeste Africano y norte de Asia, (Bos taurus)
y el ganado cebu de Asiay de Africa meridional (Bos indicus) [MacHugh, 1996].

2.5.1. Estudios de diversidad genética en bovinos
En los afos 90 empezaron a aparecer los primeros reportes de estudios moleculares
basados en la variacion genética del DNA en ganado, el analisis del mtDNA, prob6 ser

extremadamente eficaz en la elucidacion de la diversidad genética en una amplia gama de
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organismos, y se ha aplicado a las poblaciones de ganado de todo el mundo, indicando que
las distintas razas tienen un antepasado comun, el Aurochs (Bos primigenius) que fue
domesticado y se dividio en dos razas locales [Hall y Bradley, 1995]. Loftus y sus colegas
analizaron la variacion de la secuencia del mtADN, misma que les proporciond una
estimacion exacta del tiempo de divergencia entre el ganado taurino y el cebuino en el
periodo holoceno lo que indico que el ganado cebu fue domesticado probablemente
independientemente [MacHugh, 1996]. En un analisis posterior, Bradley y colaboradores
(1996) partiendo de una base de datos de las secuencias del mtADN mucho mas grande
sugirieron que el ganado Taurino Africano y Europeo también pudieron haber sido
domesticados independientemente en localidades separadas.
El estudio de las razas autdctonas y la descripcién de caracteristicas unicas en el lenguaje
de la genetica molecular son una guia para la toma de decisiones en el futuro de la
biodiversidad de ganado. La FAO ha desarrollado e integrado programas para el manejo
global de los recursos genéticos [Hall y Bradley, 1995]. Se recomienda que todos los
grupos de investigacién utilicen el mismo panel de marcadores microsatélites para facilitar
el analisis comparativo o la construccion de arboles filogenéticos [Baumung et al., 2004]
que incluyen tanto informacion topoldgica, que resume patrones de la relacién entre
parientes, como la longitud de la rama, que exhibe el grado de divergencia entre los
parametros [Hall y Bradley, 1995].

En 1998, MacHugh y colaboradores determinaron la variacion genética utilizando
20 microsatélites de 728 animales que representaban a 20 poblaciones de Europa, de Africa
y de la India. Estas poblaciones incluyeron siete razas de ganado Europeo Bos taurus, cinco
poblaciones de ganado Bos taurus del oeste Africano N'Dama, cinco razas de Bos indicus
del Este y Oeste africanos y tres razas de Bos indicus Hindues. Con los datos obtenidos,
realiz6 una amplia gama de analisis genéticos. Se observo un alto nivel de variacion
genetica registrandose en total 168 alelos de longitud variable, la heterocigocidad promedio
sobre todos los loci en la muestra total fue 0.551+0.004. Entre los grupos continentales, las
cuatro razas taurinas provenientes de las Islas Britanicas exhibieron menos variacion
genetica, contrariamente en términos de heterocigocidad y diversidad alélica, las cinco
razas del cebd Africano exhibieron la mas alta variacion genética. Diez de los 20

microsatélites exhibieron variantes de longitud discretas que fueron observadas en alta
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frecuencia en razas de cebl Hindles y en frecuencias intermedias en razas de cebl
Africano, estos alelos estaban ausentes o presentes en poblaciones Africanas y Europeas en
razas taurinas en baja frecuencia.

El anélisis filogenético indicé la divergencia genética del Bos taurus y el Bos
indicus por lo menos desde hace 600.000 afios. Esto concuerda con anteriores anélisis de
variacion de la secuencia mitocondrial en ganado y proporciona una fuerte evidencia que
los dos tipos de ganado fueron domesticados independientemente por dos culturas
neoliticas separadas [MacHugh et al., 1998].

En 1998 para determinar la estructura genética de siete pedigries de razas de ganado
Europeo, MacHugh y colaboradores utilizaron 20 marcadores microsatélites en la
valoracion genotipica de 253 animales. La valoracion de la subdivision genética que usa
medidas clasicas basadas en la deriva demostré que la proporcion media de variacion
genetica entre las razas varia entre 10 y el 11% del total, dependiendo del estimador usado.
Ellos demostraron que un parametro genético simple de la distancia alélica se puede
utilizar para construir un dendograma de relaciones entre animales. Este arbol filogenético
exhibe un grado notable de parentesco de la raza que agrupa y refleja una estructura
subyacente extensa, principalmente de la raza Simmental y cuatro razas originadas en las
Islas Britanicas [MacHugh et al., 1998].

2.5.2. Impacto de la seleccion artificial sobre la diversidad genética de bovinos
De las 790 razas de ganado bovino existentes en el mundo, cerca de 270 se localizan en
Europa. El aislamiento genético y la separacion geografica practicados desde hace mas de
100-200 afos, han provocado la divergencia de poblaciones. Las razas de ganado local han
sido desplazadas casi totalmente por las razas de ganado comercial altamente productivas
por lo que la diversidad genética del ganado bovino esta disminuyendo.
Aunque el nimero de éstas es relativamente pequefio, las innovaciones técnicas en
transporte, comunicaciones y sistemas de reproduccion (incubadoras, inseminacion
artificial, transplante de embriones) facilitan su uso a nivel mundial y su representacion en

la poblacion ganadera se estd incrementando [San Primitivo, 2001]. Un ejemplo es el
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ganado Holstein, que se ha convertido en la raza lechera predominante en todo el mundo, y

se utiliza para el mejoramiento de la produccion de leche.

2.6. Razas que se explotan en México

México posee una gran diversidad de recursos genéticos pecuarios (RGP),
comprendiendo un total de 45 razas de bovino, de las cuales 26 son Europeas, siete son
cebuinas y 12 son sintéticas, producto de cruzamientos entre razas Europeas y cebuinas.

Un 69% de las razas se consideran localmente adaptadas, siendo el resto
introducidas recientemente y con tamafio de poblacion reducido. Un 22% de las razas son
las més usadas, un 13% se consideran usadas moderadamente, y el 65% restante tienen
poblaciones muy reducidas, aunque no necesariamente en riesgo, debido a que la gran
mayoria son recursos genéticos exoticos [Consulta en linea: www.conargen.org.mx,
www.sagarpa.gob.mx/Dgg/FTP/infofao.pdf].

Ocho razas estdn expandiéndose, 26 se mantienen constantes y 11 tienen una
tendencia decreciente. Entre las causas por las que algunas razas lecheras (Jersey, Suizo
Americano) estan aumentando en namero, se tienen la rusticidad e importancia econémica
de solidos totales en la leche. Para el caso de algunas razas para carne como Simmental,
Suizo Europeo, Brahman, Nelore, Sardo Negro y Simbrah; las causas son el tamafio
corporal, rusticidad, habilidad materna, adaptacion a condiciones tropicales y promocion de
la raza, principalmente. Algunas de las razas, principalmente las nativas, estan decreciendo
debido a la falta de difusion de sus caracteristicas, y otras a las limitaciones en su
comportamiento productivo y reproductivo [Consulta en linea: www.conargen.org.mx,
www.sagarpa.gob.mx/Dgg/FTP/infofao.pdf].

Se estima que un 36% de las razas ha participado en pruebas de comportamiento y
solo cuatro (Holstein, Simmental, Tropicarne y Angus) estan realizando evaluaciones
geneticas con la metodologia del Mejor Predictor Lineal Insesgado (BLUP, por sus siglas
en inglés). Un 53% de las razas utiliza de manera sistematica la inseminacion artificial,
generalmente usando semen de toros con evaluaciones genéticas; asimismo, se estima que
un 18% utiliza, aunque de manera limitada, la transferencia de embriones. Con base en lo

anterior, un 40% de las razas practican alguna forma de mejoramiento. Finalmente, muy
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pocas razas tienen objetivos de seleccion definidos apropiadamente, asi como programas de
mejoramiento definidos e implementados. Cabe sefialar que a nivel de rebarios aislados se
comienzan a realizar evaluaciones genéticas [Consulta en linea: www.conargen.org.mx,
www.sagarpa.gob.mx/Dgg/FTP/infofao.pdf].

Se calcula que un 60% de las razas se utilizan ampliamente en cruzamientos,
destacando las cebuinas, suizas y criollas, y en menor grado la Holstein, Simmental,
Charolais y Angus. En la ganaderia de doble proposito (GDP) se utilizan animales de
genotipos indefinidos, producto de esquemas desordenados de apareamientos entre razas
europeas, cebuinas y criollas. A partir de estos sistemas se obtiene leche para el consumo
humano y becerros destetados que se destinan a la produccién de carne. Desde el punto de
vista genético, la falta de esquemas de apareamiento y seleccion producen animales con
genotipos definidos, y de ahi la escasa productividad individual y de hato. Existen algunos
programas ordenados de seleccion y cruzamiento, cuyo objetivo es producir animales de
cruzas definidas y las evaluaciones genéticas de los sementales cruzados, incluyendo
principalmente las razas Holstein, Suizo y Simmental con CeblU [Consulta en linea:
WwWw.conargen.org.mx, www.sagarpa.gob.mx/Dgg/FTP/infofao.pdf].

Con respecto al grado de conocimiento de estos recursos, casi la mitad (19 razas)
cuentan con estudios basicos describiendo las caracteristicas de la raza, una cuarta parte se
ha considerado en estudios sobre la evaluacion de razas puras y cruzas, 31 razas cuentan
con control de registro genealdgico, y la mitad tiene bases de datos con programas de
control de produccién (cuadro 2) [Consulta en linea: www.conargen.org.mx,
www.sagarpa.gob.mx/Dgg/FTP/infofao.pdf]. El cuadro 2 contiene una descripcion de
acuerdo al grado de adaptacion, uso, tendencia en el tamafio de la poblacion, grado de
conocimiento y de utilizacion por raza para el ganado Europeo de importancia para la
alimentacion y la agricultura.

En Meéxico no existen reportes describiendo la diversidad genética de bovinos,
Salazar et al., evaluaron un panel de 9 marcadores microsatélites para la identificacion de
individuos en las razas Charolais y Beefmaster, sin embargo, solo se enfocaron en el
estudio de dos hatos en cada raza para evaluar su aplicacion en andlisis de paternidad.
[Salazar et al., 2004].
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2.6.1. La Raza Charolais

Teniendo como origen la region de Sadne-Loire en Borgofia, la raza Charolais se
ha distribuido rapidamente fuera de su cuna hacia todas las regiones de Francia [consulta en
linea, http://www.france-charolais.com]. Esta raza es una variedad de la raza jurdsica
(jurassique), la Charolais es el ramo sur-oeste de una poblacién muy importante de la cual
se encuentran rastros en los yacimientos prehistoricos; principalmente en Suiza. La
utilizacion de la raza Charolais como raza mixta carne/trabajo ha permitido orientar la
seleccion hacia un tipo de animal musculoso sin la tendencia a acumular excesiva grasa. Es
a partir de 1920 que la Charolais se transforma exclusivamente en un animal de carniceria.
[Consulta en linea: http://www.france-charolais.com].

Embajadora de la genética bovina francesa desde hace medio siglo, la raza
Charolais estd presente en 70 paises que presentan diferentes climas y las latitudes. Se
utiliza para mejorar la calidad de las razas cérnicas criollas y ademas ha servido para la
creacion de nuevas razas mestizas con el cebu: la Charbray (USA y Australia) y la Canchim

(Brasil) [Consulta en linea: http://www.france-charolais.com].

2.6.1.1. La raza Charolais en México

Investigaciones  preliminares hechas por la Union de Criadores de Ganado
Charolais de Francia, determinaron que México presentaba condiciones muy favorables y
decidieron establecer Charolais en este pais, con el propdsito de suministrar “raza full
french” con un inventario para su reproduccién y subsiguiente distribucion en varios paises
de Latino América, los Estados Unidos y Canada. Jean Pugibet fue nombrado representante
para los paises de Latino América y Henri de Nancy representante para Estados Unidos y
Canada. Jean Pugibet, nacido en México, se enlisto en el ejercito Francés durante la
primera guerra mundial, fue asignado a la caballeria bajo el mando del General Marques de
L’Guiche (quien fundé la Unidon de exportadores de ganado Charolais de Francia), tiempo
después Pugibet se encarg6 de la importacion de la raza a México.

La Unidn de Criadores de ganado Charolais de Francia efectuo tres embarques de
full french a México, en los afios 1930, 1931 y 1937. Todos los animales fueron

seleccionados por el Gral. L’Guiche y fueron consignados a Pugibet. Los tres embarques
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concluyeron en un total de 37 animales, -ocho toros y 29 hembras- [Singleton, 1964; Com.
Pers. Gilberto Romero Cloud].

A partir de la llegada del ganado Charolais a México, este se utilizd en cruzamientos
de pureza y cruzamientos por absorcion con otras razas, logrando que un ndmero de
criadores Mexicanos tuvieran acceso a animales de esta raza y sus cruzas, por medio de la
Asociacion de Criadores de Ganado Charolais Mexicano para registrar los diferentes grados
de porcentaje de la raza Charolais al paralelo de la Asociacion Charolais Herd Book
Internacional, A. C., la cual mantenia el registro de los animales de pureza.

A finales de los afios 60 se realizaron importaciones de ganado Charolais a través de
estaciones cuarentenarias a Estado Unidos y Canada, importandose de esos paises semen y
ganado puro a México, posteriormente el Sr. Juan Romero Huxley y Don Justo A. Odrizola,
realizaron importaciones de machos y hembras directamente de Francia a México (figura
2).

Figura 2. Ejemplar de la raza Charolais. [Tomada de catalogo electrénico del Rancho
Rancho Ganadero La Nutria].

A través de los tres congresos mundiales de la raza Charolais que se han realizado
en el pais en los afios 1968, 1977 y 1990, se ha logrado promover estos animales y dar a
conocer a nivel mundial la calidad de ganado que México tiene y los beneficios que esta

raza ha dado a la industria carnica de México.

! Memorias de Juan Romero Huxley y Gilberto Romero Cloud. Propietarios del Rancho JR“La Nutria”. San
Juan, Cadereyta Jiménez, NL. Noviembre de 2004.

20



Biodiversidad genética de la raza Charolais en diferentes regiones agroecoldgicas en México

A partir de los afios 30 en que el ganado lleg6 a México y hasta finales de los afios
60 se fueron seleccionando los animales de la raza Charolais llegandose a formar una gran
diferencia genética entre estos animales y los que a finales de los 60 se importaron,
logrando incrementar de 35 a 39 kg el peso al nacimiento y de 230 a 253.5 kg el peso al
destete en los animales de México con media sangre de la genética llegada de Francia. En
la actualidad el peso al nacer de los animales de sangre francesa es de 48 kg y al destete de
272 kg, obviamente este Gltimo varia de acuerdo a las condiciones alimenticias de la vaca.

El peso de los toros de la raza Charolais llega a ser de 1,300 kg y de las hembras
hasta de 900 kg variando esto segln la regién en que se desarrollen y el tipo de manejo de
los ranchos (figura 3). La adaptabilidad de la raza ha sido sorprendente, pues en la
actualidad se encuentra como raza pura en casi todos los estados de la republica y en
cruzamientos como una de las razas de mayor aceptacion por su precocidad, rusticidad, alta
tasa de fecundidad, eficiencia alimentaria, rentabilidad en canal, docilidad y manejo [Com.
Pers. Cesar Cant]°.

En época reciente y por ser casi los mismos socios de las organizaciones Charolais
Herd Book Internacional y la Asociacion de Criadores de Ganado Charolais Mexicano, se
fusionaron con el nombre de Charolais Herd Book de Mexico, la cual cuenta con 143
socios activos en 14 estados de la Republica y con 16,320 machos y 26,625 hembras puras
registradas. De ganado de grado se cuenta con 2,201 machos y 25,904 hembras [Com. Pers.

Cesar Cant(]°.

2 Cesar Cant. Agropek. Expresidente Nacional de la Charolais Herd Book de México. Marzo de 2005.
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Figura 3. Ejemplar de la raza Charolais. [Tomada de: Rancho “El Salitre”
http://www.integradoracharolais.com.mx/sal_historia.htm].

En México, actualmente la raza de bovinos Charolais, se localiza en el Norte y
Noreste principalmente en los estados de Chihuahua, Nuevo Leon, Coahuila y Tamaulipas,

aunque hay numerosos criadores en el altiplano [Consulta en linea: Razas de Ganado

Charolais]. La figura 4 muestra las zonas ganaderas de México dividida en las regiones

arida y semiarida, templada, tropical seca y tropical hUmeda.

ZONAS GANADERAS DE MEXICO

Arida y semiérida
Tropical seca
Templada

S
8
S :
& Tropical himeda

Figura 4. Localizacion de la raza Charolais en México.
[Suarez y Lépez, LA GANADERIA BOVINA PRODUCTORA DE CARNE EN MEXICO. SITUACION ...]
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2.6.1.2. Normas de excelencia de la raza
A continuacion se listan las caracteristicas de mayor relevancia en la raza Charolais,

mismas que forman parte de las normas seguidas para el registro de los animales

pertenecientes a la raza.

I.- Apariencia General y Tipo

A) Forma: Solida y pesada, cuerpo grueso, ancho y largo, con costillas
marcadamente amplias y separadas, espinazo o vientre rectilineos, ijares amplios, aspecto
general recio, denotando un animal de gran rusticidad y econémica produccion de carne.

B) Talapo: Bien desarrollado para la edad, condicion y sexo.

C) Color: Blanco, crema balido o ligeramente pajizo, se aceptan algunas manchas de
color crema péalido o pajizo sobre blanco, o0 viceversa, pero no es esta una caracteristica
deseable, (manchas de cualquier otro color son motivo de descalificacion), pezufias y
cuernos amarillentos, cola blanca, crema o pajiza, pigmentacion de la piel, rosa., (cualquier
pigmentacién negra es motivo de descalificacion).

I1.- Cuerpos Traseros

A) Atica: Larga, ancha y sumamente musculosa; ancho superior en proporcion con
el lomo, los ljares y costillares, pero puede ser ligeramente curvo.

B) Musculos y Horcajaduras: Gruesos, anchos y musculosos, el ancho de los muslos
debe ser igual al ancho del costillar, la horcajadura con carne hasta las corvas igual al punto
mas grueso del cuerpo.

C) Piernas: Largo moldeado, en comparacion con el tamafio y peso del cuerpo;
solidamente plantadas perpendiculares en vista posterior, pero ligeramente inclinadas hacia
delante debajo de las corvas, corvas grandes y bien proporcionadas, cafias de largo
moderado, de las corvas al suelo. Patas grandes y sanas en cuartillas fuertes.

D) Cola: Pesada y gruesa; partiendo del anca en forma lisa y uniforme, al ras con la

linea superior y sin deformidades.

E) Ubre: De amplia capacidad, redonda sin carnosidad excesiva, tetas de tamarfio
moderado, bien colocadas, bien separadas.

F) Escroto: Bien desarrollado, conteniendo dos testiculos relativamente iguales en
tamafio. Es sumamente objetable el que solo un testiculo pueda apreciarse.

I11.- Cuerpo

A) Pecho: Ancho y profundo; bien lleno detrés de las paletas (gran circunferencia de
cuerpo alrededor del corazdn), ijares delanteros profundos y bien llenos.

B) Costillas: Bien separadas y curveadas, con abundante largo para dar grosor al
cuerpo, su linea se funde armoniosamente con las de los lomos e ijares. Cualquier depresion
apreciable detras de las paletas es objetable.
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C) Espinazo: Ancho, recto, muy musculoso, caderas de ancho moderado pero no
prominentes (las caderas prominentes son puntos objetables, especialmente en los machos).

D) Lomo: Ancho, grueso, parejo, largo y uniformemente carnoso, extendiéndose
hacia atras sobre las caderas.

IV.- Cuartos Delanteros

A) Paletas: Amplias y bien musculosas; anchas y ligeramente curvas en su parte
superior. Vena del hombro lisa y llena. Recia musculatura en los toros, menos pronunciada
en las hembras.

B) Pecho: Limpio, amplio, ancho, con ligera papada.

C) Brazos: Largo moderado, en comparacion con el tamafio y peso del cuerpo,
fuertes, bien colocados, antebrazo musculoso, coyunturas fuertes y bien formadas. Largo
moderado de cafias de las rodillas al suelo, patas grandes y sanas, en cuartillas fuertes.

V.- Cabezay Cuello

A) Cabeza: Frente y hocico anchos, cara corta y apreciablemente concava. Ojos
grandes claros y de mirada apacible. Fosas nasales grandes, quijada bien desarrollada y
fuerte, orejas de tamafio mediano, bien colocadas y refinadas, cuernos, si los hay, limpios,
simétricos y conicos; color amarillento; tamafio mediano, saliendo de la cabeza en angulo
recto. Son aceptables los animales sin cuernos por naturaleza o descornados. La cabeza de
los toros debe mostrar agresividad, fuerza y masculinidad, mientras que la de las vacas debe
ser refinada y femenina.

B) Cuello: Grueso, corto y armoniosamente integrado con la cabeza y las paletas.
Musculoso, con cresta bien desarrollada en los toros, segin su edad, papada de tamafio
mediano.

C) Garganta: Amplia, con ligero desarrollo de piel floja por debajo.

VI.- Calidad y Corpulencia
A) Piel de espesor moderado, blanda y suave, pelo tupido y sedoso. Osamenta

pesada pero limpia. Unidn armoniosa de todas las partes del cuerpo, con gran corpulencia 'y

buena presentacién [Com. Pers. Cesar Cant(i]®.

3 Cesar Cant. Agropek. Expresidente Nacional de la Charolais Herd Book de México. Marzo de 2005.
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3. JUSTIFICACION

Existen diferentes aspectos que son Utiles para la caracterizaciéon de una poblacion,
incluyendo los fenotipicos, genotipicos (caracteres monogénicos Yy poligénicos),
reproduccion, distribucion geogréfica, origen y hébitat.

La caracterizacion genética de las poblaciones permite acceder a su variabilidad
genetica, la cual es un elemento crucial en determinar estrategias de crianza y programas de
conservacion. La evaluacién de la diversidad genética es especialmente importante en las
razas de ganado altamente especializadas, debido a que el uso de técnicas de reproduccion
asistida como la IA y TE, utilizadas para mejorar y mantener las caracteristicas productivas
de un hato pueden répidamente conducir a una pérdida de la diversidad genética en una
poblacion.

En la actualidad, el estudio de la diversidad genética se ha enfocado en la
determinacion de los patrones de diversidad del genoma de los individuos haciendo uso de
los marcadores moleculares [L6pez, 2004]. Los marcadores moleculares a nivel de ADN,
permiten la determinacion de la diversidad genética existente entre y dentro de las
poblaciones e identificar aquellos genes Unicos. Estas poblaciones, pueden ser reservorios
de variantes genéticas, potencialmente importantes para el mejoramiento genético de
poblaciones comerciales, tales como resistencia a enfermedades o adaptacién a situaciones
ambientales extremas. Por otra parte, un registro genético de reproductores basado en
marcadores de ADN, puede utilizarse por las asociaciones de criadores para garantizar la
identificacion de individuos, al permitir autentificar la progenie [consulta en linea:
http://www.sagarpa.gob.mx/Dgg/FTP/conargen].

El estudio de la raza Charolais es importante; desde el punto de vista genético-
productivo, porque la diversidad es necesaria para mantener la variabilidad de las
poblaciones y asi contribuir a su adaptacion a diferentes ambientes; desde el punto de vista
cientifico es importante el estudio de cada raza en particular ya que puede ser la base para
detectar posibles genes Unicos; en el orden historico-cultural, porque la conservacion de
determinadas razas representan un patrimonio genético de un pais, son la historia viva y
paralela al desarrollo de la poblacion humana. Y finalmente, tiene una repercusion
ecoldgico-ambiental, porque los ecosistemas son el resultado del equilibrio entre clima,

flora y fauna; cualquier factor que afectara a alguno de estos componentes estaria atentando
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contra ese equilibrio, deteriorando el medio y la simbiosis ecoldgica de la zona [Aranguren
y Jordana, 2001].

El hecho de evaluar la variacion genético-molecular en poblaciones de la raza
Charolais de diferentes regiones agroecologicas de México, permitira determinar el grado
de diversidad genética de las poblaciones estudiadas, con base a los datos genotipicos que
se obtengan al analizar once marcadores microsatélites asi como por el anélisis del

polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el gen MSTN.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variabilidad genético-molecular en poblaciones de la raza Charolais

provenientes de diferentes regiones agroecoldgicas de México.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Formar bancos de ADN de poblaciones de la raza Charolais provenientes de

diferentes regiones agroecoldgicas de México.

Analizar la frecuencia de la mutacién Q204X del gen MSTN de las poblaciones
seleccionadas utilizando un ensayo de discriminaciéon alélica.

Analizar la diversidad genética de las poblaciones seleccionadas, utilizando
marcadores microsatélites.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material Biologico

Se colectaron 194 muestras de sangre de individuos de la raza Charolais

provenientes de tres hatos localizados en Nuevo Ledn y Veracruz (figuras 5y 6).
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Figura 5. Ubicacion Geogréfica de los hatos de Nuevo Ledn: Rancho “JR La Nutria” localizado en San
Juan, Cadereyta Jiménez, N. L. Rancho “La Querencia” localizado en Hualahuises, N. L. Tomado de:
http://www.siem.gob.mx/portalsiem/ Mapa/xmun.asp?edo=19

Figura 6. Ubicacion Geografica del hato de Veracruz: Rancho “El Jurel” localizado en Congregacion
Trinidad, Panuco. Huasteca Veracruzana. Tomado de: http://www.siem.gob.mx/portalsiem/
Mapa/xmun.asp?edo=19
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Los criterios de seleccion de los hatos incluyeron contar con registros productivos,

que estén ubicados en diferentes regiones agroecoldgicas con climas caracteristicos, asi

como por contar con una historia que los ubique como fundadores. Los ranchos

seleccionados se caracterizan por ser poblaciones bien establecidas (méas de 30 afios), cuyos

criterios de seleccion incluyen la conformacion y ganancia de peso. El origen del material

genetico es de diferentes paises (Francia, Inglaterra, Irlanda, México y EEUU), ademas

estos ranchos son distribuidores y estan estableciendo la genética de la raza en la region

(cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen del Cuestionario para la evaluacién del desarrollo, morfologia, comportamiento y
limitaciones biolégicas de ganado de la raza Charolais

Nombre
del Rancho “La Querencia” “El Jurel” JR “ La Nutria”
Pardmetro Integradora Charolais S.P.R.deR. I
Ubicacién Hualauises N. L. Congregacion Trinidad San Juan, Cadereyta Jiménez,
Panuco Veracruz N. L.
Pie de cria Sementales de registro para Pie de cria
Objetivo Sementales de registro mejoramiento genético Sementales de registro
de crianza Hembras de reemplazo Hembras de reemplazo
Charolais Full French
Tipo Charolais Full French Charolais moderno Charolais Full French
de ganado Tipo Americano
Tipo Ganado de Registro Ganado de Registro Ganado de Registro

de ganaderia

Regién
Ganadera

Clima

Origen
del material genético

Evaluacion
genética

Disposicion
del producto final

Ariday semiarida

Subhimedo

Francia

Peso al nacer
Peso al destete
Peso al afio
Area pélvica

Pie de cria

Tropical Himeda

Tropical

México

Peso al destete

Pie de cria

Ariday semiarida

Semidrido ¢/ microclima
hiimedo

Francia
Inglaterra
Irlanda

Peso al nacer
Peso al destete
Peso al afio
200, 400 y 600 dias

Pie de cria
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En los hatos “El Jurel” y “La Querencia”, la muestra de sangre se tomé de 45
hembras y ocho sementales y 79 hembras y un semental, respectivamente. En el hato JR

“La Nutria” de 80 individuos muestreados, 63 fueron hembras y 17 machos.

6.2. METODOS

6.2.1. Extraccion de ADN gendmico a partir de muestras de sangre

Para la extraccion de ADN a partir de muestras de sangre se utilizo la técnica de
precipitacion de sales (Sunnucks & Hales, 1996; Aljanabi & Martinez, 1997) [Sambrook et
al., 1989]. Se colocé de 2 a 3 ml de sangre en tubos tipo falcon de 15 ml y a cada uno se le
agregd 9 ml de solucion de lisis I (155 mM NH,4CI, 10 mM NaHCOs, 0.1 mM EDTA, pH
7.4) se incubaron en hielo durante 15 min, mezclando por inversion de manera suave,
posteriormente se centrifugaron durante 10 min a 2000 rpm, enseguida se descart6 el
sobrenadante y resuspendi6 la pastilla de leucocitos obtenida en 3 ml de solucién de lisis I,
se incubaron nuevamente en hielo durante 5 min y se volvio a centrifugar durante 10 min a
2000 rpm, se repitio la operacion hasta obtener una pastilla limpia de color blanco, se
elimind el sobrenadante y lavo la pastilla con 3 ml de solucién de lisis y los leucocitos se
resuspendieron en 100 ul de TE IX. Se agregaron 30 ul de proteinasa K (20mg/ml) y 3 ml
de solucién TEN (0.4 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, EDTA, pH 8)/2% SDS, en una
proporcion 9:1 (solucion de lisis 11) y se incubaron toda la noche en bafio de agua a 37°C.
Se les agregd 1.5 ml de NaOAc (pH 5.2) y se agitaron al vortex vigorosamente por 10 a 15
seg (para precipitar la proteina, la agitacion rompe las cadenas de ADN a fragmentos de 10-
20 kb), posteriormente se centrifugaron a 2500g durante 30 min. Se recuper6 el
sobrenadante y se precipité el ADN agregando 10 ml de etanol 100% frio, enseguida se
incubaron a -20°C durante l1hr, se centrifugaron vy se lavé la pastilla con etanol al 70%,
nuevamente se centrifugaron, se seco la pastilla y resuspendi6 en 500 ul de TE 1X
transfiriendo a tubos eppendorf de 1.5 ml, se dejaron en incubacion en el termomixer a 800

rpm a temperatura ambiente (25°C) y se almacenaron a —20°C.
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6.2.2. Cuantificacion de ADN genémico

Después de la extraccion de ADN a partir de muestras de sangre, se procedio a
cuantificarlo por espectrofotometria para determinar su calidad. Se prepararon tubos
eppendorf de 1.5 ml con 1 ml de TE 1X, y a cada uno se le agregaron de 5 ul de cada
muestra problema, se resuspendié la muestra subiendo y bajando la mezcla con la pipeta,
posteriormente se agito con el vortex seguido de una centrifugacion corta para concentrar el
volumen, enseguida se transfirio todo el volumen a una celda de 1 ml y se procedié a leer la
absorbancia a 260nm y 280nm en el Espectrofotometro (Vis/lUV Beckman Coulter DU
650), usando TE1X como blanco. Posteriormente se hicieron los calculos para la

determinacion de la calidad y concentracién de ADN de cada muestra [De La Rosa, 2003].

La concentracion de ADN se determind de la siguiente manera:
Concentracion (ug/ul) = (Abs 260 nm) (factor de dilucion) (factor de conversion).
Donde:

Abs 260nm = Absorbancia a 260 nm

Factor de dilucion = (Vol. de TE1X + Vol. de la muestra) / (Vol. de la muestra)
Factor de conversion = 50 ug/ml para un ADN de doble cadena

La calidad de las muestras extraidas se obtuvo de la siguiente formula:

Calidad =Abs 260nm/Abs 280nm

El rango de calidad aceptable se encuentra entre 1.8-2.0.

6.2.3. Andlisis de las poblaciones con marcadores del tipo |

6.2.3.1. Identificacion de la mutacion Q204X del gen MSTN

La mutacion Q204X en el gen MSTN, previamente reportada para la raza Charolais
europea se analizo utilizando el estuche de discriminacion alélica en el equipo Q-PCR de
Applied Biosystems [Applied Biosystem Protocol, 2002]. La discriminacion alélica detecta
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) y se realiz6 con un ensayo fluorogénico de
nucleasa 5’. La reaccion en cadena de la polimerasa se llevo a cabo utilizando dos sondas

marcadas con fluroforos diferentes FAM y VIC (figura 7) y la sefial fluorescente fue
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cuantificada. El incremento de la fluorescencia en VIC indica la ausencia de mutacion, en
FAM la mutacion y en ambos marcadores identifica a los heterocigotos.

A partir de la secuencia reportada para el gen MSTN de bovino (Gene Bank:
AF01962), se disefiaron los iniciadores y las sondas especificas para la deteccion del alelo
mutado y no mutado. (Iniciador-derecho 5’-GGAATCCGATCTCTTGAAACTTGACA-3’
y Iniciador-izquierdo 5’GCTCTGCAACACTGTCTTCAC-3’; sonda-VicQ204X 5’-
CAATGCTCTGCCAAATA y sonda-famQ204X 5’ATCAATGCTCTACCAAATA). Los
iniciadores y sondas fueron sintetizados en la compariia Applied Biosystems y para los
ensayos se utilizaron placas dpticas de 96 pozos y se realizaron en el equipo ABI Prism
7000 Sequence Detection System, en las siguientes condiciones: un ciclo de 2 min a 50°C y
10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de dos pasos, 15 s a 92°C y 1 min a 60°C. Se utilizaron
250 ng de ADN, 12.5ul of Tag Man PCR master mix (Applied Biosystems), y 0.625ul de la
mezcla de sondas e iniciadores (Assay SNP mix). El andlisis de cada genotipo fue llevado a
cabo utilizando el paquete computacional ABI Prism 7000 Sequence Detection System,
adicionalmente cada muestra fue visualizada mediante analisis de curvas de amplificacion.
Se utiliz6 una sonda sintética de DNA de cadena sencilla que contiene la mutacion
especifica del alelo Q204X (Q204X-control
5TATACTGGAATCCGATCTCTGAAACTTGACATGAACCCAGGCACTGGTATTTG
GTAGAGCATTGATGTGAAGACAGTGTTGCAGAGCTGGCTC) fue utilizada como
control positivo durante cada ensayo de discriminacion alélica.

Después de asignar cada genotipo se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas en las

poblaciones total asi como también de cada hato evaluado.
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Figura 7. Esquema de Discriminacion Alélica. Este analisis detecta polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs), se realiza con un ensayo fluorogénico de nucleasa 5’°. La reaccion en cadena de la polimerasa se lleva
a cabo utilizando dos sondas marcadas con flur6foros diferentes FAM y VIC, y la sefial fluorescente se
cuantificada. El incremento de la fluorescencia en VIC indica la ausencia de mutacion, en FAM la mutacién y

en ambos marcadores identifica a los heterocigotos.

6.2.4. Anélisis de las poblaciones con marcadores del tipo 11

6.2.4.1. Establecimiento del panel de marcadores microsatélites

El cuadro 4 muestra las caracteristicas de los marcadores microsatélites utilizados
en este estudio. El panel incluyd seis loci de los reportados por Stockburger et al., en 1999
como marcadores informativos en genoma de bovino, y recomendados por la Sociedad
Internacional de Genética Animal (ISAG), incluyendo los seleccionados por Salazar, 2001,
los cuales han demostrado ser altamente informativos y especificos para la identificacion de
individuos de la raza Charolais del noreste de México [Salazar et al., 2004]. También
fueron utilizados cuatro reportados como asociados a ganancia de peso [De La Rosa, 2003;
Grosz y MacNeil 2001; Casas et al, 1998], asi como los reportados por MacHugh y
colaboradores utilizados en un estudio de diversidad de diferentes razas de ganado bovino
[MacHugh et al., 1997].
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Cuadro 4. Caracteristicas de los microsatélites analizados

Marcador Locus Cr Rango Alelos  Secuencia nucleotidica de los Iniciadores

-GCTGCCTTCTACCAAATACCC-3’
*-CTTCCTGAGAGAAGCAACACC-3’
*-GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA-3’
-CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC-3’
*-GATCCTGCTTATATTTTAACCAC-3’
-AAAATTCCATGGAGAGAGAAAC-3’

BM2123 D2S26 2 123-143 11

ETH10 D5S3 5 212-224 7

INRA37 D10S12 10  120-146 12

BM1824 D1S34 1 178-192 8 *-GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC-3’
*-CATTCTCCAACTGCTTCCTTG-3’
TGLA44 NR 2 136-172 16 -AACTGTATATTGAGAGCCTACCATG-3’
*-CACAACTTAGCGACTAAACCACCA-3’
BMS1886 NR 2 134-158 11 -CAGGGACTGAAAAATAATGCC-3’
*-TTCCATGTTGATTGTTTCTTCC-3’
BMS1987 NR 2 108-124 5 *-TGATGCAGAGAACGTTTTAATTT-3’
-CTTGGGGTAGGCAGAGATTT-3’
TGLAS3 D16S3 16 152-186 14 *-GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA-3’
-ATCTTCACATGATATTACAGCAGA-3’
INRA23 D3S10 3 197-223 11 *-GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC3’

*-TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC-3’
’-GGAAGCAATGAAATCTATAGCC-3’
-TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC-3’
"-GCAGGATCACTTGTTAGGGA-3’
-AGACGTTAGTGTACATTAAC-3’

ILSTS005 D10S25 5 181-185 3

HELS D21S15 21 147-165 9

10101010101 0101010101 0101 0101010101 01010101

Cr (Cromosoma), Rango (Rango alélico [pb]), Alelos (Nimero de alelos reportados en Bovino) NR (no
reportado). Datos reportados por MARC (Meat Animal Research Center, USDA), y por Roslin Institute,
Edinburgh).

6.2.4.2. Seleccion de las condiciones de amplificacion de los microsatélites

Para cada marcador, la reaccion de PCR fue optimizada por Salazar, 2002 y De La
Rosa, 2003 respectivamente, controlando parametros criticos como tiempo, temperatura de
alineamiento y namero de ciclos, también fueron optimizadas las concentraciones de los
iniciadores, el ion magnesio, la enzima Taq polimerasa y la concentracion del ADN El
volumen final en todas las reacciones de PCR fue de 10 ul y las concentraciones de Buffer
(1X), dNTP’s 0.4 mM (Promega, Cat. U1240) se mantuvieron constantes. En el cuadro 5 se
representan los cuatro programas de amplificacion basados en la técnica de “Touch Down”
[McPherson y Mgller, 2000] que fueron utilizados durante la PCR, y en el cuadro 6 las
condiciones de amplificacion.

Programas de amplificacion: Consiste en ir disminuyendo la temperatura de

alineamiento 2°C en cada ciclo de los primeros cinco, para TDTG partiendo de 58°C
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(TD55-62°, TD60-65° TD65-68°), hasta alcanzar una temperatura de alineamiento de 50°C
(TD55-55°, TD60-60°, TD65-65°) y mantener esta temperatura los siguientes 30 ciclos.

Cuadro 5. Programas de amplificaciéon por PCR

TDTG TD55 TD65

Tiempo  Temp. °C No.Ciclos Temp. °C  No. Ciclos  Temp. °C  No. Ciclos  Temp. °C  No. Ciclos

5min 95 1 95 1 95 1 95 1

45s 95 95 95 95

45 58 —'2 cada 62 —_2 cada 65 —_2 cada 68 —_2 cada

ciclo ciclo ciclo ciclo

45s 72 5 72 5 72 5 72 5

45s 95 95 95 95

45s 50 55 60 65

45s 72 30 72 30 72 25 72 25
10 min. 72 1 72 1 72 1 72 1
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6.2.4.3. Genotipificacion

Se amplificaron los once marcadores para los 194 individuos muestreados de las tres
poblaciones y el producto de amplificacion fue visualizado por electroforesis en gel de
acrilamida al 6.5 % de 25 cm de longitud y 0.4 mm de grosor de acuerdo con las
especificaciones para genotipificacion del proveedor [LI-COR, 1999]. Para determinar el
tamafio de los alelos se utilizo como referencia un marcador de peso molecular (Size
Standard IRDye 800 50-350bp, LI-COR). La genotipificacion se realizd utilizando el
programa SAGA®T, con las imagenes de los geles de electroforesis obtenidas desde el
secuenciador LI-COR. Aunque el programa posiciona los carriles y calibra los tamarios de
las bandas de manera automatica, se realizd una correccion manual de aquellos carriles y

bandas mal asignados.

6.2.4.4. Analisis de la diversidad alélica

El andlisis de la diversidad alélica se realizd con el programa Cervus 2.0 [Marshall,
1998-2001] a partir de los datos obtenidos de la genotipificacion con el programa SAGA®.
El anélisis para cada locus incluy6: el nimero de alelos encontrado y sus frecuencias
alélicas, numero de individuos analizados, total de homocigotos y heterocigotos, Ho y He y

equilibrio de Hardy-Weinberg.

6.2.4.5. Diversidad genética entre poblaciones

Genetix cuenta con una herramienta que permite establecer un andlisis factorial de
correspondencias. Este procedimiento describe la asociacidn de variables cualitativas, en la
que cada individuo esta representado s6lo una vez por el valor de cada modalidad (locus) y
variable (alelos para cada locus). En este caso, los individuos analizados pertenecen a una
poblacion y estan representados por los valores propios de sus frecuencias alélicas; los
valores de inercia en cada eje pueden ser interpretados como combinaciones lineales de los
valores FST (Varianza de frecuencias alélicas entre poblaciones) monolocus, los resultados
son mostrados como graficas bidimensionales o tridimensionales en las que los individuos
se ven como nubes de puntos en el hiperespacio, que tiene tantas dimensiones como

modalidades (alelos) haya en todas las variables(alelos en los diferentes loci)
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la relacién que guarda con respecto a los demas individuos esta en funcion de la distancia
que existe entre ellos [Belkhir et al., 2004].

Fst, es el indice de fijacion, mide los efectos de la subdivision de la poblacion, es
decir, el grado de diferenciacion génica entre las poblaciones, en funcién de las frecuencias
alélicas y se refiere a la consanguinidad en las subpoblaciones (S), en relacion a la

poblacion total (T), de la cual ella es parte.

El rango de Fst es de 0-1, segin se muestra en el cuadro 7 el grado de
diferenciacion genética puede inferirse de acuerdo a los los valores de Fst . En cero no
existe divergencia genética y en uno hay fijacion para alelos alternos en diferentes

subpoblaciones [Cornell University, 2004].

Cuadro 7. Interpretacion de valores de Fst

Fst Diferenciacion genética
0a0.05 Escasa
0.05a0.15 Moderada
0.15a0.25 Alta
>0.25 Muy alta

La estructura de las poblaciones fue determinada por un Andlisis de Varianza
Molecular (AMOVA) usando el software Arlequin [Schneider et al., 2000], bajo un disefio
jerérquico que considera variaciones entre poblaciones y dentro de individuos de cada

poblacion.

6.2.4.6. Andlisis Factorial por Correspondencia AFC
Se realiz6 un AFC para las tres poblaciones de ganado Charolais provenientes de
“El Jurel”, JR “La Nutria” y “La Querencia” de manera simultdnea con los datos de

genotipificacion reportados en el CaDBase Roslin de una poblacion de la raza Charolais
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proveniente de Dublin como referencia comparativa utilizando cinco marcadores
microsatélites en comun (BM2113, ETH10, INRA37, INRA23, ILSTS005 y HELD5).
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7. RESULTADOS

7.1. Anélisis de las poblaciones con el marcador del tipo |

7.1.1. Andlisis de la mutacién Q204X del gen MSTN

De los 194 individuos analizados pertenecientes a la raza Charolais, 12 indican la
presencia de la mutacion Q204X en el exon Il del gen MSTN. En el hato del rancho “La
Querencia”, de 71 animales estudiados el 2.81% fueron heterocigotos datos que
corresponden a 2 hembras prefiadas y la frecuencia de mutacion del alelo fue de tan solo del
0.014%. De 43 animales estudiados del rancho “El Jurel”, se encontré en un 9.3% el
genotipo heterocigoto AB correspondientes a 2 hembras y 2 sementales siendo su
frecuencia alélica del 0.047%; y en el tercer hato (JR “La Nutria”) 3 hembras, 3 becerros y
1 semental que corresponden al 8.75% de los 80 animales estudiados, fueron heterocigotos
presentando una frecuencia alélica del 0.044%. En las tres poblaciones estudiadas ningln

animal fue homocigoto para el alelo mutado AA (cuadro 8).

Cuadro 8. Frecuencias genotipicas y alélicas de la mutacién del gen MSTN en ganado Charolais

n Frec. de los genotipos (%) Frec. de los alelos
Hato AA AB BB A B
“El Jurel” 43 - 9.3 90.7 0.047 0.953
“La Querencia” 71 - 2.81 97.18 0.014 0.986
JR “La Nutria” 80 - 8.75 91.25 0.044 0.956

n = ndmero de muestras, A = alelo mutado (Q204X), B = alelo no mutado (normal).

7.2. Anélisis de las poblaciones con marcadores del tipo 11

7.2.1. Genotipificacion de las poblaciones con marcadores microsatélites
Se realizd la amplificacion de los once marcadores microsatélites para los 194
individuos muestreados de las tres poblaciones seleccionadas, en la figura 8 se muestra un

gel de electroforesis con la calidad ideal para ser leido por el programa SAGA®' para
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genotipificacion, se muestra la amplificacion de la poblacién del rancho JR “La Nutria” con
INRA37.

pb
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145 -
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105 : B : : i
94 £

Figura 8. Gel de electroforesis en el equipo LI-COR.

Los tamafios alélicos se asignaron de manera automatizada con el programa
SAGAS®T, cuando la fluorescencia en las bandas fue demasiado intensa o débil y el
programa fue incapaz de discriminar para la asignacion de alelos, se hizo una asignacion
manual. En el cuadro 9, se muestra el numero de individuos analizados por poblacion y por
locus. Las figuras 9 y 10 muestran la manera en que el programa SAGA®' presenta la
asignacion de alelos para cada individuo durante la genotipificacion. (9) muestra la
diversidad de alelos encontrados (dentro del rango de 120 a 146 pb) para el locus INRA37
en la poblacion del rancho JR “La Nutria”. (10) muestra el locus ETH10 en la poblacion del
rancho “La Querencia" donde predomina un solo alelo (211 pb) para la mayoria de los
individuos. Los numeros en colores representan el tamafio de cada alelo encontrado, los

corregidos manualmente se muestran en cursiva.
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Cuadro 9. NGimero de individuos analizados con el Programa SAGA®" por poblacién y por focus.

No. de individuos analizados
Marcador Locus
“La Querencia” JR “La Nutria” “El Jurel”

BM2113 D2S26 50 79 39
ETH10 D5S3 47 75 34
INRA37 D10S12 49 77 38
BM1824 D1S34 50 75 37
TGLA44 NR 47 75 32
BMS1886 NR 49 71 33
BMS1987 NR 50 80 38
TGLA53 D16S3 50 69 35
INRA23 D3S10 49 77 37
ILSTS005 D10S25 49 75 39
HELS5 D21S15 48 74 36

INRA37 rancho JR “La Nutria”

Figura 9. Genotipificacion en el programa SAGA®T
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ETH10 rancho “La Querencia”

Figura 10. Genotipificacion en el programa SAGA®"

7.3. Andlisis de la Diversidad Alélica

7.3.1. Diversidad genética intrapoblaciones

Los once microsatélites mostraron un alto polimorfismo en la poblacién estudiada
(n = 194), con un numero total de alelos por locus que varia entre 8 y 18. El analisis de
diversidad alélica realizado con el programa Cervus 2.0 mostré que el nimero de alelos
encontrados por locus fue muy similar en las poblaciones estudiadas (cuadro 10). Los
marcadores mas diversos fueron INRA23 y TGLAS3 (13 y 14 alelos, respectivamente), el
locus TGLAS3 presentd el mayor nimero de alelos en las 194 muestras (18 alelos) asi
como el mayor nimero de alelos dentro de una poblacion (14 alelos). Dentro de los
marcadores polimdrficos ETH10 mostro el menor nimero total de alelos (7 alelos), todos se
encontraron en la poblacion de “El Jurel”, mientras que en la querencia solo se presentaron

tres del total.
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Cuadro 10. Namero de alelos por /ocus encontrado en cada poblacién.

Poblacion
“La
Locus Querencia” JR “La “El Jurel” Total
Nutria”

BM2113 8 9 9 10
(D2526)

ETH10 3 5 7 7

(D5S3)

INRA37 7 12 9 13
(D10S12)

BM1824 6 8 8 10
(D1S34)

TGLA44 8 11 10 13
BMS1886 11 11 10 13
BMS1987 4 8 8 9
TGLAS53 13 14 13 18
(D16S3)

INRA23 13 13 13 16
(D3510)
ILSTS005 3 4 7 8
(D10S25)

HEL5 8 10 12 15

(D21S15)
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7.3.2. Frecuencias alélicas

El locus ETH10 en el hato “El Jurel” mostré la Unica serie alélica (de 203 a 217)

observada en el analisis de las poblaciones con los once loci microsatélites (cuadro 11). Las

tres poblaciones mostraron alelos privados destacando el mayor nimero en “El Jurel”, con

7 alelos privados en 5 loci, seguido de JR “La Nutria” y “La Querencia” con 6 y 5 alelos

privados, respectivamente.

Cuadro 11. Frecuencias alélicas

Marcador Tamafio Frecuencia
del alelo
JR La Nutria La Querencia El Jurel
BM2113 125 0.0900 0.0256
127 0.0380 0.0200 0.0513
129 0.0063 0.0600 0.0641
131 0.0190 0.3300 0.2949
133 0.3481 0.1200 0.1282
135 0.2215 0.1800 0.1538
137 0.1646 0.1900 0.1923
139 0.1519 0.0100 0.0256
141 0.0380 0.0641
143 0.0127
ETH10 203 0.0113
205 0.0113
209 0.2000 0.1857
211 0.7467 0.2138
213 0.0267 0.2128 0.0578
215 0.0133 0.6809 0.0227
217 0.0133 0.1064 0.0113
INRA37 114 0.0263
118 0.0065
120 0.0260 0.0395
122 0.0260
124 0.1364
126 0.2338 0.2857 0.2237
128 0.1688 0.3265 0.2500
130 0.1299 0.0612 0.0526
132 0.1948 0.2245 0.2763
134 0.0325 0.0612 0.0921
138 0.0130
144 0.0065 0.0102 0.0263
146 0.0260 0.0306 0.0132
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Contintia Cuadro 11.

Marcador Tamafio Frecuencia
del alelo
JR La Nutria La Querencia El Jurel
BM1824 174 0.0405
176 0.1081
178 0.0400 0.2300 0.2568
180 0.3000 0.1900 0.3784
182 0.2200 0.2800 0.0541
184 0.2600 0.0200 0.0135
186 0.0067 0.0811
188 0.0333 0.1600 0.0676
190 0.1133 0.1200
192 0.0267
TGLA44 141 0.0133
143 0.0600 0.0213 0.0469
145 0.0600 0.0156
147 0.0133
159 0.0067 0.0156
161 0.2133 0.2128 0.1250
162 0.0133
163 0.1267 0.0532 0.1094
165 0.3200 0.5213 0.2500
167 0.1400 0.1064 0.2344
169 0.0333 0.0638 0.1406
171 0.0106 0.0469
175 0.0106 0.0156
BMS1886 131 0.0070 0.0612
133 0.4437 0.4694 0.4394
135 0.0152
137 0.0141 0.0303
139 0.0352 0.0102
143 0.0102
145 0.0141 0.0102 0.0606
147 0.0423 0.1122 0.1061
149 0.1761 0.1327 0.1970
151 0.0423 0.0612 0.0455
153 0.0704 0.0102 0.0303
155 0.0915 0.0510 0.0606
157 0.0634 0.0714 0.0152

46



Biodiversidad genética de la raza Charolais en diferentes regiones agroecoldgicas en México

Contintia Cuadro 11.

Marcador Tamafio Frecuencia
del alelo
JR La Nutria La Querencia El Jurel
BMS1987 108 0.0063
110 0.2250 0.0921
112 0.2750 0.5300 0.3947
114 0.0437 0.0300 0.0263
118 0.0132
120 0.1937 0.1053
122 0.2250 0.4100 0.2237
124 0.0188 0.0263
126 0.0125 0.0300 0.1184
TGLA5S3 145 0.0072
147 0.0217
149 0.0072 0.0900
151 0.0725 0.1200 0.1429
153 0.0580 0.1500
155 0.1304 0.0900 0.0143
157 0.2536 0.1300 0.2143
159 0.1232 0.0400 0.1000
161 0.0725 0.0300 0.0429
163 0.0725 0.900 0.0857
165 0.0290 0.0700 0.1571
167 0.0797 0.1000 0.1143
169 0.0290 0.0400 0.0429
171 0.0300
173 0.0200 0.0286
175 0.0435 0.0286
177 0.0143
183 0.0143
ILSTS005 179 0.0128
181 0.0800 0.1282
183 0.4133 0.1735 0.4359
185 0.5000 0.4592 0.3718
187 0.3673
189 0.0067 0.0256
191 0.0128
193 0.0128
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ContinGia Cuadro 11.

Marcador Tamafio Frecuencia
del alelo
JR La Nutria La Querencia El Jurel
INRA23 193 0.0390
195 0.0519
197 0.0584 0.0204 0.0676
199 0.1948 0.0306 0.0135
201 0.0649 0.1122 0.0135
203 0.2143 0.1224 0.0946
205 0.1429 0.1224 0.1892
207 0.0390 0.2755 0.1081
209 0.0584 0.0816 0.1892
211 0.0779 0.0306 0.0811
213 0.0325 0.0714 0.0946
215 0.0195 0.0408 0.0405
217 0.0065 0.0204 0.0811
219 0.0612 0.0135
221 0.0102
223 0.0135
HEL5 159 0.0104
161 0.0878 0.0417 0.0556
163 0.0521
165 0.1757 0.4792 0.0694
167 0.0338 0.0208 0.2083
169 0.1528
171 0.0278
173 0.0139
175 0.0676 0.0417
177 0.0541 0.0313 0.0139
179 0.0541 0.3229 0.1806
181 0.0135 0.0972
183 0.2095 0.0694
185 0.2770 0.0139
187 0.0270 0.0972
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7.3.3. Heterocigocidad
El calculo de las frecuencias alélicas permitid determinar la heterocigocidad y

comparar entre la He y Ho. En general, la He fue mayor que la Ho; en el caso de BMS1886
para la poblacién de “La Querencia”; BMS1987 para la poblacién de “La Querencia” y la
de “El Jurel”; y HELS5 para “La Querencia” se observo que la He fue menor que la Ho
(cuadro 12).

7.3.4. Prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg

En el total de las poblaciones y con excepcion del locus BMS1886, todos los loci
analizados mostraron desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg (P< 0.01) (cuadro 12).
La prueba de F;s mostr6 que en la mayoria de los loci en desequilibrio existe déficit de
Heterocigotos principalmente en el locus ETH10 y HEL5. Al aplicar la prueba en cada
poblacion se observo que en “La Querencia” solo el locus D2S26 mostré desviacion al
equilibrio H-W, mientras que en “La Nutria y EI Jurel” se presentaron 5y 2 loci en

desequilibrio, respectivamente.

7.3.5. Diversidad genética interpoblaciones

Utilizando el software Arlequin basado en el Andlisis de Varianza Molecular
AMOVA se determind el grado de variabilidad interpoblaciones (cuadro 13). La diferencia
estadisticamente significativa se deduce si los componentes de la varianza o F calculada es
mayor a su correspondiente F de tablas [Cornell University, 2004]. De tal manera que Fst =
0.07970 > 0.050 indica que hay moderada diferenciacion interpoblaciones pero
estadisticamente significativa (P = 0.00000).
La variacion genética en las poblaciones estudiadas es principalmente atribuible al nivel de
variacion individual, la variacion de individuos intrapoblacion e interpoblacion representd

92.03% y 7.97% de variacion respectivamente.
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Cuadro 13. Andlisis de Varianza Molecular AMOVA a partir en cuatro poblaciones de ganado

Charolais.

Grados de Sumade  Componentes % de
Fuente de variacion libertad cuadrados de varianza Variacion
Interpoblaciones 2 76.971 0.32372 Va 7.97
Intrapoblaciones 335 1252.254 3.73807 Vb 92.03
Total 337 1329.225 4.06179
indice de fijacion Fst:0.07970
Pruebas de
significancia (10:100 permutaciones)
Vay Fst P(valor al azar > valor observado) = 0.00000

P(valor al azar = valor observado) = 0.00000
P(valor al azar < valor observado) = 0.00000 + 0.00000

Fst= Varianza de frecuencias alélicas entre poblaciones.
Va = Suma de las varianzas debido a diferencias entre las poblaciones de los grupos.

Vb = Suma de las varianzas debido a diferencias entre haplotipos en diferentes poblaciones dentro de un

grupo.

7.3.6. Andlisis Factorial por Correspondencias (AFC)

Los resultados del analisis de la diversidad genética de las poblaciones incluyendo
la informacion genotipica de una poblacion de Charolais proveniente de Dublin, agrupé a
las poblaciones de acuerdo al origen geografico (figura 11). Las tres poblaciones (“El

Jurel”, “La Querencia” y “La Nutria”), se separaron de la poblacion de Dublin.
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7.3.7. Distancias Genéticas

El dendrograma obtenido a partir del andlisis de distancias genéticas de Nei 1972,
mostré dos grupos principales; uno de estos grupos formé dos subgrupos; el primero de
ellos con las poblaciones de JR “La Nutria” y de “El Jurel”, y el segundo representado por
la poblacion de “Dublin”. La poblacion de “La Querencia” se mostro diferente a las otras
tres poblaciones (figura 12).

El anélisis de distancias genéticas entre las poblaciones estudiadas y la poblacién de
Dublin, indica que aquellas poblaciones en las que se ha usado material genético
proveniente de Irlanda (JR “La Nutria” y “El Jurel”) se forman un solo grupo que se
diferencia de la poblacion en la que no existe influencia reportada de este material genético

(“La Querencia”).

|+|

“La Querencia” 0.0

pr—— Dublin 0.5

e JR “La Nutria” 0.6

—E| Jurel” 0.5

Figura 12. Dendrograma de distancias genéticas
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8. DISCUSION

En este estudio se evalud la variacion genético-molecular en poblaciones de la raza
Charolais de diferentes regiones agroecoldgicas de México: Utilizando marcadores
moleculares del tipo | y Il se obtuvieron datos genotipicos que permitieron definir el grado
de variacion genética en tres poblaciones representativas de dos regiones ganaderas (Arida
y semiarida y Tropical himeda), abarcando tres climas (subhimedo, tropical y semiarido

con microclima humedo).

Analisis de las poblaciones con marcadores del tipo I: Identificacion de la mutacion
Q204X del gen MSTN

El interés en el uso de los marcadores genéticos se ha concentrado en la precision de
la prediccion del mérito genético de animales para caracteristicas que son dificiles 0
costosas de medir. Estas caracteristicas incluyen la eficiencia alimenticia, la eficiencia
reproductiva, la resistencia a enfermedades, y la composicion de la canal (Thallman, 2004).

Dado que la deteccion de polimorfismos asociados a una caracteristica econdémica,
requiere del monitoreo de un gran ndmero de individuos, es necesario el uso de técnicas a
gran escala, las técnicas de deteccion basadas en fluorescencia, ofrecen ventajas sobre las
técnicas tradicionales basadas en PCR (Secuenciacion, PCR-RFLPs, SSCP) como son la
rapidez y costo de la prueba [Wittwer et al., 2003]. Una de estas pruebas es la
discriminacion alélica, técnica que permite hacer la deteccién de polimorfismos de un solo
nucledtido SNPs, en veterinaria se ha utilizado para la deteccion de patdgenos como virus,
bacterias y hongos, o bien en estudios de expresion génica (factores del crecimiento,
factores de transcripcion). Ademaés tiene aplicacion para la deteccién de enfermedades
genéticas y de la supervision del éxito terapéutico [Leutenegger, 2001].

En la raza Charolais el alelo Q204X de MSTN representa un potencial marcador de
seleccion para la calidad de carne (entre otras caracteristicas productivas), sin embargo,
existen pocos estudios poblacionales evaluando su frecuencia, en ellos la deteccion del
alelo se ha basado en el uso de PCR-RFLP’s [Antoniu y Grosz, 1999].

En este trabajo se implementd el uso de la discriminacion alélica para evaluar

poblacionalmente el alelo Q204X, la prueba ofrece las siguientes ventajas: Facilidad
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técnica en su optimizacion e implementacion, rapidez, reproducibilidad, alto rendimiento,
(se pueden analizar hasta 96 muestras simultaneamente), no es requisito que se cuente con

equipo especializado ya que puede identificarse por geles de agarosa.

En los resultados del estudio se encontrd que del total de la poblacién estudiada 13
individuos fueron portadores para el alelo Q204X del gen MSTN. Aungue en los tres hatos
estudiados se encontraron diferencias en el nimero de portadores, es importante resaltar su
presencia en cada poblacion estudiada, ya que esto puede ser debido al origen del material
genético, “La Querencia” exclusivamente de Francia, JR “La Nutria” tiene una poblacion
proveniente de Francia, Inglaterra e Irlanda, y “El Jurel” de México.

Dvorak et al., 2002, reportaron una frecuencia de dicho alelo de 0.012 y 0.1,
respectivamente en dos hatos de ganado Charolais de paises de Europa del este; en otro
estudio Dunner et al., 2003, encuentran una frecuencia 0.6 de un haplotipo del gen
miostatina que incluye la presencia de la alelo Q204X.

Otro aspecto que es importante resaltar es que la mayoria de los portadores del alelo
Q204X fueron vacas y becerras, lo cual es deseable, ya que se ha demostrado que las
hembras portadoras del alelo en forma heterocig6tica son capaces de generar crias mas
pesadas sin problemas de distocia, evitando las pérdidas econdémicas que se generan por la
presencia de este evento [Bellinge et al., 2005].

En el hato de JR “La Nutria” se logro establecer la genealogia de algunos de los
individuos portadores del alelo Q204X esto fue posible debido a que cuentan con una ficha
técnica de ganado en el cual estan registrados el nimero privado y nombre del individuo, el
nombre del padre y la madre, sexo y raza, origen (empadre o0 inseminacién artificial), fecha
y peso de nacimiento y de destete, indice BLUP. En este punto es relevante resaltar las
ventajas de contar con registros genealégicos, ya que estos permiten establecer las
relaciones filiales de los animales en la poblacion, lo cual es Gtil para hacer apareamientos
planeados que evitan la presencia homocigética de un gen indeseable o para incrementar la
frecuencia de genes deseables. En el caso de la raza Charolais, se puede mejorar las
caracteristicas de crecimiento y de canal al incrementar la frecuencia del alelo Q204X. Otra
de las ventajas que se tiene al conocer el pedigri de la poblacion es que se pueden planear el
grado de consanguinidad deseado dentro del hato sin el detrimento dado por una elevada

consanguinidad.
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Evaluar este gen en diferentes poblaciones permite inferir el nivel de manejo
fendtipico de la doble musculatura desde su introduccion a Mexico y establecer las bases
para el mejoramiento genético asistido aprovechando la ventaja que ofrece la presencia de
la doble musculatura en esta raza. Cabe mencionar que este es el primer trabajo en el que se
evalla el gen MSTN en hatos mexicanos y se requiere continuar con esta linea de
investigacion adicionando datos productivos para establecer la asociacion de este gen con
caracteristicas econdmicamente importantes, como la frecuencia de partos distdcicos, pesos

al nacimiento, destete y finalizacion, asi como con las caracteristicas en canal.

Analisis de las poblaciones con marcadores del tipo 11: Microsatélites

El estudio de las poblaciones de Charolais con el marcador del gen MSTN, mostro
que existen diferencias en la carga genetica de las poblaciones, aunque MSTN esta
directamente asociado a la expresion de la conformacion por ser un solo gen no puede
explicar la variabilidad genética total de las poblaciones. El uso de los microsatélites
permite tener un panorama mas completo de la diversidad genética de las poblaciones, ya
que estan ubicados en diferentes cromosomas al lo largo del genoma bovino.

Se ha propuesto que el analisis de la diversidad genética del ganado doméstico
permite seleccionar nuevas caracteristicas en los animales, que den respuesta a los cambios
medioambientales, a enfermedades y principalmente a las demandas del mercado [Notter,
1999; Maudet et al., 2002; Jordana et al., 2003].

En Meéxico, como en muchos otros paises, los ganaderos, especialmente los
productores de carne, han basado el mejoramiento de la productividad de sus hatos con el
uso de razas especializadas, para lo cual es necesaria la importacion de animales vivos o
implementar técnicas reproductivas como la IA y TE. Si bien este Gltimo aspecto se ha
reconocido como un factor importante que lleva a la pérdida de diversidad genética por el
uso de solo unos cuantos sementales altamente productivos [San Primitivo, 2001]. Un
punto rescatable de estas practicas es que la diversidad de origen del material genético con
el que se lleva a cabo la 1A , sugieren que el mantenimiento de la diversidad genética podria
estar sin riesgo, como ha sido observado para el caso de la cria de pequefios rumiantes en

los Estados Unidos [Notter, 1999]. El esquema de Mejoramiento Genético de la raza
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Charolais en México pareceria caer dentro de este Gltimo punto, ya que la gran mayoria de
los criadores de registro basan su mejoramiento genético en la importacion de semen,
embriones e incluso animales de diferentes paises europeos, asi como de Canada y Estados
Unidos, lo que hace suponer que cada hato representa un caudal genético invaluable para la
conservacion de las caracteristicas de la raza.

El anélisis genético molecular con marcadores microsatélites de las tres poblaciones
de Charolais estudiadas, mostrd que existe una amplia variabilidad alélica en las
poblaciones lo cual se ve reflejado en este estudio observandose un total de 132 alelos en
11 loci, para dar un promedio de 12 alelos por locus. El uso de microsatélites para estudios
de diversidad se han enfocado principalmente al analisis entre razas de bovino, dentro de
una zona geografica en particular y dependiendo del numero de loci analizados los
promedios de alelos encontrados estan entre 9.4 alelos [Maudet et al., 2002] hasta 8.4
cuando se comparan poblaciones de diferentes regiones geograficas [MacHugh, 1998]. Por
lo que se puede considerar que aun cuando entre las poblaciones el nimero de alelos por
locus fue similar la poblacion total muestra una diversidad alélica comparable con la
obtenida entre razas de bovinos. Aunque los hatos estudiados son de diferentes regiones
agroecologicas no se tienen datos productivos para asociar las diferencias genotipicas
observadas con la productividad en un modelo donde se incluyan las variables de region
ganadera.

La Heterocigocidad representa uno de los mejores estimadores de la diversidad
genetica, ya que se aplica a cualquier especie independientemente de su estructura
reproductiva o genética, lo cual permite hacer comparaciones [Aranguren-Méndez et al.,
2005]. MacHugh y colaboradores en 1997, reportd valores de heterocigocidad para la raza
Charolais de 0.525, en otro estudio de diversidad entre razas europeas incluyendo a la
Charolais, se encontraron valores similares. El valor de Hg promedio en las tres poblaciones
estudiadas fue de 0.5 por lo que la diversidad de la poblacién Mexicana es en teoria similar
a la encontrada en Europa.

Con excepcion de los marcadores ETH10 y HEL5 en donde la seleccion y/o
presencia de alelos nulos podrian explicar la desviacion al equilibrio H-W. En los 9 loci
restantes el efecto Wahlund, podria ser la causa mas probable de la desviacion, ya que en

los tres hatos existen pocos sementales que son utilizados durante la reproduccion, la cual
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se lleva a cabo principalmente por IA. Existen reportes en donde el marcador ETH10 ha
sido asociado con crecimiento y peso al nacer, respectivamente, por lo que representa un
locus de interés ya que dentro de los principales criterios de seleccion de las poblaciones
estudiadas estan la ganancia de peso. [Li, 2002].

En los estudios de estructura poblacional, los analisis de Fsr son muy Utiles para
establecer los patrones de variacion genética entre y dentro de poblaciones. Jordana et al.,
2003 realizaron un analisis de ocho razas Europeas de carne, sus resultados mostraron que
entre razas existe un 6.8% de diferenciacion genética, mientras que la mayor variacion fue
encontrada dentro de los individuos de cada poblacion (93.2%), los autores sefialan que
estos valores de diferenciacion entre razas de bovinos coinciden con los encontrados entre
razas de otros mamiferos incluyendo al humano, caninos, ovinos, caprinos, ovinos, conejos
y porcinos [Jordana et al., 2003]. Es interesante observar que los valores de diferenciacion
obtenidos entre y dentro de las tres poblaciones de Charolais analizadas en el presente
trabajo, son practicamente iguales a los reportados entre razas estudiadas por Jordana y
colaboradores (2003). MacHugh y colaboradores (1998), en un analisis de asignacion de
razas mediante microsatélites encontr6 que la raza Charolais junto con la Friesian,
presentan una elevada heterogeneidad alélica, resultado de su reciente historia evolutiva
ademas de su estructura genética. Segun los autores, en los Ultimos 50 afios estas razas han
presentado una rdpida expansion, mezclandose con pequefios rebafios de otras razas antes
de que se llevaran a cabo los registros oficiales de los animales. Este patron de
estructuracion puede ser aplicable a los resultados de diferenciacion genética encontrados
entre las poblaciones de ganado Charolais estudiadas, ya que aungue no esta debidamente
documentado es bien sabido que entre las practicas de manejo, la cruza con otras razas
principalmente Brahman se ha venido llevando a cabo, lo cual podria traer como
consecuencia que nuevos alelos hayan y/o estén siendo introducidos en cada poblacion.
Aunado a esto los tres hatos presentan diferentes fuentes de material genético
(principalmente importado) de otros paises para mejorar y mantener el hato, por lo que los
valores de diferenciacion genética entre ellas podrian ser considerados como evidencia de
una posible formacion de lineas genéticas de la raza. Esta evidencia podria ser reforzada
con los resultados de distancia genética realizados en los cuales se incluyd informacion

genotipica de una poblacion de Charolais proveniente de Dublin (Irlanda). Como se mostro
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las poblaciones de JR “La Nutria” y “El Jurel” (figura 12), se agrupan con la poblacion de
Irlanda, lo cual parece concordar con el origen del material genético con el que se mejoran
estos hatos, mientras que JR “La Nutria” recibe directamente semen de Irlanda entre otros,
“El Jurel” introduce este material genético via JR “La Nutria”, por otra parte el hato “La
Querencia” se mantiene como un grupo independiente de las otras tres, ya que seguin su
historial solo recibe material genético proveniente de Francia.

Aungue prometedores, estos resultados deben ser tomados como evidencias para el
disefio de estudios de diversidad genética enfocados a la confirmacion de la formacion de
lineas genéticas debido al origen del material genético, manejo reproductivo y/o criterio de
seleccidn, ya que el dendrograma de distancia en el que se fundamenta esta discusion, solo
muestra las relaciones actuales entre los hatos estudiados y no la historia completa de las

poblaciones del ganado Charolais en México.
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9. CONCLUSIONES

En México la raza Charolais se encuentra ampliamente distribuida en diferentes
regiones agroecoldgicas. Ademéas del ambiente en el que se desarrollan, un factor
importante en el manejo aplicado a las poblaciones es el origen del material genético con el

que estas se mejoran y/o conservan.

En este estudio se logrd colectar y estudiar material genético de poblaciones de
ganado Charolais que se desarrollan en diferentes regiones agroecolégicas, el material
seleccionado representa una fuente importante de informacion que permita en un futuro

evaluar las interacciones genotipo-fenotipo y medio ambiente.

El andlisis de la diversidad genético-molecular de las tres poblaciones
seleccionadas, utilizando como marcador directo el alelo Q204X del gen MSTN indic6 una
diferencia en las frecuencias del alelo entre poblaciones, la cual se debe ademas de los
criterios de seleccion aplicados a los hatos, a la fuente de material genético (principalmente

Europeo).

El andlisis de la variabilidad genética inter e intra poblaciones con marcadores del
tipo Il (STRs) indico que existe una moderada pero significativa diferenciacion entre las
tres poblaciones estudiadas, la cual se explica principalmente por la variacion
intrapoblacion. El grado de diferenciacion genética entre las poblaciones esta fuertemente
influenciado por el origen del material genético con el que se mejoran los hatos

proponiéndose la posible formacion de lineas genéticas de la raza.
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10. RECOMENDACIONES
- Evaluar la presencia del alelo Q204X del gen MSTN en diferentes poblaciones de
la raza Charolais e implementar estrategias experimentales enfocadas a evaluar su papel y

uso potencial en la seleccion de animales con mayor mérito genético.

- Establecer un disefio experimental que permita probar la hipdtesis de formacion de

lineas genéticas en las poblaciones de Charolais en México.
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12. GLOSARIO

Adaptacion: Conjunto de caracteristicas estructurales, fisioldgicas o de comportamiento
que incrementan la probabilidad de que un individuo sobreviva o deje méas progenie en un

ambiente particular.

ADN: Acido desoxirribonucleico; acido nucleico del material genético.

ADN microsatélite: Tipo de ADN repetitivo, que consiste en repeticiones muy cortas, tales
como dinucledtidos, trinucleétidos o tetranucleotidos. Denominado también repeticiones de

secuencia simple (SSR).

Agrobiodiversidad: La diversidad agricola o agrodiversidad es un concepto que reune lo
relativo a la diversidad biolégica para la produccion agricola y comprende los recursos
genéticos de plantas y animales, los organismos del suelo, los insectos y otros organismos
en ecosistemas manejados o agroecosistemas, y también los elementos de ecosistemas

naturales para la produccion de alimentos.

Alelo: Una de las formas variantes de un gen en un locus o de un marcador particular en un
cromosoma. Diferentes alelos de un gen producen variaciones en las caracteristicas
hereditarias tales como el color del cabello o el tipo de sangre.

Alelos privados: Alelos exclusivos de una poblacion en particular.

AMOVA: Anaélisis de varianza molecular. EsS un método que sirve para estudiar la
variacion molecular dentro de una especie. Se basa en un modelo jerarquico o anidado.
Puede contener diferentes suposiciones evolutivas sin modificar la estructura basica del
andlisis. La hipotesis utiliza métodos de permutacion que no requieren la suposicion de una

distribucion normal.

Biodiversidad: Se refiere a la variabilidad de la vida; abarca tres niveles de expresion:
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ecosistemas, especies y genes. Esta diversidad se expresa en los diferentes tipos de
ecosistemas, el nimero de especies, el cambio de riqueza de especies de una region a otra,
el nimero de especies endémicas, las subespecies y variedades o razas de una misma
especie (Conabio 1998).

Conservacion: El manejo del uso de la biosfera para que pueda producir el mayor
beneficio sostenible a las generaciones actuales mientras se conserva su potencial para
satisfacer las necesidades y aspiraciones de las generaciones futuras. En estos términos, la
conservacion es positiva; abarca la preservacion, el mantenimiento, el uso sostenible, la

restauracion y el mejoramiento del ambiente natural.

Cromosoma: Es el resultado del empaquetamiento del ADN y las proteinas previo a la
division celular para su segregacion posterior en las células hijas. Los cromosomas se
encuentran en el nucleo de las células y diferentes especies tienen diferente nimero y
morfologia de cromosomas. Cada uno de los progenitores aporta un cromosoma a cada par,
de manera que los hijos reciben la mitad de los cromosomas de la madre y la mitad del

padre.

Deriva genética: Cambio impredecible en la frecuencia alélica que se produce en

poblaciones pequefias.

Diploide: EI nimero de cromosomas en la mayoria de las células, excepto en los gametos o
células germinales. En los humanos el nimero diploide es 46. El término diploide describe
el nimero completo de copias del genoma en una célula determinada. Di significa dos y
ploide se refiere al nimero de copias. Asi, la inmensa mayoria de las células normales
contienen dos copias del genoma, cada una proveniente de cada progenitor y se conocen

como células diploides.

Distancia genética: El grado de afinidad entre subgrupos o poblaciones estimado mediante

diversos estadisticos.
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Diversidad bioldgica: La totalidad de genes, especies y ecosistemas en una region dada,

sea ésta un microhdbitat o la biosfera. Se llama también biodiversidad.

Diversidad de especies: Es una funcion de la distribucion y abundancia de las especies. Su
significado es similar a ‘riqueza de especies’. En la literatura méas técnica, incluye
consideraciones sobre la uniformidad de la abundancia de especies. Segun la definicion
mas técnica, se dice que un ecosistema es mas diverso si las especies presentes tienen
poblaciones de igual tamafio y que es menos diverso si muchas especies son raras y algunas

SON mMuy comunes.

Diversidad geneética: Es la variacion en la composicion genética de los individuos dentro
de la especie o entre especies diferentes; es la variacion genética hereditaria dentro de las

poblaciones y entre ellas.

Domesticacion: Evolucion de las plantas o los animales, de manera natural o por seleccién

artificial, hacia las formas mas dtiles para el hombre.

Dominante: Es la condicion por la cual un miembro de un par alélico se manifiesta en el

fenotipo de un individuo excluyendo la expresién del otro alelo.

Efecto Wahlund: Consiste en la pérdida de heterocigosis por actuacion de deriva, hay un

namero mayor de homocigotos y menor de heterocigotos respecto de lo esperado por H-W.

Endogamia: Apareamiento entre individuos de un mismo linaje.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: La ley de Hardy-Weinberg representa a una poblacién
grande de individuos diploides, con reproduccién sexual aleatoria, sin seleccién, mutacion
y migracion, las frecuencias genicas y genotipicas permanecen constantes de generacion en
generacion y, ademas, existe una relacion simple entre ambas. Asi, una poblacion con

frecuencias génicas y genotipicas constantes, se dice que esté en equilibrio H-W.
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Fenotipo: Apariencia fisica de un organismo, producto de la interaccion de su genotipo y el

ambiente en el que se encuentra.

F\s: Coeficiente de consanguinidad, mide la reduccion de la heterocigocidad de un
individuo debido a los apareamientos no al azar dentro de una subpoblacion. Se refiere a la
consanguinidad individual (1), en relacion a la subpoblacion (S) a la cual pertenece. Mide la

deficiencia o el exceso de heterocigotos promedio en cada poblacién.

Fr: Coeficiente de consanguinidad total de un individuo, incluye una contribucion debido
a un apareamiento no al azar dentro de las subpoblaciones (Fs) y otra contribucion debido
a la subdivision en si misma (Fsr), mide la reduccion en heterocigocidad de un individuo en
En relacion a la poblacion total. Se refiere a la consanguinidad individual (1), en relacion a
la poblacién total (T). Mide la deficiencia o el exceso de heterocigotos promedio en un

grupo de Poblaciones.

Fst: Indice de fijacion, mide los efectos de la subdivision de la poblacion. Se refiere a la
consanguinidad en las subpoblaciones (S), en relacion a la poblacion total (T), de la cual
ella es parte. Mide el grado de diferenciacion génica entre las poblaciones, en funcion de

las frecuencias alélicas.

Gen: La unidad fisica y funcional de la herencia, que se pasa de padres a hijos. Los genes
estan compuestos por ADN y la mayoria de ellos contiene la informacién para elaborar una

proteina especifica.

Genética de poblaciones: El estudio cuantitativo y la medida de las poblaciones en
términos estadisticos; por ejemplo, el estudio de los fenémenos genéticos en funcién de
parametros estadisticos estandar como cuadros y distribuciones de frecuencia, medias,

varianza y desviaciones estandar.

Genoma: Todo el ADN contenido en un organismo o célula, que incluye tanto los

cromosomas dentro del ndcleo como el ADN en las mitocondrias.
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Genotipo: La identidad genética de un individuo que no se muestra como caracteristicas

externas.

Gst Coeficiente de diferenciacion génica: Mide la diferenciacion o estructura de la
poblacion. Mide la proporcion de diversidad génica que esta distribuida entre las
poblaciones.

Haploide: Una dotacion sencilla de cromosomas (la mitad de la serie completa de material
genetico) presente en cada 6vulo y célula espermética de los animales. (del griego: Palos,

simple).

Haplotipo: Constitucion alélica especifica de cierto nimero de loci en un bloque de
ligamiento definido.

Heterocigocidad esperada Hg: Es la frecuencia relativa de individuos heterocigotos

observados en la muestra para cualquiera de los loci.

Heterocigocidad observada Ho: Es la probabilidad de que dos alelos tomados al azar de

la poblacién sean diferentes.
Heterocigoto: Que posee dos formas diferentes de un gen en particular; cada una heredada
de cada uno de los progenitores. Un individuo diploide que tiene diferentes alelos en uno o

varios loci genéticos. (del griego: heteros, igual).

Homocigoto: Que posee dos formas idénticas de un gen especifico heredadas de cada uno

de los progenitores.

Locus. El lugar del cromosoma donde estd localizado un gen especifico, es la direccion
fisica del gen. El plural es "loci".
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Marcador microsatélite: Un tipo de secuencia simple de longitud polimorfica de unidades
di, tri o tetranucledtidos repetidas en tandem. También llamadas repeticiones cortas en

tdndem (STR por sus siglas en inglés).

Mutacion: Cambio en el ADN que modifica su informacién génica. Puede darse por
insercion, sustitucion o pérdida de nucleotidos. Comunmente se emplea también para

designar un cambio en el nimero o en la disposicion de los cromosomas.

Nucleétido: Mondmero de &cidos nucleicos, cada uno con tres partes: un azucar (ribosa o
desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada; el fosfato esta unido al azlcar y al

carbono 5’ y a la base del carbono 1°.

Poblacion: Bioldgicamente hablando, debe llenar las siguientes caracteristicas: a) ser un
grupo de organismos de una especie, b) que puedan intercambiar genes, c) que interactuen,
d) que se desarrollen bajo condiciones ambientales similares, €) que se encuentren bajo la
influencia de sus propios efectos sobre el ambiente y la de sus vecinos y f) cuya seleccién

natural esté afectada por sus atributos demograficos y por el medio fisico y bidtico.

Polimorfismo: Es la variacion existente entre y dentro de los individuos de una poblacion.
Desde el punto de vista molecular, esta variacion se denomina polimorfismo y deriva de
cambios espontaneos en el ADN que van desde la substitucion, delecidn o insercion de un
solo nucledtido (SNPs), hasta mutaciones que involucran mayores nimeros de sitios
nucleotidicos (STRS).

Razas: son poblaciones que se distinguen por un conjunto de caracteres visibles
exteriormente, que estan determinados genéticamente y que se han diferenciado de otras de
la misma especie a lo largo del proceso histérico, teniendo en cuenta que se han originado y

localizado en un &rea determinada con un ambiente comadn.

Tag ADN polimerasa: Enzima termoestable derivada de la bacteria Thermus aquaticus

que cataliza la sintesis de ADN in vitro.
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TagMan: Proceso basado en el principio de PacMan - un juego de la computadora
introducido hace mas de veinte afios. PacMan un carécter ficticio, es movido con la ayuda
de una palanca de mando a través de un laberinto que contiene millares de fantasmas azules
minusculos que al ser capturados agregan puntos a la cuenta del jugador. La sonda de
TagMan sigue el mismo principio. Continuando la analogia, PacMan es representado por
la enzima Tag DNA polimerasa. La sonda interna de TagMan tiene dos etiquetas
fluorescentes y es analoga al ' blanco ' del PacMan, asi la sonda TagMan ' es capturada ' por

la Tag DNA polimerasa, causando la fluorescencia de la sonda.

Taxa: Término usado en la terminologia de la clasificacion bioldgica para referirse a un

grupo de organismos de cualquier rango taxonomico.
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