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RESUMEN

Se estudio de la variabilidad genética de tres
loci (x-Caseina, B-lactoglobulina y BoLA-DRB3),
en una poblacién de ganado Criollo Argentino aisla-
da en una pradera de altura, ubicada en la localidad
de Chasquivil (Tucumén). A pesar del aislamiento
geografico sufrido por un largo periodo de tiempo y
el reducido tamafo de dicha poblacidn, el analisis de
los resultados indicé una alta heterocigocidad sin
que se observe la fijacion de alguna de las variantes
alélicas. Las frecuencias genotipicas estimadas para
los loci x-Caseina y BoLA-DRB3 indicaron que la
poblacién se encontraria en equilibrio para estos
loci. Por otra parte, el locus correspondiente a
B-Lactoglobulina presenté una fuerte desviacion
hacia la forma heterocigota.

En teoria, una poblacién con las caracteristi-
cas de la de Chasquivil deberia mostrar un incremen-
to en las formas homocigotas. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente estudio sugieren
que, por lo menos en el caso de los tres loci estudia-
dos, esta poblacién habria desarrollado los mecanis-
mos para el mantenimiento de la diversidad genética.

Palabras claves: Bovinos, x-Caseina, B-lactoglobu-
lina y BoLA-DRB3, Diversidad Genética.

SUMMARY

A Study of the Genetic Variability in
Argentine Creole Cattle Population in

Geographical Isolation in a High Grassland.
The genetic variability of three loci

(x-Casein, B-lactoglobulin y BoLA-DRB3) were
studied in a population of Argentine Creole cattle
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isolated in a high grassland located in Chasquivil,
(Tucuman). Despite the geographical isolation for
such a long period and the small population size, the
analysis of data showed a high degree of heterozy-
gocity. No allele was found to be fixed. The estimat-
ed genotype frecuencies for x-Casein and BoLA-
DRB3 showed that these loci were in Hardy-
Weinberg equilibrium, whereas B-Lactoglobulin
exhibited a strong deviation with many heterozy-
gotes.

In theory, a population like Chasquivil
should show a trend to increase the number of
homozygotes. However, the result obtained in this
study suggest that (at least for the three loci studies)
this population might have developed same mecha-
nisms to maintain genetic diversity.

Key words: Bovine, k-Casein, B-lactoglobulin y
BolLA-DRB3, Genetic Diversity.

INTRODUCCION

El bovino Criollo Argentino

Las evidencias antropolégicas y paleon-
tolégicas indican que la familia bovidae fue intro-
ducida por primera vez al continente americano por
los conquistadores espainoles. En 1493 Cristobal
Colén introdujo los primeros bovinos en el nuevo
mundo cuando en su segundo viaje desembarco en la
isla La Espafiola (actualmente Haiti y Republica
Dominicana ).

A pesar que el grupo fundador fue de apro-
ximadamente 300 animales, en sdlo pocos afios,
estas vacas emigraron al Centro y Sud América,
Sudoeste y Sudeste de Estados Unidos, dispersan-
dose en casi todo el continente. Los animales intro-
ducidos pertenecian a razas Ibéricas: Retinta,



Berrenda, Negra Andaluza y Casere. (Primo, 1994).

El ganado bovino Criollo Argentino se ori-
giné a través de tres rutas diferentes. En 1549, Juan
Nuiiez de Prado introdujo los primeros bovinos
desde Potosi (Bolivia), Francisco de Aguirre trasladé
sus rodeos desde Chile a través de los Andes y Juan
de Salazar, habiendo desembarcado en Brasil, intro-
dujo mas animales en las Pampas (Argentina), a
través del norte (Paraguay).

Después de muchos afios de seleccién natu-
ral, el ganado bovino Criollo Argentino se adapté a
una amplia variedad de condiciones ambientales,
desarrollando una gran variabilidad fenotipica. Por
esta razoén una caracteristica de la raza es la diversi-
dad de colores de capa (todos los colores descriptos
en bovinos estan representados en el ganado bovino
Criollo Argentino). Se han sefialado, para estos ani-
males, altos niveles de longevidad y fertilidad,
demostrandose ademas una alta resistencia a enfer-
medades subtropicales (Guglielmone et al., 1991;
Rabasa, 1993; Hansen, 1994). Estas caracteristicas
hacen que la raza sea considerada como reservorio
genético de una especie sobre la que se ha ejercido
una fuerte presién de seleccidn.

La poblacién actual de ganado bovino
Criollo Argentino esta subdividida en pequefas sub-
poblaciones distribuidas en diferentes lugares de
nuestro pais. La localidad de Chasquivil (Tucumaén)
se localiza en una pradera de altura a mas de 2000 m.
sobre el nivel del mar, donde el acceso sélo es posi-
ble por senderos a través del monte. En este sitio
existe, actualmente, una poblacién de ganado bovino
Criollo Argentino. Por referencias de los lugarefios
se sabe que dicha poblacién, cuyo tamafo estimado
es de alrededor de 250 individuos, habria permaneci-
do aislada por mas de 25 generaciones.

La evolucién independiente de esta sub-
poblacién en un medio ambiente de pradera de altura
y la escasa intervencion de la mano del hombre en su
cria, le otorgan caracteristicas aproximadas a lo que
podria considerarse una poblacion natural. Por lo
dicho esta poblacién resulté un modelo interesante
para interpretar el efecto del aislamiento sobre la
diversidad genética.

Con este objetivo se estudiaron las frecuen-
cias génicas y genotipicas de tres loci-x-Caseina
(x-Cn) y B-lactoglobulina (B-Lg) y BoLA-DRB3.
Los dos primeros estdn estrechamente relacionados

con caracteres de produccién lechera (Lin et al.,
1986; Threadgill y Womack, 1990; van der Berg et

al., 1992; Boland et al., 1992) mientras que el locus
BoLA-DRB3, ha sido correlacionado con caracteres
de resistencia a infecciones virales, endo y ectopara-
sitarias, asi como también con patologias autoin-
munes (Schook et al., 1991; van Eijk et al., 1992;

Xu et al., 1993; Malo y Skamene, 1994).

La x-Cn es una de las cuatro caseinas pre-
sentes en la leche (Jenness et al., 1956; Whitney et
al., 1976 and Eigel et al., 1984). A partir de estudios
realizados en leches se han descripto dos variantes
para esta proteina denominadas A y B. A través de
la técnica de amplificacién de secuencias de ADN
(PCR), es posible realizar la caracterizacion de estas
variantes a partir de muestras de sangre (Damiani et
al., 1990; Pinder et al., 1990; Agrawala et al., 1992).

En el caso de B-Lg, las variantes maés fre-
cuentes A y B, también pueden ser identificadas por
el método PCR (Medrano et al. 1990; Agrawala et
al., 1992).

La caracterizacién de los alelos del locus
BoLA-DRB3 por el método PCR-RFLP (polimorfis-
mo en la longitud de los fragmentos de restriccion),
permite la identificacién de mas de 30 alelos dife-
rentes (van Eijk et al., 1992), lo que hace a este sis-
tema altamente informativo para el estudio de la
diversidad genética.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra

Se obtuvieron muestras de sangre periférica
a partir de 35 animales, elegidos al azar,
pertenecientes a la poblacion de bovino Criollo
Argentino de la localidad de Chasquivil, Provincia
de Tucumadn. La falta de datos genealdgicos asi
como las caracteristicas de apareamiento, dificultan
la estimacion del tamafio efectivo de la poblacién en
estudio. Calculos aproximados indicarian que el N,

seria del orden de los 50 individuos.

El ADN genémico fue aislado a partir de
dichas muestras utilizando el método de Sambrook
et al., (1989). Las muestras de ADN fueron caracte-
rizadas para los loci de x-Cn, B-Lg y BoLA-DRB3,
utilizando la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa y polimorfismo de los fragmentos de
restricciéon (PCR-RFLP).
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Condiciones de la reaccion

La amplificacién por PCR se llevé a cabo en
50 ul (Perkin-Elmer thermal cycler), en la siguiente
solucion de reaccién: 10mM Tris-CIH (pH=8),
50mM CIK, 1,5 mM Cl, Mg y 0,1 % Triton X 100,

100 UM de cada dNTP, 1,25 U de Taq polimerasa,
100 ng de ADN genémico.

K- caseina

Para amplificar el cuarto exdn del gen de
K-caseina que incluye los sitios de restriccidon que
permiten definir los alelos A y B, se utilizaron los
cebadores: KCNS583 (5’-GTGACAAAATAGC-
CAAATAT-3’ y 5°- ACAGATTTAATTTATC-
CATCT-3’) descriptos por Agrawala et al., (1992).
El programa de amplificacién consistié en: 4 minu-
tos de desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido por
30 ciclos de 1 min de desnaturalizaciéon a 94°C, 1
min 30 s de hibridacién a 55°C y 2 min de extensién
a 72°C. Finalmente 10 min de polimenizacién a 72°C.

Del producto de amplificacién 8,5 pl fueron
digeridos con la enzima de restriccion Hinf I (5§ U),
durante 2 h, de acuerdo con las recomendaciones del
proveedor. Los fragmentos de restriccién fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa
3%/ 0,5X TBE (100 V, 30 min) y detectados con
bromuro de etidio.

B-lactoglobulina

Para amplificar el cuarto exén del gen de
B-lactoglobulina, que incluye el sitio de restriccién
que define los alelos A y B, se utilizaron para la
primera ronda de amplificacién los cebadores:
JBLG2 y JBLG3 (5’-TGTGCTGGACACCGACTA-
CAAAAAG-3’ y 5’-GCTCCCGGTATAATGAC-
CACCCTCT-3’) descriptos por Medrano y Aguilar
Cordova (1990).

La primera ronda de amplificacién consistié
en: 4 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C,
seguido por 10 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizaciéon a 94°C, 40 s de hibridacién a
58°C y 1 min 30 s de extensién a 72°C. Finalmente 4
min de polimerizacién a 72°C.

Para aumentar la sensibilidad y la especifi-
cidad se realizé una segunda ronda de amplificacién
utilizando los cebadores JBLG3 y el cebador interno
LP1 (5-CCTGCTCTTCTGCATGGAGA-3’).
La secuencia de temperatura consistié en: 25 ciclos
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de 94°C por 1 min, 58°C durante 40 s y 72°C segui-
do por 4 min de extension final.

Alicuotas de los productos de amplificacién
(8,5 nl) fueron digeridas con la enzima de restriccion
Haelll (5 U), por 2 h de acuerdo a las especifica-
ciones del proveedor. Los fragmentos de restriccién
fueron resueltos en geles de agarosa 3 % / 0,5 X
TBE y detectados en UV con bromuro de etidio.

BoLA-DRB3

Para amplificar el segundo exdn del gen
DRB3 se emplearon para la primera ronda de ampli-
ficacién los cebadores: LA31 (5° GATGGATC-
CTCTCTCTGCAGCACATTTCCT -3° y LA32 (5’
- CTTGGATTCGCGCTCCACCTCGCCGCTG - 3’)
descriptos por Sigurdardoéttir et al. (1993).Las condi-
ciones de temperatura utilizadas consistieron en 4
min a 94°C, 2 min a 60°C y 1 min a 72°C, seguidos
por 4 min de polimerizacién final.

En la segunda etapa se usaron los cebadores
LA31 'y HLO032 (5’- TCGCCGCTG-
CACAGTTGAAACTCTC-3’) de acuerdo a la
metodologia propuesta por Lewin et al. (1992). Las
condiciones de temperatura utilizadas consistieron
en 19 ciclos de 1 min a 94°C, 30 s a 65°C seguidos
por 4 min de polimerizacién final.

Alicuotas de los productos de amplificacion
(12ul) fueron digeridos, por separado, con las enzi-
mas de restriccion Rsal, Bstyl y Haelll (5 U) por 3 h
de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Los
fragmentos de digestion fueron resueltos en geles de
acrilamida-bisacrilamida 6%/1X TBE vy detectados
por bromuro de etidio.

Los patrones observados con cada enzima
fueron identificados siguiendo la nomenclatura
establecida por van Ejjk et al. (1992). En base a la
combinacién de los patrones de restriccidn corres-
pondiente a cada una de las enzimas se definieron
los alelos de este locus en acuerdo con lo propuesto
por dicho autor. Asi por ejemplo: el alelo designado
como DRB3,2*5 corresponde al alelo 5 (locus
DRB3, exén 2). De acuerdo a la nomenclatura adop-
tada el alelo 5 corresponde a la combinacién de los
patrones "c" (Rsal), "b" (Bstyl) y "b" (Haelll).

Analisis de la estructura genética

de la poblacion.
El indice de fijacion F;; de Wright fue cal



Tabla 1. Frecuencias génicas y genotipicas del locus de x-caseina en la poblacién de bovino Criollo Argentino de
Chasquivil y los valores para la raza. Valores observados de F;¢ con la significancia obtenida.

Fuente AA AB BB A B Fig X

Poblacién Total 0,432 0,486 0,675 0,324 -0,202 1,81

Chasquivil 0,291 0,548 0,565 0,435 -0,110 0,41
xzo.os,l=3 , 84

Tabla 2. Estimacion de la diversidad genética en términos de

las frecuencias génicas (pardmetro h) para los loci de
k-caseina, B-lactoglobulina y BoLA-DRB3

Locus h(Chasquivil) h(Poblacién Total)
K-caseina 0,492 0,375
B-lactoglobulina 0,494 0,499
BoLLA-DRB3 0,854 0,851

culado segiin la ecuacién propuesta por Nei (1987),
donde Fjq =(Xk-xk2) ! [xg (1-xg)], siendo xj la fre-
cuencia génica estimada en la poblacién y Xy la fre-

cuencia genotipica observada del homocigota. El
grado de significacién de las desviaciones de Fjg

con respecto a cero fueron estimadas a través de
X*=N.F;¢* con un grado de libertad (Nei y Chesser,

1983).

La diversidad genética fue estimada a través
del indice h de heterocigocidad. Este parimetro fue
calculada con la férmula h = 1 - £ x* propuesta por
Nei (1987), siendo x la frecuencia génica estimada
de cada uno de los alelos presentes.

RESULTADOS

Las frecuencias génicas y genotipicas esti-
madas para el locus B-Lg en la raza de ganado bovi-

no Criollo Argentino fueron tomadas de Poli y
Antonini (1991). Con respecto a los loci x-Cn y
BoLA-DRB3, las frecuencias fueron estimadas a
partir de muestras representativas (n=210) tomadas
de siete rodeos provenientes de localidades distribui-
das en todo el pais, tales como la Regién del
Noroeste, Mesopotdmica, Chaquefia y Pampeana
(Giovambattista, Golijow Tesis doctorales en ejecu-
cién).

k-caseina: Las frecuencias génicas y genotipicas
observadas para la poblacién de Chasquivil al igual

que las correspondientes a las estimadas para la raza
en estudio no se desviaron con respecto al equilibrio
(Tabla 1). Sin embargo cuando se compararon los
valores correspondientes a las frecuencias génicas
entre las dos poblaciones, mediante una tabla de
contingencia, los resultados evidenciaron diferencias
significativas (%2 = 7,537, 0,01>p>0,005).

Como estimacién de la diversidad genética
se utilizé el valor h (ver materiales y métodos). Este
dato permite la estimacién de la diversidad en térmi-
nos de las frecuencias génicas. Como se observa en
la Tabla 2 los valores correspondientes a la
poblacién de Chasquivil no pusieron en evidencia
una reduccion de la diversidad como la que podria
esperarse si se tienen en cuenta las caracteristicas de
esta poblacion.

B-lactoglobulina: Las frecuencias génicas y
genotipicas estimadas mostraron diferencias sig-
nificativas con respecto al equilibrio tanto para la
poblacién de Chasquivil como para la poblacién
total (Tabla 3). Como se observa en la Tabla 3 los
valores de F;q para la poblacion de Chasquivil indi-

can un marcado incremento en el mimero de hetero-
cigotas. Mientras que en la poblacién total las
desviaciones se manifiestan a través de un nimero
elevado de homocigotas.

Al comparar mediante una tabla de contin-
gencia, los valores de las frecuencias génicas corres-
pondientes a la poblacién en estudio y a la total, no
se observaron diferencias significativas (x*=0,327,
0,75>p > 0,50). Dado que la estimacién de h se basa,
como se dijo anteriormente, a los valores correspon-
dientes a las frecuencias génicas, los valores calcula-

dos para ambas poblaciones resultaron similares
(Tabla 2) .

BoLLA-DRB3: De los 21 alelos caracterizados en la raza
de bovino Criollo Argentino (Giovambattista, Golijow
tesis doctorales en preparacién), solo 12 de ellos fueron
detectados en la poblacién de Chasquivil (Tabla 4).
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Tabla 3. Frecuencias génicas y genotipicas del locus de B-lactoglobulina en la poblacién de bovino Criollo Argentino de
Chasquivil y los valores estimados para la raza. Valores observados de F; ¢ con la significancia obtenida.

Fuente AA AB BB A B Fi¢ X
Poli & Antonini 0,297 0,392 0,310 0,494 0,506 0,212 7,23*
Chasquivil 0 0,885 0,115 0,442 0,558 -0,793 16,35**
Xo0s1=3,84. 0,01>p>0,005 p>0,001
Dos de los alelos mds frecuentes en la raza DISCUSION

bovino Criollo Argentino (DRB3,2*15 vy
DRB3,2*18) fueron detectados en dicho rodeo. Sin
embargo el alelo DRB3,2*24, cuya frecuencia en la
poblacion total es de 0,112, no fue detectado en los
animales analizados. El resto de las variantes alélicas
ausentes en la poblacién de Chasquivil, presentaron
una frecuencia muy baja en la poblacién total (con
rango entre 0,033 a 0,007). Como hecho interesante
de remarcar, el alelo 22, que en la poblacién de
Chasquivil aparece con una frecuencia estimada de
0,10, en la poblacién total presenta una frecuencia
muy baja (0,026).

Al comparar las frecuencias génicas, se
encontraron diferencias altamente significativas
entre la poblacion estudiada y la poblacién total

(X2 = 55,987, p<0,001). El Fy  unificado, calculado

para esta poblacién, fue de -0,129, no evidenciando
dife-rencias significativas con respecto al

equilibrio (3% = 0,410, 0,75< p< 0,50). Los Fis

corres-pondientes a cada alelo se dispersaron alrede-
dor del unificado con un rango de 0,111 a 0,250.

La heterocigocidad (h) para este locus, en la
poblacion de Chasquivil, resulté ser comparable con
el valor calculado para la poblacion total (Tabla 2).

Tabla 4. Frecuencias génicas de los alelos del BoLA-
DRB3 detectados en la poblacion de Chasquivil.

Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia

DRB3.2*5 0,04
DRB3.2*%6 0,02
DRB3.2*¥11 0,06
DRB3.2*¥13 0,10
DRB3.2*¥15 0,20
DRB3.2*¥16 0,08

DRB3.2*18 0,26
DRB3.2*20 0,06
DRB3.2*¥22 0,10
DRB3.2*¥23 0,04
DRB3.2*26 0,02
DRB3.2*27 0,02
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El comportamiento de los alelos en una
poblacién pequeiia, aislada durante un cierto periodo
de tiempo (cuello de botella) es muy dificil de
analizar matematicamente debido a la fuerte influen-
cia de los procesos estocasticos. A partir de simula-
ciones realizadas se ha tratado de predecir la pérdida
y/o conservacion de la diversidad genética. Asi,
Klein et al.,(1993), trabajando con el Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC) con-
cluyeron que el 60% de los casos mantenian la tota-
lidad de los alelos estudiados, siempre y cuando el
nimero inicial se mantuviera sobre los 500 indivi-
duos y el periodo de tiempo no supera las diez ge-
neraciones. Si el nimero inicial disminuia y/o se
extendia el periodo de tiempo, se registraba una
importante pérdida del polimorfismo. Por lo que se
concluye que el grupo fundador de una especie no
podria ser menor de 500 individuos para mantener el
polimorfismo en un sistema altamente variable como
el MHC (Klein, 1986; Klein y Figueroa, 1986; Klein
et al.,1993).

A pesar que la poblacién de Chasquivil no
cumple con los requisitos propuestos por Klein
(1993), tanto en tamafio como en nimero de genera-
ciones, los resultados sugieren que se ha mantenido
un grado muy alto de diversidad en el locus BoLA-
DRB3 (Tablas 2 y 4). Por otra parte, los valores de

F;, indicarian una ausencia de fijacién de alguna de

las variantes alélicas, asi como niveles no significa-
tivos de desviacién con respecto al equilibrio. Estas
observaciones sugieren que el alto grado de hetero-
cigosis observado en este locus podria estar de algiin
modo favorecido por la seleccidn, en acuerdo a las
teorias propuestas (Snell, 1968; Bodmer, 1972;
Doherty y Zinkernagel, 1975; Klein, 1986; Hughes y
Nei, 1988). Nuestras observaciones estarian en con-
cordancia con lo predicho con respecto a la seleccién
hacia la diversidad en el sistema MHC.



Una de las problemadticas en la conservacién
de razas domésticas nativas o autdctonas estaria dada
por el bajo nimero poblacional, lo cual llevaria a un
aumento de homocigosis, con disminucién de la
supervivencia. En todo el mundo se estan realizando
programas para lograr mantener la variabilidad
genética de este tipo de poblaciones a través de la
creacion de reservas o bancos de esperma como
reservorio genético (Fresno et al., 1992).

En el caso del ganado bovino Criollo
Argentino y en particular en la poblacién de
Chasquivil, el alto grado de diversidad genética
observados pondrian en evidencia la importancia de
la conservacion de estas poblaciones para el mante-
nimiento del patrimonio genético. Por otra parte
podrian brindar una fuente de variacién para una
futura seleccién de marcadores de resistencia y fer-
tilidad.

En el caso de los loci bialélicos (k-Caseina y
B-Lactoglobulina), los valores de h calculados para

esta subpoblacién resultaron mucho mayores de los
que podrian esperarse teniendo en cuenta el ais-
lamiento (corte de flujo génico) y el bajo nimero de
individuos, factores que de alguna manera con-
tribuyen al aumento de homocigosis.En el caso par-
ticular del locus B-Lactoglobulina, las frecuencias

genotipicas muestran una fuerte desviacién con
respecto a los valores esperados si el sistema estu-
viera en equilibrio. Como caracteristica interesante,
en la poblacién de Chasquivil se observé un elevado
nimero de heterocigotas mientras que el desequili-
brio en la poblacién total se deberia a un exceso de
homocigotas (ver valores de F, tabla 3). Sin embargo
la diversidad genética (estimada a partir del
parametro h) seria comparable en ambas poblaciones
(Tabla 2). En la poblacién de Chasquivil gran parte
de esta diversidad estaria aportada por los heteroci-
gotas, mientras que en la poblacién total el aporte
hacia la variabilidad se deberia al alto nimero de
homocigotas de ambos tipos (AA y BB).

En sintesis los resultados obtenidos en el
presente estudio sugieren que, por lo menos en el
caso de los tres loci estudiados, la poblacién de
Chasquivil, a pesar de sus caracteristicas, habria
desarrollado los mecanismos necesarios para el man-
tenimiento de la diversidad genética.
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