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RESUMEN

La raza Holstein es la que mas contribuye a la produccion lactea en Ecuador. Sin embargo, no
existen datos de parametros genéticos que describan las caracteristicas de los hatos lecheros del pais.
Por ello, el objetivo de este trabajo fue analizar la variabilidad genética de bovinos registrados de
la raza Holstein en el canton Cuenca, Ecuador. Para ello se analizaron los marcadores microsatélites
CSRM60, INRA083, CSSM66, ETH3, HEL9, TGLA53, BM1818, LSTS006, BM2113, ETH225, TGLA122,
ETH10, TGLA227, INRA032 y SPS115 en 52 bovinos, de acuerdo a lo sugerido por la FAO para la
caracterizacion genética de poblaciones de animales domésticos. Se encontr6 en promedio 8,4 + 1,88
alelos y una frecuencia de 0,08 + 0,056 de alelos nulos. Los valores de heterocigosidad observada
y esperada alcanzaron 0,68 = 0,13 y 0,82 + 0,07, respectivamente. El contenido de informacidn
polimorfica oscild entre 0,70 y 0,88, y el coeficiente de endogamia vari6 entre -0,38 y 0,45. De los 15
locis analizados, solamente el CSSM66 presentd equilibrio Hardy-Weinberg, y 4 de ellos mostraron
un alto nivel de endogamia. Se concluye que los loci estudiados muestran una alta variabilidad
genética y alto polimorfismo. Esto ofrece amplia informacion para los estudios de paternidad e
identidad. No obstante, de acuerdo al nivel de consanguinidad debe considerarse la seleccion de una
alta diversidad de toros para los programas de inseminacidn artificial.

Palabras clave: microsatélites, alelos, heterocigosidad, indice de endogamia.
ABSTRACT

Holstein cattle account for most of the dairy production in Ecuador. However, there are no data
on genetic parameters that describe the characteristics of the country’s dairy herds. Therefore, the
objective of this study was to analyze the genetic variability of registered Holstein cattle in Cuenca
district, Ecuador. For this, the microsatellite markers CSRM60, INRA083, CSSM66, ETH3, HELD9,
TGLA53, BM1818, LSTS006, BM2113, ETH225, TGLA122, ETH10, TGLA227, INRA032 and SPS115
were analyzed in 52 bovines, according to the guidelines on genetic characterization of domestic
animal species suggested by FAO. It was found an average of 8.4 = 1.88 alleles and a frequency of
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0.08 £ 0.056 of null alleles. The observed and expected heterozygosity values reached 0.68 + 0.13 and
0.82 + 0.07, respectively. The polymorphic information content ranged between 0.70 and 0.88, while
the inbreeding coefficient varied between -0.38 and 0.45. Of the 15 loci analyzed, only CSSM66 had a
Hardy-Weinberg equilibrium and 4 of them showed a high level of inbreeding. It is concluded that
the loci studied show high genetic variability and polymorphism. This provides ample information
for paternity and identity studies. However, according to the consanguinity level, high genetic diver-
sity should be considered when selecting bulls for artificial insemination programs.

Key words: microsatellites, alleles, heterozygosity, inbreeding index.

INTRODUCCION

La raza Holstein se ha extendido en todo el
mundo debido a su enorme potencial lechero,
al marketing, la venta de semen, embriones
y animales; sin embargo, los genomas que se
encuentran en cada region pueden provenir de un
numero limitado de toros (sementales); por lo que
es de vital importancia controlar la endogamia y
mantener la variabilidad genética en los hatos
(Ocampo y Cardona, 2013). Situacion que no
difiere en Ecuador, ni en el Azuay, una de las 4
provincias con mayor produccion lactea del pais;
en donde la raza Holstein registrada y sin registro
representa un alto porcentaje de la ganaderia
lechera, solamente en el canton Cuenca se estima
una presencia del 89% de las razas existentes
(Alvarado et al., 2016).

Referencias de estudios genéticos en diferentes
paises indican el empleo de marcadores
microsatélites para la caracterizacién de la raza
Holstein (Hanslik et al., 2000; Rehout et al.,
2006; Ozkan et al., 2009; Rincon et al., 2013);
sin embargo, en Ecuador se desconocen datos
actuales sobre la variabilidad génica de esta
raza. Se ha reportado que presenta problemas
de consanguinidad y deficiencias reproductivas
graves (Heins et al., 2006; Lucy, 2007, Galarza
et al., 2017); por lo que, es necesario conocer las
caracteristicas de la estructura genética mediante
un monitoreo sistematico del flujo de genes de la
poblacion Holstein presente en las zonas de mayor
produccion lechera del Ecuador.

Por lo anterior, este trabajo se orienta al andlisis
de marcadores genéticos microsatélites, a fin de
estimar parametros de variabilidad genética en
bovinos registrados de la raza Holstein en hatos
localizados en el cantén Cuenca, provincia del
Azuay, Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 52 bovinos Holstein registrados
en la Asociacién Holstein Freisian del Ecuador, lo
que esta de acuerdo con las recomendaciones de la
FAO (2011) donde se considera un ntimero de 30 a
50 animales para este tipo de estudio. Se colectaron
5 a 10 mL de sangre periférica por puncién de la

vena yugular o coccigea media con el sistema
Vacuntainer® en tubos con EDTA. Los animales
correspondieron a una parte de la poblacion de 5
rebafios, nimero representativo ya que el estudio
se enfocd en la poblacion de bovino Holstein que
se encuentran registrados y que residen dentro de
la provincia del Azuay. El niimero de animales
muestreados dentro de cada hato respondio a la
disponibilidad de los animales y la apertura de los
duefios para que fuesen incluidos en el estudio. El
incremento en el numero de muestras implicaria
introducir en el estudio animales sin registro y con
el riesgo de obtener otra caracterizacion. Los hatos
estan localizados en el canton Cuenca, provincia
del Azuay, Ecuador, entre las coordenadas 2°39" a
3°00" de latitud Sur y 78°54" a 79°26” de longitud
Oeste, con una altura aproximada de 2.500 m.s.n.m.

Cada una de las muestras colectadas e
identificadas se transportaron en refrigeracion
(4°C), protegidas de la luz solar para su
conservacién, hasta el laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, donde fueron procesadas para la
obtencion del ADN total.

Para la purificacion del material genético a
partir de 1 mL de la sangre se uso el kit comercial
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se determin6 a cada
una de las muestras de ADN total obtenida la
concentracion mediante espectrofometria (Epoch
microplate spectrophotometer, Take3 micro-
volume plate (Biotek, Winooski, Vermont, USA).
El ADN obtenido se empled para la amplificacion
mediante PCR de 15 marcadores genéticos basados
en microsatélites, seleccionados de los 30 sugeridos
por la FAO para la caracterizacién genética de
poblaciones bovinas (FAO, 2011). La seleccion se
realiz6 basada en una revision de bibliografia en
la que se reporta el uso de estos marcadores, para
asi generar datos genéticos comparables con los
previamente reportados (Armstrong et al., 2006;
Pifeira et al., 2011; Delgado et al., 2012; Martinez et
al., 2012; Pereira et al., 2012; Ginja et al., 2013). Los
15 marcadores genéticos fueron amplificados en 4
mezclas de reacciones de PCR de 10 pL (20 mM
de Tris-HCl, pH 8,4; 50 mM de KCl, 1,5 mM de
MgCl,; 0,2 mM de cada uno de los dNTP’s; 0,1 uM
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de cada uno de los respectivos oligonucleotidos;
50 ng de ADN total; 0.5 U de ADN polimerasa
Tag), en la mezcla nimero 1 se incluyeron los
oligonucledtidos para amplificar los marcadores
CSRM60, INRA063 y CSSM66, en la mezcla 2,
ETH3, HEL9, TGLA53, BM1818 y ILSTS006, en la
mezcla 3, BM2113, ETH225, TGLA122 y ETH10, y
en la mezcla 4, TGLA227, INRAOQ32 y SPS115. Los
detalles metodoldgicos asociados al analisis para
la validacion de los resultados, mezclas para el
marcado fluorescente de cada uno de los productos
de PCR correspondientes a los marcadores
genéticos estan descritos en la publicacion de
FAO (2011). Para cada una de las mezclas los
parametros de los perfiles de amplificacion fueron
optimizados en un termociclador (Mastercycler®
nexus, Eppendorf, Hamburg, Germany). La
optimizacién de pardmetros se realizé6 mediante
una curva de temperatura de alineamiento o
hibridacion de la mezcla de los primers. La
verificacion de los productos obtenidos fue
mediante electroforesis en gel de agarosa. Una
vez que se generaron los amplicones se analizaron
cada uno de los marcadores genéticos mediante
el uso del analizador genético ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA) (Identigen CIA. LTDA.).
Una vez generados los datos de cada uno
de los alelos de los 15 marcadores genéticos, se
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analizaron para obtener las estimaciones de los
valores correspondientes a parametros genéticos.

Los parametros genéticos poblacionales
estimados fueron: nuimero total de alelos por
marcador microsatélite (Na), frecuencia de alelos
nulos (fNul) mediante el programa Genepop
v.4.5 (Rousset, 2008). Dentro de parametros de
variacion genética se estimaron las frecuencias
alélicas, heterocigosis observada (Ho) y esperada
(He), y el contenido de informacién polimorfica
(CIP) mediante el programa Cervus v.3.03
(Kalinowski et al., 2007). Adicionalmente, el
coeficiente de endogamia (Fis) y una evaluacion del
cumplimiento del supuesto de equilibrio Hardy-
Weinberg a partir de una prueba exacta basada en
cadenas markovianas (100 simulaciones con 5.000
iteraciones) mediante el programa Genepop v.4.5
(Rousset, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros descriptivos de los marcadores
microsatélites

Los valores de los principales parametros
genéticos para cada uno de los 15 marcadores
analizados con sus respectivos promedios se
presentan en la Tabla 1. Al comparar lo obtenido
en este trabajo con lo reportado por Riojas et al.
(2009), quienes evaluaron 8 microsatélites en

Tabla 1. Parametros descriptivos de los 15 loci marcadores microsatélites analizados en los bovinos
de raza Holstein (n = 52) en Cuenca, Ecuador.
Table 1. Descriptive parameters of the 15 microsatellite marker loci analyzed in Holstein cattle (n =

52), Cuenca, Ecuador.

Marcador * Na fNul
CSRM60 6 0,00
CSSM66 7 0,04
INRAO083 7 0,13
ETH3 12 0,14
BM1818 9 0,09
TGLAS53 9 0,00
HEL9 8 0,05
LSTS006 8 0,11
TGLA122 11 0,14
BM2113 11 0,14
ETH10 8 0,20
SPs115 6 0,00
TGLA227 6 0,00
INRA032 9 0,03
ETH225 9 0,08
PROMEDIO (+ EE) 8,4 (+1,88) 0,08 (+0,05)

Na: Numero total de alelos por locus marcador microsatélite.
Nul: Frecuencia estimada de alelos nulos.

EE: Error estandar.
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39 bovinos Holstein residentes en el nordeste
de México, se observo que el nimero promedio
(Na) fue menor en 4 alelos. Por otro lado, Garza
(2002) analiz6 13 marcadores genéticos en
Nuevo Ledén encontrando en promedio 3 alelos
menos a lo descrito en el presente trabajo. Otros
investigadores, como Rahimi et al. (2006) en Iran,
analizaron 13 marcadores genéticos, y Zhang et al.
(2010) en China, 17 marcadores, y ambos autores
encontraron un promedio de 9 alelos; mientras
que Mejia et al. (2015) encontraron 10 alelos en 11
locus.

Puntualmente, los marcadores genéticos
incluidos en el presente analisis que mostraron
menor numero de alelos fueron CSM60, SPS115y el
TGL227; en los que se encontré un mayor nimero
de alelos fueron ETH3, TGLA122 y BM2113, este
altimo resultado coincide con el previamente
descrito por Garza (2002), Rahimi et al. (2006). En
el caso del mayor nimero de alelos observados
fue el marcador TGLA122 que coincide con lo
informado por Mejia et al. (2015).

Parametros de variacion genética

Los valores de los parametros de diversidad
genética de los loci estudiados se muestran en
la Tabla 2. Se encontr6é que la Ho fue inferior en
promedio a la He, similar a lo reportado por

Zhang et al. (2010), sin embargo, esto difiere de
lo informado por Rahimi et al. (2006) y por Mejia
et al. (2015), cuyas Ho mostraron valores mayores
a los de la He. Como se observa en la Tabla 2,
tnicamente los loci CSRM60 y SPS115 mostraron
una Ho con valores mayores a los de la He, por
tanto, estos loci con mayor valor muestran gran
heterocigosis. Riojas et al. (2009) reportaron Ho
con cifras muy variables, desde 0,41 para el locus
SPS115, que en este trabajo fue superior en 0,47
(Ho = 0,88), hasta valores como 0,83 en el BM2113,
una cifra superior a lo encontrado en este trabajo
en 0,25 (Ho = 0,58). En los restantes loci de este
trabajo, He supera a Ho en mas de 0,10 lo cual
expresa una desviacion de los apareamientos
aleatorios y mayor variabilidad genética (Martinez
etal., 2015).

Por otro lado, el contenido de informacién
polimorfica (CIP) resultd alto en todos los loci
comparado con el valor indicado como CIP
informativo (> 0,50) por Martinez et al. (2015)
y Mejia et al. (2015), valor que reafirma una
variabilidad genética alta. Los loci con menor CIP:
INRAO083 y SPS115, presentaron valores de 0,70, lo
que es un indicativo de la utilidad para estudios de
paternidad, que en su esencia requieren de varios
loci polimorficos o informativos, de tal manera que
la probabilidad de inclusion o exclusion garanticen

Tabla 2. Parametros de variacion genética, heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He),
contenido de informacién polimoérfica (CIP), coeficiente de endogamia (Fis) y equilibrio
Hardy-Weinberg (EHW) de cada uno de los 15 loci marcadores microsatélites estudiados.

Table 2. Parameters of genetic variation, observed (Ho) and expected (He) heterozygosity,
polymorphic information content (CIP), inbreeding coefficient (Fis) and Hardy-Weinberg
equilibrium (EHW) of each of the 15 microsatellite marker loci studied.

Marcador Ho He CIP Fis EHW
CSRM60 0,82 0,77 0,79 -0,06 0,00
INRAO083 0,55 0,72 0,70 0,25 0,00
CSSM66 0,77 0,81 0,81 0,05 0,21
ETH3 0,52 0,90 0,86 0,43 0,00
HEL9 0,67 0,82 0,79 0,19 0,00
TGLA53 0,81 0,86 0,82 0,07 0,00
BM1818 0,76 0,84 0,84 0,10 0,00
LSTS006 0,61 0,85 0,81 0,28 0,00
BM2113 0,58 0,89 0,88 0,36 0,00
ETH225 0,73 0,84 0,83 0,14 0,00
TGLA122 0,56 0,88 0,88 0,38 0,00
ETH10 0,43 0,78 0,82 0,45 0,00
TGLA227 0,70 0,80 0,74 0,13 0,00
INRAO032 0,76 0,87 0,81 0,14 0,00
SPS115 0,88 0,63 0,70 -0,38 0,00
PROMEDIO (+ EE) 0,68 (+0,13) 0,82 (+0,07) - - -

EE: Error estandar.
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seguridad de lo reportado. De manera general el
CIP promedio fue mayor que el encontrado por
Zhang et al. (2010) y Mejia et al. (2015).

Este pardmetro positivo indica que en la
actualidad hay wun amplio polimorfismo y
diversidad en los animales de los hatos evaluados
de la raza Holstein del canton Cuenca, situacién
que debe mantenerse por las autoridades,
productores y los especialistas para continuar
garantizando el uso de una amplia gama de toros,
y asi evitar que las nuevas generaciones de bovinos
de esta raza provengan de un grupo reducido de
reproductores.

En el 33% de los loci estudiados se encontrd
valores muy altos del coeficiente de endogamia
(Fis), otros loci se observan valores moderados
de este coeficiente. Valores superiores a 0,35 de
Fis se observan en marcadores ETH3, ETHI10,
TGLA122 y BM2113, lo cual refleja un nivel muy
alto de homocigotos, ya que segtin Martinez (2008)
un Fis > 0,25 ya se considera alto. Esto sefiala una
deriva en esos loci, contrariamente, en el locus
CSRM60 y principalmente en el locus SPS115 el Fis
exhibe valores negativos lo cual indica mayores
niveles de heterocigotos. En Colombia, Mejia et al.
(2015) obtuvieron resultados contrarios, excepto
en el locus TGLA53 (0,66), pero en los loci ETH3,
ETH10, ETH225, BM2113, SPS115, TGLA122
y TGLA227 encontraron para la raza Holstein
valores para el Fis muy bajos. Resultados similares
fueron reportados por Martinez et al. (2015) en
Costa Rica, al igual que lo encontrado por Egito et
al. (2007) en Brazil, en donde el valor de Fis fue de
0,075; lo que indica que se utilizan toros diferentes
en la reproduccion lo cual influye en que todos
los marcadores genéticos presenten equilibrio
Hardy-Weinberg. En este estudio los resultados
observados en los mismos loci fueron diferentes
ya que solamente el marcador CSSM66 se presentd
en equilibrio.

Los loci CSRM60, SPSS115, TGLAS53 y TGLA227
no presentaron alelos nulos y para el caso de los
loci INRA032, HEL9 y BM1818 se encontraron
frecuencias cercanas a cero. La mas alta se encontré
en el marcador ETH10, y el resto de los loci tuvieron
frecuencias con valores relativamente altos, lo que
pudiera relacionarse con la diferencia respecto a los
heterocigotos esperados. Ademas, puede ser causa
de desviaciones significativas del equilibrio Hardy-
Weinberg. Otros factores que afectan el equilibrio
Hardy-Weinberg pueden ser el alto nivel del Fis
encontrado en cuatro loci, niveles de moderado a
alto del Fis en otros seis loci. La frecuencia general
de alelos nulos de 0,08 fue mas alta que la referida
por Mejia et al. (2015), lo que pudiera relacionarse
con la deficiencia de Ho en loci como TGLA122,
ETH10, BM2113 y ETH3, Fis alto y que haya una
desviacion del equilibrio en la mayoria de los loci.

CONCLUSIONES

Los resultados del analisis genético realizado
a los 52 bovinos presentes en 5 hatos del cantén
Cuenca permiten tener una descripcién actual
del estado de un grupo numeroso de loci, de
los recomendados por la comunidad cientifica,
resultados que muestran una alta variabilidad
genética y alto polimorfismo en los bovinos
Holstein  estudiados. Esto ofrece amplia
informacién para la realizacion de estudios de
analisis de paternidad e identidad. No obstante,
debe seleccionarse toros con mayor diversidad
paralos programas de inseminacién artificial dado
que se encontré que 4 de los 15 loci estudiados
presentaron un alto nivel de endogamia.
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