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RESUMEN

En el presente trabajo se tipificaron cinco razas taurinas europeas (Aberdeen Angus,
Hereford, Holando, Jersey y Retinta), dos cebuinas (Nelore y Brahman) y cuatro criollas de
Argentina y Bolivia (Criolla Argentina, Criolla Chaquena Boliviana, Criolla Yacumefa y
Criolla Saavedrefia) mediante el analisis de nueve microsatélites autosomicos y dos del
cromosoma Y. Ademas, se analizaron un total de 108 muestras correspondientes a 35
casos de robo de ganado (abigeato) ocurridos en la provincia de Buenos Aires y un caso
complejo de paternidad. Estos resultados permitieron estimar la diversidad genética, la
estructura poblacional y las relaciones filogenéticas de las razas antes mencionadas. Por
otra parte, se evalud la capacidad del juego de marcadores autosomicos utilizados para
resolver casos de identificacion individual, paternidades y asignacion de individuos a sus
razas de origen.

Los resultados obtenidos evidenciaron niveles superiores o0 intermedios de
variabilidad genética en las razas criollas, a pesar de la hipotética formacién de estas
poblaciones a partir de un reducido grupo fundador y a la drastica reducciéon poblacional
sufrida durante los ultimos cien anos. La comparacion de los marcadores autosémicos,
holandricos y mitocondriales sugiere que el acervo genético de los bovinos criollos se habria
formado principalmente por genes de origen taurino europeo y, en menor medida, africanos,
presentando algunas de estas poblaciones hasta un 10% de genes de origen indico. Esta
comparacion revela que la introgresién de genes cebuinos ocurrié recientemente y por via
paterna. El calculo de los niveles de diferenciacion genética entre las razas bovinas
estudiadas evidencié un limitado flujo genético entre ellas. La mayor parte de la variabilidad
observada se explica mediante la separacion antigua de los linajes indicos y taurinos. A
pesar que dentro del grupo taurino no existié una estructuracion tan evidente, las razas
criollas y europeas pudieron diferenciarse en dos grupos diferentes. Esto seria
consecuencia de un origen simultaneo y mas reciente de las razas pertenecientes a este
grupo.

El juego de marcadores utilizado permitié asignar, con un bajo nivel de error,
individuos a sus poblaciones de origen en las principales razas bovinas de la provincia de
Buenos Aires. Los marcadores mas eficientes para dicho propdsito resultaron ser aquellos
que presentaron un mayor numero de alelos y en menor medida los que mostraron valores
superiores de Fsr. La asociacion entre el nUmero de alelos y la exactitud en la determinacion
de la raza de origen de los individuos revela la importancia de seleccionar marcadores
genéticos, como por ejemplo los microsatélites, que presenten un numero elevado de
alelos. El poder de exclusion calculado para los casos de identificacion individual y las

paternidades super6 el valor de 0,99 en todas las razas estudiadas, excepto en las
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paternidades donde no se dispuso de la informacion genética de la madre. En este ultimo
caso seria necesario incluir al menos 12 microsatélites para obtener valores aceptables de
probabilidad. Las metodologias experimentales y estadisticas utilizadas junto a la
informacion producto de la caracterizacion de las poblaciones locales permitieron resolver
casos de abigeato y de paternidad complejas, aportando evidencias concretas para la
resolucion de este tipo de disputas judiciales. Dada la estructuraciéon poblacional presente
en la especie bovina, un buen criterio para el calculo del indice L seria la seleccién de la
raza con mayor valor de probabilidad. En este contexto, las técnicas de asignacion racial
serian de gran utilidad para la eleccién de dicha raza. La aplicaciéon de este criterio
conservador permite optimizar la valoracion de la evidencia genética en la resolucion los

casos de hurto de ganado.



1.1 Revision historica

1.1.1 Clasificacion de los bovinos

Los bovinos pertenecen al orden de los Artiodactilos, familia Bovidae, subfamilia
Bovinae, genero Bos. La familia Bovidae se habria originado hace unos veinte millones de
afos, desarrollando una rapida radiacién e intensa cladogénesis. Estos hechos fueron
probablemente favorecidos por la emergencia de la sabana africana hace unos 18 a 23
millones de afios.

Quizas la caracteristica diagndéstica mas util de los bévidos sea la presencia de
cuernos ahuecados y no ramificados. Evidencias de tipo molecular, sugieren que la actual
familia Bovidae tiene un origen parafilético (Gatesy et al., 1992).

Actualmente se diferencian dos tipos principales de bovinos domésticos, el tipo cebu
y el tipo taurino, que se diferencian principalmente por la presencia en el primer tipo de una
joroba de tejido muscular, conectivo y grasa en posicion toraxica o cervico-toraxica. Ambos
tipos son nombrados como especies separadas, Bos indicus y Bos taurus, pero debido a
que son completamente fértiles entre si, se consideran mas frecuentemente como

subespecies.

1.1.2 Domesticacion de los bovinos

Hoy en dia, es ampliamente aceptado que el ancestro salvaje de las razas bovinas
domeésticas actuales fue el extinto Bos primigenius denominados como Ox salvaje, aurochs,
Uro, toro salvaje (Grigson, 1980; Epstein y Mason, 1984; Payne, 1991). Este animal ocupd
una gran extension geografica, como lo demuestra el hallazgo de fésiles en sitios tan
distantes como las islas britanicas y China. El amplio rango de distribucion de Bos
primigenius condujo a la diferenciacion de distintas razas geograficas o subespecies.
Actualmente, se reconocen al menos tres subespecies del Ox salvaje: Bos primigenius
namadicus (Asia), Bos primigenius opisthonomus (norte de Africa) y Bos primigenius
primigenius (Europa). Las subespecies africana y asiatica se habrian extinguido hace poco
mas de 2000 afios; mientras que el Ox europeo habria existido en una reserva en Polonia
hasta el afio 1625.

Uno de los puntos de vista mas aceptado sobre el origen de los bovinos actuales es
que las subespecies Bos taurus y Bos indicus se originaron a partir de B. primigenius
nomadicus en un unico centro de domesticacién situado en el cercano oriente hace 8.000-
10.000 anos. Segun esta perspectiva, el ganado cebu se habria originado como una

adaptacion local al sub-continente indio de animales taurinos pre-domesticados (Epstein,



1971; Epstein y Mason, 1984; Payne, 1991). Una explicacion alternativa es que el tipo Bos
indicus fue domesticado en forma independiente, probablemente en algun lugar de la India
(Grigson, 1980; Meadow, 1984).

Estudios previos basados en polimorfismos de proteinas, grupos sanguineos, RFLPs
y microsatélites han demostrado una gran divergencia entre las dos subespecies bovinas
(Brend, 1972; Naik, 1978; Manwel y Baker, 1980). El analisis de secuencias
correspondientes a la region de control del ADN mitocondrial sugiere una divergencia
minima de 275.000 anos para los dos taxa (Loftus et al.,, 1994a; Bradley et al., 1996). Por
otra parte, MacHugh y colaboradores (1997) estimaron un tiempo de divergencia de
610.000-850.000 afnos utilizando marcadores de tipo microsatélite. Estos datos son
apoyados por estudios basados en haplotipos del cromosoma Y (Bradley et al., 1994).

Generalmente, se acepta que las primeras poblaciones de bovinos africanos fueron
exclusivamente de origen taurino y que habrian migrado desde el cercano oriente hace unos
7000 afos (Epstein, 1971; Payne, 1991). Recientes hallazgos arqueoldgicos, han
cuestionado este punto de vista, sugiriendo que el bovino salvaje africano (Bos primigenius
ophistonomus) se habria domesticado independientemente en algun lugar del continente
africano (Wendorf y Schild, 1994). Varios trabajos realizados con animales taurinos de
Europa, Africa y Cercano Oriente a partir de la regién de control del ADN mitocondrial de
animales, demostraron la presencia de cuatro haplotipos principales. Mientras que tres
haplotipos fueron encontrados en Europa y el Cercano Oriente, el restante correspondio
solamente a los animales de Africa, con excepcién de algunos individuos de Portugal que
tendrian un origen africano. Estos datos junto a la evidencia de una filogenia en forma de
estrella, avalan la hipétesis de una domesticacion independiente en Africa (Bradley et al.,
1996; Troy et al., 2001).

Si bien el ganado cebuino se habria introducido en Africa hace unos 4000 afios,
comienza a dispersarse ampliamente desde el afio 700 AC con la migracion de los arabes
hacia el norte y el este de dicho continente. Actualmente, Africa presenta un mosaico de
morfologias cebuinas, taurinas y formas intermedias. Estudios llevados a cabo con
marcadores mitocondriales, autosémicos y holandricos han demostrado una marcada
introgresion de genes indicos en las poblaciones africanas por via paterna (Bradley et al.,
1994; Loftus et al., 1994a; Teale et al., 1995; MacHugh et al., 1997).

1.1.3 Origen del ganado europeo

Las razas bovinas europeas se clasifican en tres grupos diferentes: Red convex,

Brown concave y Black orthoide. Dichos bovinos han arribado a Europa siguiendo las



principales migraciones humanas. Una de las rutas de inmigracion de bovinos provino del
Medio Oriente y atraves6 Europa; estas poblaciones estan hoy representadas por las razas
del grupo Brown concave. Otra ruta procedié probablemente de Africa, a través del estrecho
de Gibraltar y estaria representada en la actualidad por los bovinos del grupo Red convex
(Felius, 1995). A este ultimo grupo pertenecen la raza Alentejana de Portugal y la raza
andaluza Retinta (Felius, 1995; Canon et al. 2001). El tercer grupo, el Black orthoide,
también denominado Ibérico, es considerado como un ejemplo de los antiguos bovinos
salvajes que existieron en la peninsula Ibérica antes de la llegada de las otras razas
(Sanchez-Belda, 1984). Segun otra hipodtesis, el grupo Ibérico seria descendiente del
Lonhorn Hamitico, introducido por los berberiscos de Africa del Norte, quienes invadieron la
peninsula Ibérica en tiempos prehistoricos (Felius, 1995)

El ganado bovino Ibérico descenderia de los antiguos bovinos Hamiticos,
caracterizados por sus largos cuernos, domesticados en Egipto hace unos 4.000 afios A.C.
Estos habrian sido introducidos, procedentes de Africa del Norte, en el sur de Espafia con
las migraciones que poblaron la region meridional de la peninsula Ibérica (Inchausti y Tagle,
1980). Segun Rouse (1977), el ganado bovino espafiol descenderia directamente del Bos
primigenius, domesticado en la zona de los Pirineos a partir del paleolitico. Mas tarde estos
animales se fueron adaptando durante cuatro siglos al ambiente semiarido y caluroso en su
paso por Castilla hacia Andalucia.

Cymbron y colaboradores (1999) analizaron secuencias del D-loop mitocondrial en
razas bovinas portuguesas y demostraron la existencia de haplotipos africanos y europeos,
lo que evidenciaria una mezcla génica intercontinental en el origen de las razas Ibéricas.

En conjunto, los bovinos ibéricos incluyen a las razas espafiolas: Asturiana, Gallega,
Pasiega, Campo, Tudanca, Toros de Lidia, Castellana, Sayaguesa, Morucha y Andaluza; y a

las razas portuguesas: Barrosa, Maronesa, Arouquesa, Preta, Mertolenga y Alentejana.

1.1.4 Origen del bovino criollo americano

Cuando se descubri6 América no existian bovinos en el nuevo continente. Hecho
demostrado por la ausencia de fésiles y la inexistencia de palabras indigenas para
denominar esta especie. Los primeros bovinos fueron introducidos al continente americano
por Cristobal Colon durante su segundo viaje en 1493. Estos animales eran comprados
generalmente en los alrededores de los puertos de embarque, es decir Andalucia e Islas
Canarias. Los puertos utilizados eran: Sevilla o Cérdoba, sobre el rio Guadalquivir, y Cadiz,
Palos o Sanlucar de Barrameda, sobre el mar.



Los vacunos llegaron inicialmente a La Espafiola, Puerto Rico, Jamaica y Cuba. En
1513 llegaron a Panama y en 1521 a México y desde alli se extendieron a los Estados
Unidos, dando origen a la raza Longhorn. Desde Panama llegaron a Peru, Bolivia y Chile
(Figura 1).

Segun Corcuera (1982), los barcos que se dirigian desde la peninsula hacia América
hacian escalas en las Islas Canarias. Dichas escalas eran utilizadas para proveerse de
ganado bovino. El ganado de las islas Canarias habria sido introducido veinte afios antes
desde Andalucia y las islas de Cabo Verde. Estas ultimas islas habrian sido pobladas con
bovinos por los portugueses unos afos antes, con animales provenientes tanto de la
peninsula, como de las islas Madeiras (Africa). Ademas, existen registros que confirman la
existencia de expediciones que habrian introducido bovinos a América desde la regiéon de
Galicia.

Todos los animales traidos por los espafoles llegaron entre 1493 y mediados del
siglo XVI y habrian consistido en unos pocos cientos con una proporcién de 5 6 6 hembras
por cada toro, lo que daria un tamano efectivo de 200 animales. Se sostiene que todos los
antepasados del vacuno criollo que poblaron América Latina y el sudeste de los Estados
Unidos, llegaron durante los primeros cincuenta afios de la colonizacion y totalizaban menos
de mil cabezas (Wilkins, 1982).

Por lo tanto, las razas Criollas Americanas (de origen Espafol) derivarian
directamente de los bovinos existentes en estas regiones durante fines del siglo XV y
principio del XVI, cuyos descendientes actuales serian las razas ibéricas Lidia, Retinta,
Negra Andaluza y Cacerefia (Primo, 1992).

Simultdaneamente, cuando los portugueses iniciaron la colonizacion de Brasil,
comenzo la introduccién de ganado ibérico en las costas brasilefias, tanto desde la
peninsula como desde las posesiones portuguesas en Africa y Asia. Las introducciones
portuguesas al Brasil fueron tres: desde las islas Madeira a Bahia, por Tomé de Souza
(1550); desde las islas de Cabo Verde (posesiones portuguesas en el océano Atlantico, al
oeste del Senegal, Africa) a Pernambuco, por Duarte Coelho (1534 o 1554) y desde las
islas de Cabo Verde a Sao Vicente por Ana Pimentel (1534-1538). En esa época existian en
Portugal cinco razas bovinas: Alantejo, Galega, Mirandesa, Brava, Moroneza, ademas de la
raza Turina de origen holandés (Neves, 1918).

Algunos autores consideran que el ganado desembarcado en las costas brasilefias
por los portugueses habria tenido sangre Cebu, pues en el sur de la peninsula Ibérica
existian dichos animales a causa del comercio con la India. Por otra parte, se supone que
los esclavos traidos del oeste de Africa y de la India fueron acompafiados por animales

domeésticos, los cuales habrian contribuido al acervo genético de las razas criollas



brasilefias. Actualmente, se pueden diferenciar cinco razas criollas en el Brasil: Caracu,
Mocho Nacional, Curraleiro, Pantaneiro y Criollo Lageano.

Debido a la ausencia de barreras naturales y politicas, las poblaciones
descendientes de los bovinos introducidos por los portugueses se habrian mezclado, en
parte, con los descendientes de los bovinos transportados por los conquistadores
espanoles.

Los animales introducidos en las islas del Caribe se multiplicaron rapidamente y
desde alli se dispersaron en América, con tal éxito que ya en 1524 se informé sobre la
existencia de bovinos en todos los paises de América del Sur. De esta manera llegaron a
todos los confines del continente, adaptandose rapidamente a las diversas condiciones
climaticas y desarrollando aptitudes de rusticidad y fertilidad que les permitieron
multiplicarse de manera asombrosa, hecho mencionado por numerosos y prestigiosos

naturalistas, tales como Darwin y Félix de Azara.

Portug
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Figura 1. Rutas principales de introducciéon de los bovinos en América por parte de los
conquistadores espafioles y portugueses. Ademas se incluyen las rutas migratorias mas importantes
hacia Argentina y Bolivia.



1.1.5 Razas bovinas domésticas

Usualmente, se considera a las razas domeésticas como el resultado de la
intervencion humana mediante el empleo de distintas practicas de seleccion artificial y
aislamiento reproductivo.

Las diferencias encontradas en el ganado actual pueden ser parcialmente atribuidas
a las variaciones genéticas que poseian los bovinos en los tiempos de domesticacion, como
consecuencia del aislamiento reproductivo causado por barreras geograficas naturales como
el mar, montafas, etc. Esta diferenciacion natural fue posteriormente complementada vy
acelerada por el hombre mediante la eleccién de ciertos caracteres morfoldgicos, fisioldégicos
y de comportamiento. Sin embargo estas caracteristicas, objeto de seleccioén, no fueron las
mismas con el correr de los tiempos. En principio, es probable que se hayan favorecido
caracteres comportamentales, como la docilidad y facilidad de captura, continuando luego
con caracteristicas de tipo productivas (Clutton y Brock, 1989).

En el siglo XIX comenzaron a formarse en Europa las asociaciones de cria, las
cuales se encargaron de manipular y definir las caracteristicas de las razas modernas. Estas
definiciones fueron realizadas en principio y en parte, sobre la base de criterios subjetivos
como color de capa, forma de cuernos y origen geografico. Este tipo de demarcacion
continta hasta hoy en dia en diversos paises del mundo, donde continuamente se definen
nuevas razas asociadas a criterios ambiguos como limites politicos, pertenencia a
determinadas tribus u otros grupos étnicos, etc.

Es dificil entonces dar una definicion Unica de “raza”, que sea de utilidad a la hora de
clasificar los rodeos bovinos de las diferentes regiones del mundo. Sin embargo, Mac

Kechnie y Meyn (1991) establecen tres conceptos alternativos de raza bovina:

® Poblaciones de bovinos pertenecientes a un area determinada con grado variable de

uniformidad.

® Expresa uniformidad en unos pocos caracteres como color de capa, forma de cabeza,

forma de cuerno, caracteres de produccion, etc.

® Resultado de la aplicaciéon sistematica de distintos programas de manejo reproductivo

con énfasis en caracteres de produccion.

En la siguiente seccion se describen brevemente las razas estudiadas en el presente

trabajo (Figura 2).
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1.1.6 Razas de origen europeo

Aberdeen Angus

La raza Aberdeen Angus se origind a principios del siglo XVIII en el noreste de
Escocia, en los condados de Aberdeen, Kincardine y Angus. Aunque poco se sabe sobre el
origen del ganado vacuno primitivo que antecedio a esta raza, hay referencias escritas del
afio 1523 que en esa zona existia un ganado mocho, de distintos colores, entre ellos el
negro y el colorado. La raza fue reconocida oficialmente en 1835, pero el registro
genealdgico de animales comenzd en 1862, formandose la primera asociacion de cria en
1879.

La raza fue desarrollada en principio como respuesta a un incremento en la demanda
de leche y carne; sin embargo hoy en dia se la utiliza sélo para la produccion de esta ultima.
Se caracteriza principalmente por la falta de cuernos y un pelaje de color negro o colorado.
Este ultimo color se debe a la presencia de un gen en estado recesivo, lo que facilita el
mantenimiento del ganado uniforme para este color.

Carlos Guerrero la importd por primera vez al pais en 1879, abriéndose el libro de
registro argentino en 1901. Desde sus inicios, se ha difundido ampliamente en todo el pais,

siendo la raza mas abundante, dada su rusticidad y adaptabilidad a climas rigurosos.

Hereford

La raza fue originada en Herefordshire, region que limita con el condado de Hereford
en el sur de Inglaterra. Se cree, que esta raza proviene de la cruza de animales de pelaje
colorado de esta region con los antiguos bovinos blancos de Gales. A mediados del siglo
XVIIl, unos pocos ganaderos, comenzaron el mejoramiento de este ganado buscando
primordialmente un mejor rendimiento en la produccion de carne. En 1846, fue establecido
el primer libro genealdgico y posteriormente en 1876 se origind la asociacion de criadores de
esta raza. Siete afios después, se cerro el registro a todos los animales cuyos progenitores
no estuviesen previamente inscriptos.

Los animales de la raza Hereford son colorados con la cara y vientre blancos,
generalmente poseen pequefios cuernos de color amarrillo aunque existen algunos
representantes sin cuernos. La carne es de buena calidad, pero es el ganado britanico con
menor produccion de leche.

La primera importacién en Argentina la realizd, en 1860, Leonardo Pereyra con el

toro Niagara. Posteriores importaciones realizadas por Pereyra y otros cabafneros afianzaron



la raza en el pais. En 1888 la Sociedad Rural Argentina (SRA) abre el libro de registros de la
raza. El Hereford esta ampliamente difundido en toda la zona ganadera del pais.

Holando Argentino

Estos ejemplares provenian de los Paises Bajos, mas especificamente de las
actuales provincias de Frisia y Holanda del Norte. En estas regiones, hace 2000 afos, ya
existia un ganado de produccion lactea superior a lo normal de esa época. Después de la
caida del Imperio Romano, pueblos de pastores, empujados por los barbaros invasores del
oeste, lo llevaron a la zona de la actual Holanda. Algunos autores proponen que estos
animales se habrian originado de una variedad de Uro denominada Bos primigenius
hollandicus (Inchausti y Tagle, 1980).

Al principio este ganado fue explotado con doble propdsito, leche y carne. Luego se
lo utilizd solamente para produccién lactea. Se caracterizan por su tamafo relativamente
mediano, aspecto anguloso, ubre desarrollada, pelaje overo negro bien definido, con
manchas negras repartidas en el cuerpo y extremidades blancas y cuernos medianos. Es la
raza lechera que tiene el menor porcentaje de grasa, pero la mayor produccién total.

Los primeros animales pertenecientes a esta raza fueron introducidos a nuestro pais
en 1883, por el entonces presidente de la Nacién Julio Argentino Roca. En la actualidad, el
ganado Holando Argentino constituye la raza productora de leche mas importante en

nuestro pais.

Jersey

La raza Jersey se origind en la isla de Jersey, una pequefia isla britanica ubicada en
el canal de La Mancha frente a las costas de Francia. Es una de las razas lecheras mas
antiguas y permanece aislada desde 1734, donde se prohibié mediante un acta de estado la
importacion de animales en la isla. Antiguamente todas las razas de las ilslas del canal eran
conocidas como Alderney, hasta que en 1833 se forma la Asociacion de Agricultura y
Horticultura de Jersey, la cual determin6 formalmente el inicio de la raza. Sin embargo, el
libro genealdgico se formo recién en 1866.

En relacion a su tamafo es una excelente productora de leche y se destaca por la
elevada concentracion de grasa butirométrica. Posee un esqueleto fino y delgado con
cuernos cortos y puntas negras. El color de capa es variable desde el gris hasta el marrén
oscuro, predominando en nuestro pais el bayo arratonado. Alrededor del morro poseen
caracteristicamente un aro de pelo blanco, lo mismo que en el contorno de los ojos. Tiene
facilidad al parto y da terneros de poco peso al nacimiento. Por ello se esta empleando en el

primer servicio de vaquillonas Holando Argentino y de razas de carne.



Retinta

La raza Retinta es la mas numerosa en Espana, concentrada especialmente en
Andalucia y Extremadura, lugar donde se habria originado. Derivaria del Bos primigenius,
hallado en Egipto, extendiéndose por el sur de la peninsula Ibérica en sucesivas
migraciones procedentes del norte de Africa. En sus comienzos la raza se explotd como
animal de trabajo, y desde principios de siglo se comenzé a seleccionar con fines de
produccién de carne.

Posee un pelaje de color rojo que varia desde un oscuro (retinta) a un claro (colorada
y rubia). Es una raza rustica, adaptada a serranias y climas aridos. Se caracteriza ademas,
por su longevidad y facilidad de parto.

Algunos autores consideran la raza Retinta, entre otras, como representante actual
de los bovinos de origen esparfol que habrian contribuido al origen del las razas criollas

Americanas (Primo, 1992).

1.1.7 Razas de origen indico

Nelore

La raza Nelore es un representante del ganado tipo Bos indicus, y desciende de la
raza Ongole que se habria originado en la provincia de Madras, en el oeste de la India. La
historia del ganado Ongole data desde antes de la era cristiana, hace mas de 2000 afos. Es
en Brasil, donde comienza a popularizarse el nombre Nelore como sinébnimo de Ongole.

La importaciéon de Nelore en dicho pais comenzé en 1868, con dos animales
desembarcados en Salvador de Bahia. La creacion del libro de registro se produce en el afio
1938 en Uberaba, siendo de gran importancia en la formaciéon de la raza. La ultima
introduccion de animales autorizada por el gobierno brasilefio se realizé en 1962. Si bien
algunas hembras fueron incluidas en los envios, la gran mayoria de los animales fueron
machos. Estos fueron cruzados con hembras de razas taurinas nativas, principalmente
criollas. La contribucion de razas taurinas en la formacion del Nelore, se manifiesta en el
polimorfismo genético a nivel del ADNmt descripto por Meirelles y colaboradores (1999),
donde un 79% de los haplotipos mitocondriales estudiados poseian un origen taurino.

Entre las caracteristicas principales del Nelore se destacan su rusticidad, gran
adaptacion a condiciones extremas en medios tropicales y la habilidad para nutrirse de
pastos groseros y poco abundantes. Poseen cuernos cortos, gruesos y puntiagudos, aunque
existe la variedad mocha. El pelaje varia desde el blanco hasta el gris y negro. Poseen

temperamento activo, pero caracter tranquilo y un marcado instinto gregario.
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Desde principios de siglo, dada la vecindad con Brasil y Paraguay, se han introducido
en el norte argentino ejemplares de esta raza. En 1943, en sucesivas importaciones desde
Brasil, se incorpora en cantidad y se difunde como raza pura o en cruzas por buena parte
del territorio argentino, especialmente en Corrientes, Misiones, Chaco, Formosa, norte de

Santa Fe, Salta, Jujuy, Santiago del Estero y Tucuman.

Brahman

A partir de 1848 comienza a introducirse ganado cebu en Estados Unidos,
procedente primero de la India, luego de Brasil y algo de Sudafrica. Se importaron las razas
Nelore, Guzera y Gir entre otras. Este conjunto de razas cebuinas se amalgaman con la
designacion genérica de Brahman, que luego fue aceptada oficialmente por el Departamento
de Agricultura. En los registros que se abrieron se permitié también el ingreso de animales
que, habiendo tenido sangre britanica, fueron continuamente servidos por toros importados y
eran no menos de 15/16 sangre cebu. Los registros genealdgicos en Estados Unidos
permanecen abiertos y continuamente se incorporan sangres nuevas.

El ganado Brahman posee un gran desarrollo muscular, especialmente en los
cuartos posteriores. Se diferencian de los Nelore por poseer orejas grandes y pendulosas. El
color del pelaje varia desde el blanco al gris oscuro, casi negro. Es una raza rustica y con
gran adaptacién a zonas tropicales, aunque no tan tolerable a climas extremos como el
Nelore. Posee variedades mochas que se inscriben en registros separados como Polled
Brahman.

En Argentina se importa por primera vez en 1941, desde Estados Unidos. Como el
libro es abierto, se han realizado cruzas absorbentes con ganado taurino, considerandose

luego de cuatro generaciones como ganado Brahman.

1.1.8 Razas criollas americanas

Criolla Argentina

Definimos al bovino Criollo Argentino como un descendiente puro y directo de los

vacunos que trajeron los conquistadores en la época de la colonizacién americana. En la

evolucion del ganado criollo suelen establecerse tres etapas: la primera es la anterior al

virreinato y se inicié con la introduccidon de los primeros planteles seguida por su gran
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proliferacion. La segunda, se extendid hasta la introduccién del alambrado y la
modernizacion del pais sufrida a fines del siglo XIX y la tercera se extiende hasta la fecha.

Paraguay fue el principal centro de dispersion; desde Asuncién, asi como desde
distintos lugares del Alto Peru y Chile, el ganado se fue propagando a través del territorio
argentino (Gilberti, 1961).

A causa de las buenas condiciones ecologicas los bovinos pudieron multiplicarse
rapidamente, especialmente en las praderas de la region pampeana, la mesopotamia y la
Banda Oriental. Tan sorprendente fue la adaptacion y proliferacion de la especies
domésticas introducidas, que estos fendmenos fueron mencionados por prestigiosos
naturalistas, tales como Charles Darwin y Félix de Azara.

Como consecuencia de la introduccion durante el siglo XIX de bovinos de razas
europeas, el ganado bovino Criollo Argentino fue desplazado hacia zonas marginales,
especialmente al noroeste argentino (NOA), en donde el calor, las enfermedades y el monte
obstaculizaron el avance de las razas europeas. De esa manera, el ganado Criollo Argentino
tuvo en el NOA un santuario casi inviolable, hasta que en el presente siglo comenzé a
difundirse masivamente la cria de de las razas indicas y sus derivados.

Actualmente la poblacién de bovinos criollos es de unas 300.000 cabezas, siendo el
NOA el lugar donde esta el relicto mas importante con aproximadamente 200.000 individuos.
Ademas, se encuentran rodeos de ganado bovino Criollo Argentino distribuidos en gran
parte del territorio nacional. Estos animales estan actualmente divididos en miles de
pequefos rodeos aislados entre si. El tamafio de los grupos varia entre unos pocos
animales hasta algunos cientos de cabezas.

El Criollo Argentino presenta todos los colores de capa descriptos para la especie
(negro, blanco, colorado, bayo, chispeado, salpicado, porotillo, yaguané, overo, panza
blanca, etc.) (Rabasa et al., 1977). Un alto porcentaje de individuos presentan pigmentacion
en las mucosas externas (hocico, regidon palpebral y perianal) y en las pezufias. La
presencia de cuernos de tonalidad blanca o blanco amarillenta en la base con la punta negra
es caracteristica de la raza.

Los toros son menos agresivos y poseen una mayor actividad en el servicio que los
britanicos. Debido a la conformacién de la pelvis (canal de parto alto) y a las caracteristicas
del ternero (flaco y largo), no presentan distocia. Otras caracteristicas corresponden a la
adaptacion a climas rigurosos, dietas forrajeras ricas en fibras, tolerancia a los

ectoparasitos, fertilidad de sus rodeos y longevidad de sus vacas.
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Criolla Chaquena Boliviana

Actualmente, pueden diferenciarse cuatro razas bolivianas de bovinos criollos:
Saavedrefia (Departamento de Santa Cruz de la Sierra), Yacumefio (Departamento del
Beni), Criollo del Altiplano (Departamento de Oruro) y Criollo Chaquefio (Departamento de
Chuquisaca). Las razas mencionadas corresponden a cuatro estados provinciales de Bolivia
que se corresponden a cuatro regiones biogeograficas diferentes: llanura subtropical, llanos
tropicales, altiplano y chaco, respectivamente.

Esta raza se hallaba, en otras épocas, ampliamente distribuida en el monte espinoso
semiarido del chaco. Actualmente, dicho ganado se encuentra principalmente ubicado en la
Estacion Experimental del Chaco El Salvador (Boyuibe, departamento de Chuquisaca), con
un tamafo poblacional de aproximadamente 1200 animales, y en establecimientos privados
de la regién.

Al igual que el Criollo Argentino, presenta todos los colores de capa descriptos para
la especie. Las caracteristicas fenotipicas son en general similares a las mencionadas

anteriormente para la raza Criolla Argentina.

Criolla Saavedrefa

En la década del setenta, se establecio la estacion Experimental de Saavedra (Santa
Cruz de la Sierra, Bolivia), para seleccionar ganado bovino Criollo lechero. El plantel
fundador se formo a partir de animales pertenecientes a las razas Criolla Yacumefa (region
de EIl Beni, Bolivia), Criolla Chaquefia (Chaco boliviano), Caracu lechero (Mina Gerais,
Brasil), Criolla Nicaraglense y Criolla Cubana.

Como consecuencia de mas de 25 afos de seleccion, se logroé obtener ganado criollo
que produce, en climas tropicales humedos, mas de 1000 litros de leche en la primera
lactancia, sin desmedro de los altos niveles de fertilidad caracteristicos de los bovinos
criollos.

La poblacion censada en 1992 fue de 920 animales. El color de capa es uniforme,
variando entre castafio y colorado. Los animales son registrados en la Asociacién Boliviana

de Criadores.
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Criolla Yacumena

Durante el siglo XVI fueron introducidos siguiendo el curso del rio Beni (noreste de
Bolivia), criollos de origen espafol provenientes del Paraguay y criollos de origen portugués
provenientes del Brasil, los que dieron origen al bovino Criollo del Beni. Esta raza fue
mantenida pura hasta el siglo XX. Mas tarde el desarrollo de las comunicaciones abrid
nuevos mercados para la carne, lo que trajo como consecuencia la cruza de los bovinos del
Beni con animales cebuinos para aumentar la calidad y cantidad de carne producida. Este
hecho produjo la casi extincién de esta raza.

La raza Criolla Yacumefia fue seleccionada durante 25 afios para produccién de
carne y actualmente es criada cerca del rio Yacuma en el Beni. Los animales poseen

colores de capa que van desde el colorado al marron.

1.2. Polimorfismos

1.2.1. Historia de los polimorfismos

Las definiciones propuestas acerca del concepto de polimorfismo han sido muy
variadas y entre ellas se destaca la de Ford (1965): "polimorfismo es |la presencia simultanea
de dos o mas formas discontinuas en una especie, de manera tal que la menos frecuente de
ellas no puede ser mantenida Uunicamente por mutacion". Para Cavalli - Sforza y Bodner
(1981), "El polimorfismo bioquimico - genético es la existencia en una misma poblacién de
dos o mas alelos en un locus, cada uno con una frecuencia apreciable". Segun Lucotte
(1977), se puede considerar un determinado locus como polimdrfico cuando la frecuencia
del alelo mas comun es igual o inferior a 0,99. Esta definicion es arbitraria, y no hay razén
para distinguir entre loci polimérficos y monomérficos a frecuencias de 0,95, 0.995 o valores
similares. Ademas, en la practica este valor puede variar dependiendo del tamafo de la
muestra. Por ejemplo, en muestras de menos de 50 individuos de una poblacion, alelos con
frecuencias menores a 1/2N pueden no estar representados.

El estudio de los polimorfismos intra e interpoblacionales ha sido realizado por medio
de diferentes metodologias, con el fin de evaluar la estructura genética y distancia genética,
el flujo génico, la deriva, asi como también, la historia evolutiva de las especies y
poblaciones. A continuacion se describen brevemente los principales tipos de marcadores

moleculares que se han utilizado en genética de poblaciones, evolutiva y forense.
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Polimorfismos bioquimicos

Lucotte (1977) distingue tres tipos de polimorfismos bioquimicos: los grupos
sanguineos (revelados mediante técnicas seroldgicas); los sistemas de histocompatibilidad
(puestos de manifiesto por reacciones inmulégicas); y los polimorfismos bioquimicos
propiamente dichos (identificados mediante técnicas electroforéticas).

El primer estudio sobre polimorfismos genéticos fue llevado a cabo por Landsteinner
en el afio 1901, quien describi6 la variabilidad presente en los grupos sanguineos humanos.
Asi, por primera vez los individuos se podian agrupar en base a un criterio objetivo y se
acuid el término de marcadores genéticos, definido sencillamente como caracteres
heredables con multiples estados (alelos) en cada caracter (locus). A pesar de que los
trabajos sobre polimorfismos genéticos comenzaron a principios del siglo XX, fue recién en
la década del sesenta que los estudios basados en marcadores genéticos se hicieron
sistematicos. Varios autores desarrollaron el método de electroforesis en almidén, lo que
permitid estudiar las distintas formas (electromorfos) que presenta una proteina dada
(Smithies, 1955); Lewontin y Hubby, 1966; Harris 1966). Esta simple técnica revolucion¢ el
estudio de la sistematica, la sociobiologia, la evolucién, la genética de poblaciones, etc.
Combinando la electroforesis con métodos de tincidn histoquimicos, Hunter y Market (1957)
desarrollaron la técnica de zimograma para identificar enzimas en extractos de tejidos.

Durante la década de 1970 comienza la caracterizacion del genoma bovino por
meétodos inmunogenéticos (Bensaid et al, 1989) o bioquimicos (Tabel et al., 1990;
Andersson - Eklund et al., 1991; Irvin et al., 1992). Los primeros estudios de caracterizacion
genética y de indole genético-poblacional en animales domésticos se realizaron mediante el
analisis de los grupos sanguineos y polimorfismos bioquimicos (Baker y Manwell, 1980;
Manwell y Baker, 1980).

En el ganado bovino se han descripto polimorfismos bioquimicos a nivel de diversos
organos, tejidos y liquidos organicos como leche, plasma seminal y principalmente sangre.
Esta dultima constituye el fluido organico analizado con mayor frecuencia, debido
principalmente a su accesibilidad y al elevado nivel de polimorfismos detectados en las
enzimas y otras proteinas sanguineas.

Durante varias décadas en las razas bovinas se han estudiado, los polimorfismos
bioquimicos y los grupos sanguineos con el fin de detectar las diferencias y similitudes entre
las razas y analizar la variacion genética dentro y entre poblaciones. Dichos estudios se han
llevado a cabo en gran escala, analizando poblaciones de diferentes regiones del mundo
(Braend, 1972; Baker y Manwell, 1980; Manwell y Baker, 1980; Medjugorac et al., 1994).
Asimismo, se han realizado estudios a nivel regional utilizando poblaciones estrechamente
relacionadas (Kidd y Pirchner, 1971; Kidd y Cavalli-Sforza, 1974; Kidd et al., 1980; Astolfi et

15



al., 1983; Arranz Santos, 1994; Arranz Santos, 1996). Una de las principales conclusiones
de estos estudios consistié en la demostracién de una extensa divergencia a nivel proteico
entre el ganado de tipo taurino y tipo cebuino (Braend, 1972; Manwell y Baker, 1980; Von
Graml, 1986). Por otra parte, estos datos permitieron construir arboles filogenéticos y
superponerlos con mapas geograficos para de esta manera desarrollar teorias
biogeograficas sobre el origen de las razas bovinas.

Los grupos sanguineos y los polimorfismos bioquimicos en cuanto a su aplicacion en
genética de poblaciones y en la identificacion individual poseen algunas desventajas
(Giovambattista et al., 1997):

o Se limitan a la observacion de polimorfismos a nivel fenotipico, ya que se tipifican
proteinas, las cuales corresponden a loci estructurales que abarcan aproximadamente el
5% del genoma.

e Poseen relativamente baja variabilidad, debido fundamentalmente a la funcién que
cumplen las proteinas. En identificacion individual, se consideran pruebas de exclusion
(donde se descarta o excluye pero no se puede confirmar una paternidad discutida).

o Las muestras tienen que ser frescas ya que las proteinas se deterioran con facilidad.

e En el caso de los grupos sanguineos es necesario mantener rodeos de animales para la

produccién de antisueros.

Polimorfismos de ADN

La primera técnica para estimar diferencias a nivel de ADN se desarrollé en la
década del "60 (Britten y Kohne, 1968). Esta técnica, conocida como hibridacion ADN-ADN,
se basa en las propiedades termodinamicas de reasociacion de las cadenas simples de
ADN, y se aplicdé en estudios de sistematica y de evolucion molecular (Sibley y Ahlquist,
1990; Avise, 1994).

En la década de los "80, el desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante no solo
complementd las técnicas inmunogenéticas y de polimorfismos bioquimicos (Bensaid et al.,
1989; Tabel et al., 1990; Andersson - Eklund et al., 1991) sino que permitid en los ultimos
afnos grandes avances en la cartografia y caracterizacion de un gran numero de genomas
(Fries et al., 1993; Bishop et al., 1994; Barendse et al., 1994; Kappes et al., 1997). La
utilizacion de dichas técnicas es de gran utilidad tanto para la caracterizacion de razas y
determinacion de parentesco como para el estudio de enfermedades genéticas vy

polimorfismos asociados a caracteres de produccion (Shuster et al.,, 1992; Georges et al.,

16



1993; Glowatzki-Mullis et al., 1995; Usha et al., 1995; Charlier et al., 1996; Grobet et al.,
1997; Jamieson y Taylor, 1997).

El descubrimiento de las enzimas de restriccion, proteinas bacterianas que digieren
al ADN de doble cadena al reconocer un determinado motivo (Meselson y Yuan, 1968),
posibilitd el estudio a nivel poblacional de los polimorfismos a nivel del ADN. Inicialmente,
los trabajos se basaron en la utilizacion de la técnica de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) y Southern blot, cuyo fundamento es la deteccion de sitios
de restriccién (presencia o ausencia) mediante la utilizacion de una sonda (Botstein et al.,
1980; Haberfeld et al., 1993; Trommelen et al., 1993). Estas variaciones se deben a cambios
moleculares como deleciones, inversiones, cambios de bases, o reordenamientos.
Cualquiera de estos eventos puede crear, eliminar o translocar los sitios de reconocimiento
de las enzimas de restriccion. Por lo tanto, con la sonda adecuada pueden detectarse las
diferentes variantes en base a la longitud y al numero de fragmentos de restriccion
(Theilmann et al., 1989; Damian et al., 1990; Ferreti et al., 1990; Miller et al., 1990; Barenese
et al., 1991; Sigurardottir et al., 1990; 1991). Estos cambios pueden suceder tanto en
regiones codificantes como no codificantes, por lo que aportan un mayor grado de
informacion y amplian los limites de los estudios.

El descubrimiento de secuencias repetidas heterodispersas en el genoma (Gerbi,
1975; Richardson et al., 1986; Gerard et al., 1990; Lenstra et al., 1993) permitio el desarrollo
de sondas capaces de hibridar con secuencias altamente repetidas del ADN denominadas
minisatélites. Dichas secuencias tienen una longitud de 0,1 a 2 Kb y se caracterizan por
estar constituidas por una unidad de repeticion de entre 9 y 24 pb que se repite un niumero
variable de veces. El uso de sondas correspondientes a secuencias repetidas de este tipo
posibilitd el desarrollo de la técnica de fingerprinting, la que permite estudiar
simultaneamente distintos sectores del genoma (Jeffreys et al., 1985a; 1985b; 1991; Kirby,
1990). Teniendo en cuenta que la unidad de repeticion se localiza en diferentes loci del
genoma, la sonda se comporta como un marcador multilocus. Sin embargo, en condiciones
estrictas de hibridacién se pueden utilizar como sondas para locus simple.

Esta metodologia permitié por primera vez contar con una prueba de inclusién,
donde se puede afirmar la paternidad discutida, debido a que las secuencias analizadas son
altamente polimoérficas. Por otra parte, el gran niumero y tipos de minisatélites presentes en
el genoma hacen que no haya limitaciones en cuanto a la cantidad de marcadores que
potencialmente podrian utilizarse. Estas virtudes, permitieron pensar que ya se contaba con
la herramienta que reemplazaria a los polimorfismos bioquimicos y los grupos sanguineos
en la identificacion individual (Georges et al., 1988; 1990; Kirby, 1990; Haberfeld et al., 1991;

Dolf et al., 1992; Mannen et al., 1993). Sin embargo, una serie de limitaciones hacen que,
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por lo menos en animales domésticos, no se haya cumplido con las expectativas. Las

principales dificultades para su aplicacion son (Giovambattista ef al., 1997; Sunnucks, 2000):

e Se necesita ADN de alto peso molecular.

o La técnica es laboriosa, tiene baja repetibilidad, demanda mucho tiempo de realizacion y
es de dificil automatizacion en el laboratorio.

o En el caso de las sondas multilocus, no pueden ser identificados los loci individualmente,

sino que se trabaja con un conjunto de bandas o fragmentos.

Debido a estos inconvenientes metodoldgicos y analiticos sumados al hecho que los
datos son de limitada comparacion entre estudios, son escasos los trabajos poblacionales
realizados en animales domésticos (Botstein et al., 1980; Haberfeld et al., 1993; Trommelen
et al., 1993).

En 1986, el desarrollo del método de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) ha
simplificado y revolucionado los estudios genéticos poblacionales debido a que puede
analizarse un gran numero de individuos en forma facil y econémica (Mullis et al., 1986;
Erlich, 1989; Innis et al., 1990). Esta técnica se basa en la amplificacién in vitro de una
secuencia determinada de ADN, limitada por un par de cebadores u oligonucleétidos
especificos, mediante la utilizacién de una polimerasa termoestable (Taq polimerasa). Como
resultado de 25 ciclos de amplificacion se obtienen aproximadamente un millén de copias
del fragmento deseado por cada secuencia inicial.

La técnica de PCR es una herramienta util para el estudio de la variacién genética en
poblaciones naturales o domésticas. Dado que dicha metodologia puede realizarse a partir
de poca cantidad de ADN y que es poco exigente en cuanto a la calidad de la muestra,
puede aplicarse tanto a muestras frescas como a colecciones de museo (Herrmann y
Hummel, 1994). Estas caracteristicas permiten el estudio de la diversidad genética de las
poblaciones a lo largo del tiempo (Kirby, 1990; Westemeier et al., 1998; McHugh et al., 1999;
Bouzat et al., 1998).

Las técnicas de ADN, no solo se han aplicado al estudio de loci autosémicos, sino
también resultan de gran utilidad para el estudio de ADN no nuclear como el ADN
mitocondrial (Ron et al., 1992; 1993; Suzuki et al., 1993; Loftus et al, 1994a; 1994b;
Cymbron et al.,, 1999; Yu et al, 1999; Meirelles et al., 1999) y para el analisis de los
polimorfismos del cromosoma Y (Bradley et al., 1994; Gwaisa et al., 1994; Kemp et al.,
1994; Teale et al., 1995; Hanotte et al, 1997; 1998; Nijman et al, 1999). EI ADN
mitocondrial, y en particular el segmento de la regién control D-loop, tiene una alta tasa de
evolucion, presentando un alto poder de resoluciéon para estudios microevolutivos. Ademas,

no sufre recombinacién y se hereda uUnicamente por linea materna. El desarrollo de
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marcadores mitocondriales y holandricos ha permitido estudiar linajes maternos y paternos
respectivamente, asi como también evaluar el grado de introgresion génica, identificar los
centros de domesticacion y estimar el tiempo de divergencia entre los bovinos taurinos y
cebuinos.

La gran versatilidad de la técnica de PCR permitid6 el desarrollo de diferentes
variantes de esta metodologia. El método de PCR-RFLP —Restriction Fragment Length
Polymorphism- se basa en la deteccion de polimorfismos en el tamafio de los fragmentos de
restriccion en la secuencia del genoma amplificada mediante PCR (Damiani et al., 1990;
Denicourt et al., 1990; Pinder et al., 1991). No todos los fragmentos de ADN, incluyen dianas
de restriccion polimérficas, por lo que éstas pueden ser creadas a través del método PCR-
ACRS -Amplification Created Restriction Site - (Park et al., 1995), permitiendo de esta
manera la discriminacion de las distintas variantes alélicas mediante RFLP. Otro método de
analisis es el denominado AS-PCR -Allele Specific- (David y Deuch, 1992), el que se basa
en la utilizacion de cebadores especificos para cada alelo. La técnica PCR-ASO -Allele
Specific Oligonucleotide- permite la discriminacion de las variantes mediante la hibridacion
del fragmento amplificado con sondas especificas de alelos (Jadot ef al, 1992). La
denominado PCR-SSCP -Simple Strand Conformational Polymorphims-, se emplea para
detectar variaciones puntuales sobre la base de las diferencias en la conformacién de las
cadenas unicas del ADN (Hart et al., 1993; Kirkpatrick et al., 1993: Niebergs et al., 1993).
Finalmente, cabe mencionar que el método de PCR ha sido utilizado satisfactoriamente para
la secuenciacion directa (Damiani et al., 1992).

En los ultimos afos, otra técnica desarrollada para el analisis de variacion genética
es la amplificaciéon al azar de secuencias de ADN -Random Amplification Polymorphism
DNA, RAPD- (Williams et al., 1990). Esta metodologia consiste en la amplificacion al azar de
secuencias arbitrarias del genoma utilizando pequefios cebadores de aproximadamente 10
pb. Este método genera polimorfismos de tipo dominancia-recesividad, y suele ser criticado
por la falta de repetibilidad entre distintos laboratorios (Hedrick, 1992). Sin embargo, es una
técnica de mucha utilidad en la evaluacién de poblaciones naturales de animales y
vegetales, donde no se cuenta con los datos de secuencias de ADN necesarios para el
disefio de los cebadores.

El uso de la técnica de PCR no sélo se limité al analisis de genes estructurales, sino
que también permitioé la amplificaciéon de secuencias repetidas del tipo microsatélites -short
tandem repeat, STR- (Litt y Lutty, 1989; Tautz, 1989; Weber y May, 1989). Estas secuencias
consisten en repeticiones en tandem de motivos de entre uno y seis nucleétidos. En el caso
de estos loci, la diferencia entre los alelos esta dada por variaciones en el niumero de
repeticiones. Como los microsatélites son los marcadores genéticos utilizados en la presente

tesis, seran descriptos con mas detalle en la seccion 2.4.
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1.2.2 Antecedentes en el estudio de los polimorfismos genéticos en razas bovinas

criollas latinoamericanas

Los primeros estudios de caracterizacion del ganado bovino criollo sudamericano se
realizaron mediante marcadores fenotipicos, como por ejemplo color de capa, grado de
pigmentacion del hocico, etc. (Rabasa et al., 1977; Sal Paz, 1986).

En la década del setenta comienza la descripcion de los polimorfismos de los grupos
sanguineos en el ganado bovino Criollo Argentino a través de métodos inmunogenéticos
(Quinteros et al., 1973; 1981; 1983). Posteriormente, se continud la caracterizacion de esta
raza mediante el uso de técnicas electroforéticas de proteinas sanguineas y de la leche
(Fernandez et al., 1986; Poli, 1986; Poli y Antonini, 1992).

En 1995, comienzan los estudios sobre variabilidad genética a nivel del ADN en la
raza Criolla Argentina (Giovambattista et al., 1995; 1996; 1996b; Golijow, 1996; 1996b;
Bouzat et al., 1998). Estos estudios incluyeron el analisis de la variabilidad presente en los
loci de algunas proteinas de la leche («si-caseina, p-caseina), de la prolactina y del gen de
clase Il de histocompatibilidad BoLA-DRB3. Por otra parte, De Luca y colaboradores (1997)
estudiaron el polimorfismo de la morfologia del cromosoma Y en la raza antes mencionada.

Cabe mencionar que, en menor medida, otras razas de bovinos criollos americanos
han sido estudiadas a través de marcadores genéticos. Asi por ejemplo, se analizaron los
grupos sanguineos en razas de Brasil y Uruguay, microsatélites en razas colombianas y
bolivianas, y genes estructurales a nivel de ADN en razas criollas de Brasil, Uruguay y
Bolivia (Postiglioni et al., 1998, 2002; Moreno Osorio, 1998; Carvajal-Carmona, 1998; Miretti
et al., 1998; Kemenes et al., 1999; Lirén, 2002; Ripoli, 2002). Estudios de este tipo también
se llevaron a cabo en razas cebuinas criadas en América. Asi por ejemplo, se analizaron los
polimorfismos presentes en el ADN mitocondrial y en los loci (ass-caseina, B-lactoglobulina)
y hormona de crecimiento (Del Lama y Zago, 1996; Kemenes et al., 1999; Meirelles et al.,
1999).

Estudios recientes basados en la region D-loop del ADN mitocondrial en varias razas
Criollas americanas de Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia e islas del Caribe han revelado la
existencia de haplotipos caracteristicos de Bos taurus africanos (Magee et al., 2002; Miretti
et al., 2002; Carvajal-Carmona, 2003; Mirol et al., 2003).

1.2.3 Microsatélites
Los microsatélites se definen como repeticiones en tandem de secuencias de ADN
de 1-6 pb. A lo largo del tiempo, este tipo de secuencias repetidas han recibido varias

denominaciones como:
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e STR, short tandem repeats (Edwards et al., 1991).

e VNTR, variable number of tandem repeats (Nakamura et al., 1987). El término fue
introducido inicialmente por Nakamura para los minisatélites (secuencias repetidas en
tandem pero con unidades de repeticion mayores a 10 pb), aunque luego se aplico
indistintamente a ambos tipos de arreglos.

e Secuencias simples, simple sequences (Tautz, 1986). Denominacién que incluye todas
las secuencias formadas por repeticiones cortas, como los minisatélites, los
microsatélites y las secuencias cripticas (secuencias compuestas de unas pocas

unidades repetidas interrumpidas en su extension por otros nucleoétidos).

Los STRs se detectaron inicialmente en los genomas eucariotas a comienzos de los
ochenta (Hamada et al., 1982; Tautz y Renz, 1984). Aunque al principio se consideraron
como secuencias de poco interés, no fue hasta el fin de esa década donde gracias al
desarrollo del PCR se convierten en uno de los marcadores genéticos mas valiosos
encontrados hasta estos tiempos (Lit y Lutty, 1989; Tautz, 1989; Weber y May, 1989). Los
microsatélites se han utilizado ampliamente como marcadores moleculares en programas
de mapeo genético, en estudios de biologia de poblaciones y evolucién, en genética
forense y se han asociado a diversas enfermedades.

El avance realizado en los proyectos de secuenciacion y caracterizacion del genoma
de varios organismos: numerosas bacterias, levadura (Saccharomyces cerevisiae),
nematodo (Caenorhabditis elegans), mosca (Drosophila melanogaster), raton (Mus
musculus), y humano (Homo sapiens) entre otros, ha permitido un estudio sistematico de la
distribucion de microsatélites a lo largo de sus genomas (Buldyrev et al.,1995; Bell y
Jurka,1997; Bachtrog et al.,1999; Dokloyan et al., 2000; Hancock et al., 2002).

La comparacion de los microsatélites presentes en diversos taxones revela una
extensa divergencia en cuanto a la cantidad y al tipo de secuencias repetidas (Hancock et
al., 2002). Se han formulado diversas hipotesis sobre el origen de tales diferencias, entre
ellas se puede mencionar a la seleccion natural, la deriva genética, variaciones en los
mecanismos bioquimicos que producen mutaciones, sistemas de reparacion, etc. Asi por
ejemplo, las bacterias patdgenas presentan una mayor diversidad de secuencias repetidas
que los eucariotas, lo que se ha atribuido a un posible mecanismo generador de variabilidad
en los genes que codifican proteinas de superficie como respuesta al sistema inmunologico
de sus huéspedes (Moxon et al., 1994; Sauders et al., 2000). Igualmente, un aumento
relativo en la cantidad de microsatélites se ha observado en dos eucariotas patégenos,
Leishmania major y Plasmodium falciparum. En el genoma del ratdn se ha encontrado una

mayor cantidad y numero de repeticiones en tandem de la secuencia CAG que en el
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humano (Hancock et al., 2001), asignandose dicha variacion a una relativa ineficiencia en
los mecanismos de reparacion (Hart y Setlow, 1974). En D. melanogaster se ha descripto la
existencia de extensivas repeticiones del aminoacido glutamina (Alba et al, 2001),
sugiriéndose mecanismos especiales que intervendrian en su mantenimiento dado que se
ha observado en esta especie una tasa reducida de slippage (Schug et al., 1997).

La distribucién de los microsatélites en el genoma humano y del ratéon es bien
conocida debido a su extensa aplicacion en la construccién de mapas de ligamiento y
mapeo de genes, observandose a gran escala una distribucién al azar de las secuencias
repetidas a lo largo del genoma (Dib et al., 1996; Dietrich et al., 1996). Sin embargo,
mapeos de alta resolucidn revelan algunas regiones poco representadas y otras con alta
densidad. Asi por ejemplo, se ha descripto que las regiones teloméricas poseen en
promedio una mayor cantidad de STRs (Dib et al., 1996). Contrariamente, se ha sugerido
que el cromosoma X tendria una baja densidad con respecto a los autosomas (Dietrich et
al., 1996; Jarne et al., 1998). Bachtrog y colaboradores (1999) detectaron una gran
variacion en la densidad de repeticiones de dinucleétidos entre diferentes regiones del
genoma de D. melanogaster. Ademas, y opuesto a lo hallado en mamiferos, reportaron una
mayor densidad de secuencias repetidas en el cromosoma X.

A un nivel de analisis mas detallado, los microsatélites son raros en las regiones
codificantes, y en especial aquellos que no estan constituidos por repeticiones de
trinucléotidos (Hancock, 1995; Dokholyan et al., 2000). Esto ultimo se deberia a que las
mutaciones en las secuencias repetidas de di o tetranucledtidos dentro de los genes
producen corrimientos en el marco de lectura, como se ha visto en muchas enfermedades
de origen genético (Cooper y Krawczak, 1993). Aunque se han propuesto varias hipotesis,
aun es poco lo que se conoce acerca de los factores que intervienen en el origen y
distribucion de los STRs en las regiones no codificantes del genoma.

La tasa de mutacion de secuencias no repetidas en el genoma de los eucariotas es
aproximadamente 10 por nucleétido por generacién. Sin embargo, los microsatélites mutan
a una frecuencia varios 6rdenes de magnitud superior, siendo de tasa de mutacion entre107
a 10* por locus por generacién. Sin embargo, existen variaciones entre las distintas
especies analizadas (Ellegren, 1993). Por ejemplo, la tasa media de mutacion en D.
melanogaster es notablemente inferior -6 x10®a 9 x10°®- (Schug et al., 1998). Se desconoce
la causa de esta variacion entre especies.

Debido a sus caracteristicas, los microsatélites rapidamente se convirtieron en los
marcadores de eleccién por la comunidad cientifica para la construccién de mapas de
ligamiento en varias especies. En 1992, aparecen publicados los primeros mapas de
ligamiento de alta densidad de humanos y ratén (Weissembach et al., 1992; Dietrich et al.,

1992). A comienzos de la década de los noventa, se inician los primeros estudios
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moleculares intensivos del genoma bovino. En 1992, se establece en Europa el Proyecto de
Mapeo del Genoma Bovino (BovMap). Desde aquellos tiempos, se ha producido un gran
avance en el conocimiento de la organizacion del genoma bovino y el mapa genético se ha
convertido en una poderosa herramienta en la identificacion de genes que juegan un rol
importante en la determinacién de caracteres cuantitativos de interés productivo -QTLs-
(Switonsky, 2002). Con esta informacion, los valores de cria pueden ser incrementados
mediante la tipificacion de QTLs conocidos o de marcadores genéticos fuertemente ligados
a estos ultimos. Al presente, se conoce la ubicacion de mas de 3800 loci en el mapa
gendémico bovino (http://locus.jouy.inra.fr). La densidad del mapa se estima como la

distancia promedio entre dos loci vecinos, y es actualmente de 2,5 cM (Kappes et al., 1997).

Mecanismos de mutacion

Se han formulado dos modelos alternativos aunque no excluyentes que explican los
procesos bioquimicos que conducen al origen de la extensa variabilidad existente en los
microsatélites. El primero de ellos propone que la inestabilidad de los microsatélites se
produce por una tasa elevada de entrecruzamiento desigual, causado por una alineacién
imperfecta de los cromosomas homologos durante la recombinacion (Smith, 1976; Jeffreys
et al., 1994). Segun este modelo la presencia de secuencias repetidas incrementaria la
probabilidad de estos apareamientos incorrectos. EI modelo alternativo propuesto por
Levinson y Gutman (1987) sostiene que las mutaciones en los microsatélites son causadas
por una disociacion y posterior apareamiento desfasado (slippage) del ADN durante el
proceso de replicacion. Si una unidad de repeticion del extremo 3” de la cadena naciente se
hibrida nuevamente con otra situada rio abajo en la cadena molde, se forma un bucle en la
primera pudiendo entonces la cadena naciente aumentar en tamafo. Reciprocamente, si el
bucle se forma en la cadena molde, la cadena naciente reduce su tamafio (Figura 3).

Los resultados reportados por varios estudios avalan el modelo de slippage en la
replicacion como principal mecanismo generador del polimorfismo observado en los
microsatélites. Brevemente se enumeran algunas de las evidencias en favor de este

mecanismo:

o La estabilidad de los microsatélites no es afectada por defectos en los genes que
intervienen en la recombinacién (Levinson y Gutman, 1987), mientras que si es alterada
por los genes que intervienen en las vias de reconocimiento y reparacion de los bucles
de ADN producidos por slippage durante la replicacion (Bishop et al., 1989).

e Los nuevos alelos son generalmente no recombinantes para marcadores que los

flanquean, descartando en estos casos a la recombinacion (Morral et al., 1991).
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o La tasa y el patron general de mutacion de los microsatélites que se encuentran en los
cromosomas autosoémicos, al parecer, no difiere de aquellos localizados en cromosomas
hemicigotas como por ejemplo el Y. Esto sugiere que el evento mutacional no requiere

del contacto entre cromosomas homologos (Heyer et al., 1997).

Estos y otros resultados, revelan que el modelo de slippage es un importante
componente del mecanismo generador de inestabilidad en los STR. Sin embargo, este
modelo no provee un cuadro completo del proceso mutacional. Se han descripto al menos
dos vias de reparacion de errores producidos por el apareamiento incorrecto del ADN en la
replicacion (Armour et al., 2001). Mutaciones en el gen que codifica una de las enzimas
implicadas en la reparacion se han asociado a una expansion incontrolada de repeticiones,
una observacion comun en varios tipos de cancer (lonov et al., 1993; Kunkel, 1993; Aaltonen
et al., 1993; Thibodeau et al., 1993; Orth et al., 1994; Wooster et al., 1994). Por lo tanto, el
polimorfismo encontrado en los microsatélites estaria producido por un balance entre los

mecanismos que producen errores en la replicacion y los mecanismos de reparacion.

Modelos de evolucién de los microsatélites

En los ultimos afos, los microsatélites estan reemplazando o complementando a
otros marcadores moleculares en numerosos trabajos de genética de poblaciones vy
evolucion. Para optimizar la informaciéon que proveen estos marcadores es necesario un
conocimiento profundo acerca de los eventos mutacionales que dan forma a la evolucién de
los microsatélites. Las mutaciones en los microsatélites generalmente producen cambios en
una unidad de repeticion, pero con menor frecuencia pueden involucrar a mas de una
unidad (Weber y Wong, 1993; Di Rienzo et al., 1994; Primmer et al., 1996). Se han
propuesto varios factores que afectan la evolucion de los microsatélites, incluyendo el
tamafo de los alelos (Weber, 1990; Chung et al, 1993), la presencia de interrupciones
dentro de las secuencias repetidas (Richards y Sutherlands, 1994; Pepin et al., 1995;
Santibanez-Koref et al., 2001), un sesgo hacia el aumento en unidades de repeticion (Amos
et al., 1996; Primmer et al., 1996) y limitaciones en el tamano que los STRs pueden alcanzar
(Bowcock et al., 1994; Garza et al., 1995). Sin embargo, los datos acumulados son
insuficientes para la construccién de modelos tedricos adecuados de mutacion, los cuales

son necesarios para una estimacion eficaz de los parametros genéticos poblacionales.
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Figura 3. Modelo general del mecanismo mutacional de los microsatélites propuesto por Levinson y
Gutman (1987). Las mutaciones en los STR serian causadas, segun este modelo, por una disociacion
y posterior apareamiento desfasado (slippage) del ADN durante el proceso de replicacion. Los errores
en la replicaciéon podrian ser corregidos por sistemas de reparacion inespecificos o especificos de
STRs.

Usualmente, se han considerado dos modelos tedricos extremos de mutacion para
los microsatélites (Deka et al., 1991): el modelo de alelos infinitos —infinite allele model, 1AM-
(Kimura y Crow, 1964) y el modelo de mutaciones de a pasos —stepwise mutation model,
SMM- (Kimura y Ohta, 1978). EI SMM describe las mutaciones como un proceso de
ganancia o pérdida de sélo una unidad de repeticion, donde los alelos de una poblacion
pueden mutar hacia estados adyacentes a las variantes presentes. En contraste bajo el IAM,
las mutaciones involucran cambios en cualquier numero de repeticiones en tandem vy
siempre originan alelos nuevos, que no estan presentes en la poblacion. Mas recientemente,
Di Rienzo y colaboradores (1994) introdujeron el modelo de dos fases —two phase model,
TPM-, donde las mutaciones pueden implicar cambios en una repeticion o en menor medida
provocar cambios en varias unidades. A la ganancia o pérdida de una unica repeticion se le
asigna una probabilidad P, y las mutaciones de mas de una unidad, una probabilidad igual a
1 - P. En el caso particular donde P es igual a 1, el modelo TPM se corresponde con el
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SMM, es decir que s6lo se esperan cambios en una unidad de repeticion. Otro modelo de
evolucion, intermedio entre el IAM y el SMM, es el modelo de K alelos —k-allele model, KAM-
(Crow y Kimura, 1970). Este modelo define K estados alélicos posibles, cada uno con una
probabilidad constante de mutacién P = p / (K-1), siendo u la tasa de mutacion. EI KAM
corresponde al IAM cuando existen infinitos K estados posibles.

El estudio de la distribucion de los alelos detectados en las poblaciones y la
observacion directa de los eventos mutacionales en los analisis de pedigries, pueden
utilizarse para realizar inferencias sobre el modelo tedrico de mutacion que mejor se ajusta a
los datos. La informacion obtenida en la mayoria de tales estudios concuerda con los
modelos SMM o TPM, debido a que la mayoria de las variaciones comprenden una séla
unidad de repeticion (Weber y Wong, 1993). Sin embargo, con menor frecuencia se
observan mutaciones de mas de una unidad. Primmer y colaboradores (1996) analizando la
segregacion de los alelos de un tetranucledtido en pedigries de la golondrina Hirundo rustica
encontraron un total de 34 mutaciones, de las cuales 6 (18%) correspondieron a cambios en
mas de una repeticion (rango = 2-5 repeticiones, promedio de repeticiones = 2,7). Estos
resultados son incompatibles con un estricto SMM y se ajustan mejor al modelo TPM.

Se han desarrollado varias metodologias con el fin de evaluar la eficacia de los
modelos tedricos de mutacion para explicar la distribucion alélica de los microsatélites en las
poblaciones. Sin embargo, es bueno aclarar que tales distribuciones no sélo dependen del
proceso mutacional, sino también de distintos factores demograficos. Una forma de sortear
esta dificultad se basa en el estudio de poblaciones con historia demografica conocida. Por
ejemplo, poblaciones que han sufrido cuellos de botella recientes seguidos de un rapido
aumento del tamafo poblacional, o que han mantenido constante el numero de individuos,
etc. Utilizando la teoria de genética de poblaciones es posible derivar varios parametros
poblacionales esperados bajo los distintos modelos de mutacién y contrastarlos con los
datos observados en las poblaciones.

Una de las metodologias utilizadas, se basa en la comparacién de la heterocigosidad
y el numero de alelos observados con los esperados bajo los modelos IAM y SMM en
poblaciones con equilibrio entre mutacién y deriva genética (Deka et al., 1991; Edwards et
al., 1992; Shriver et al., 1993; Estoup et al., 1995). La mayor parte de los loci estudiados en
estos trabajos se ajustaron mejor al SMM, aunque algunos microsatélites basados en
repeticiones de 1-2 pb concordaron con el modelo IAM (Deka et al., 1991; Shriver et al.,
1993). Un método alternativo descripto por Di Rienzo y colaboradores (1994) utiliza la
varianza en el numero de repeticiones, la cual bajo el SMM es igual a M/2 (en una poblacion
cerrada en equilibrio entre mutacion y deriva genética, M =4N.u; donde N, es el tamafo
efectivo y p es la tasa de mutacion). La varianza observada en el numero de repeticiones es

utilizada para construir, mediante simulaciones en computadoras basadas en la teoria de la
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coalescencia, un intervalo de confianza para la homocigosis y para la frecuencia del alelo
mayoritario (Hudson et al., 1990; Valdes et al., 1993; Donnelly y Tavaré, 1995). La mayor
parte de los 10 dinucledtidos humanos estudiados por Di Rienzo en una poblacion de
Cerdena, donde asume un modelo demografico de rapido crecimiento poblacional y baja
mezcla genética, se ajustaron mejor al modelo de dos fases (TPM) que al SMM.

En resumen, todavia es necesario evaluar el poder estadistico que poseen estas
herramientas analiticas para confirmar o rechazar un determinado modelo de mutacién en
poblaciones con diferentes historias demograficas (Estoup y Cornuet, 1999). La aplicacion
de estas metodologias en estudios poblacionales ha arribado frecuentemente a resultados
no concluyentes o contradictorios. Esto refleja presumiblemente la existencia de un
escenario mucho mas complejo acerca de los mecanismos de mutacion de los
microsatélites que el asumido por los modelos tedricos propuestos. Otro factor que influye
en los resultados obtenidos es la dependencia de estas técnicas sobre ciertas asunciones
sobre varios parametros poblaciones que no siempre se cumplen, como por ejemplo la
ausencia de equilibrio entre mutacién y deriva debido a fluctuaciones en el tamano
poblacional. A continuacion se enumeran algunos de los factores mas relevantes que

afectan el proceso mutacional y la evolucion de los microsatélites:

o Homoplasia: es una consecuencia del proceso de mutacién de los microsatélites que
produce alelos idénticos en estado (alelos con igual cantidad de repeticiones) sin ser
idénticos por descendencia (alelos que provienen del mismo antecesor). En un contexto
evolutivo, la homoplasia se considera “ruido” en oposicién a la homologia, que es la
“sefal” de evolucion (Scotland, 1992). Si este factor no es tenido en cuenta, puede
conllevar un sesgo en el calculo de la divergencia entre poblaciones. Esto puede ser
especialmente problematico bajo el modelo SMM, donde se espera que ocurra una
cantidad considerable de homoplasia, la que depende de la tasa de mutacién y del

tiempo de divergencia de las poblaciones.

e La tasa de mutacion y por ende el nivel de polimorfismo de los microsatélites varia
considerablemente entre distintos loci. Varios estudios se han realizado con el fin de
establecer los factores que determinan las diferencias encontradas. El parametro
principal que influye en la estabilidad de los STRs es su longitud, presumiblemente
porque los loci de mayor tamafio tendrian una mayor probabilidad de formar
alineamientos incorrectos en la replicacion (Weber, 1990; Gastier et al., 1995; Goldstein
y Clark, 1995). Un elemento importante que limita los niveles de polimorfismo es la
“pureza” de la secuencia repetida. Esto se refiere al hecho de que los STRs suelen estar

formados por mas de un tipo distinto de unidades de repeticion (microsatélites
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compuestos) o poseen interrupciones en su extension (microsatélites imperfectos). Las
interrupciones estabilizan los microsatélites, reduciendo la posibilidad de alineamientos
imperfectos y provocando una disminucion relativa de la tasa de mutacién con respecto
a las secuencias no interrumpidas. Otro factor implicado en la evolucion de las
secuencias repetidas es la estructura de los nucleos de repeticion. Chakraborty y
colaboradores (1997) encontraron una asociacion inversa entre el tamafo de los motivos
repetidos (di, tri y tetranucléotidos) y la tasa de mutacion. Por ultimo, se han observado
diferencias en los niveles de polimorfismo entre loci con diferente composicion de
nucledtidos (Gastier et al., 1995; Sheffield et al., 1995).

o Asimetrias en el proceso mutacional, limitaciones en el tamafio y seleccion. Ademas de
la homoplasia y las diferencias en la tasa de mutacion entre loci, recientemente se han
identificado varios factores de relevancia en la evolucion de los microsatélites y que aun
no han sido considerados por los modelos tedricos de mutacion. Varios estudios en
pedigries humanos demuestran que las mutaciones en los microsatélites envuelven mas
ganancias que pérdidas en el niumero de repeticiones (Weber y Wong 1993; Banchs et
al., 1994; Amos et al., 1996; Primmer et al., 1996). A pesar de estas observaciones, los
mecanismos moleculares que promueven esta asimetria aun se desconocen. Un
proceso de mutacion que depende del tamafio de los microsatélites sumado a una
tendencia a la ganancia en el niumero de repeticiones, puede promover teéricamente una
expansion virtualmente infinita en el tamafio de los STRs. Sin embargo, el hecho de que
la mayoria de los microsatélites posee una longitud que raramente excede las treinta
repeticiones, sugiere la existencia de mecanismos que limitan el crecimiento en el
tamafo de estas secuencias. En teoria, la seleccién podria encargarse de depurar los
alelos de gran tamafio (Garza et al, 1995). Sin embargo, los microsatélites se
encuentran tipicamente dentro de regiones de ADN no codificantes y no existen datos
que demuestren que la selecciéon actia limitando su longitud. Se han propuesto varios
mecanismos alternativos que restringen la elongacion de los STRs. Varios estudios
indican que las pérdidas de unidades de repeticion y las deleciones son mas comunes
en los alelos de mayor tamafio que en los mas pequefios (Primmer et al., 1996; Ellegren,
2000; Harr y Schléterer, 2000).

En resumen podemos concluir que en los ultimos afios ha habido un gran avance en
el conocimiento de los distintos factores que influyen en la evolucién de los microsatélites y
paulatinamente esta informacion se ha incorporado progresivamente a los modelos de

evolucion. Sin embargo, el nivel de conocimiento actual sobre los procesos de mutacién de
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los STRs es aun insuficiente para permitir una adecuada representacion de los factores

antes mencionados en dichos modelos tedricos.

1.3. Genética forense e identificacion animal

Como se expuso anteriormente, la disponibilidad de varias técnicas de analisis de la
variabilidad genética como los polimorfismos bioquimicos, los grupos sanguineos y
especialmente los marcadores de ADN, ha permitido su aplicacion como herramientas de
utilidad en la identificacion individual, en el control de filiacién y en la determinacién de la
raza de origen de los individuos. Algunos de los problemas de incumbencia de estas

metodologias son los siguientes:

e Resolucién de paternidades dudosas: se analiza el polimorfismo genético de varios loci
correspondientes a la cria y a los padres con el fin de determinar el parentesco. Se

pueden encontrar varias situaciones:

Determinacién del parentesco del padre o madre putativo/a con la informacion del

genotipo de la cria y del otro progenitor.

Determinacion del parentesco de un progenitor putativo (generalmente el padre) sin

la informacion genética del otro progenitor.

Determinacion de la filiacion de ambos padres. En genética humana corresponden

a casos de sustitucion de progenie o robo de nifios.

e Identificacion individual, abigeato o robo de ganado: se determina si el patron genético
de los restos organicos de los animales faenados ilegalmente (referencia) corresponden
con las muestras biolégicas secuestradas a los imputados (evidencia).

e Asignacion de individuos a su raza de origen: Se establece la pertenencia de un animal a
una raza determinada sobre la base de un conjunto de marcadores genéticos, los que
presentan diferentes distribuciones de frecuencias alélicas.

1.3.1 Identificacion individual y paternidades

En los tiempos anteriores al desarrollo de las técnicas moleculares, la identificacion

de un individuo sélo podia realizarse mediante el empleo de tatuajes o descripciones
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fenotipicas (siluetas, marcas, manchas, color de capa, etc.). De la misma manera, la
determinacion de la paternidad debia resolverse de acuerdo al parecido fenotipico entre los
supuestos padres y la cria. Estos criterios son subjetivos, ambiguos, escasamente
informativos, de herencia poco conocida o bien su expresion depende de la accion de un
gran numero de genes. Es por esta razén que desde principios del siglo pasado se ha
intentado desarrollar una metodologia mas objetiva que cumpla con los siguientes requisitos

basicos (Giovambattista et al., 1997):

Analizar loci correspondientes a caracteres cualitativos.

¢ Dichos caracteres no deben estar influenciados por el ambiente.
e Deben poseer herencia mendeliana simple.

o Deben expresarse en el individuo desde su nacimiento.

e Que su andlisis no conlleve riesgo para el animal.

¢ Que sean informativos.

¢ Que la metodologia sea repetible y pueda ser estandarizada faciimente.

Las nuevas metodologias se basan en la busqueda y andlisis de polimorfismos
genéticos con el fin de desarrollar marcadores genéticos. Las caracteristicas principales de
los marcadores genéticos se describen en la seccion 2.1 Polimorfismos.

Desde sus comienzos las diferentes asociaciones de criadores de animales
domeésticos se han preocupado en llevar registros genealdgicos o de pedigries de sus
animales con el fin de mantener la pureza y el tipo de la raza. No es un hecho poco comun
que ocurran errores o cambios de filiacion en el momento de la inscripcion de determinadas
crias en los registros de las diferentes asociaciones. Es por ello que actualmente, previo a la
inscripcion de un animal, es obligatoria la realizacion de la denominada “Cédula de
Identificacion Genética”. Posteriormente, se comparan los resultados genéticos obtenidos
para la cria en cuestion con los datos correspondientes a los progenitores alegados. De la
misma manera, se puede certificar la identidad de pajuelas de semen y embriones. Esta
politica es seguida por las asociaciones de criadores de numerosos paises.

Desde el inicio de esta practica hasta la actualidad, la identificacion se ha llevado a
cabo mediante polimorfismos bioquimicos y grupos sanguineos. Sin embargo, durante los
ultimos afios, paises como Estados Unidos, Nueva Zelanda, Australia y la Comunidad
Europea, han implementado planes nacionales para el estudio de los genomas de las
diferentes especies de animales domésticos. Como consecuencia de estos estudios ya se
han reportado un sinniUmero de microsatélites en las principales razas domésticas. En

bovinos, se han descripto mas de 3800 loci (http://locus.jouy.inra.fr).
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Con el auspicio de la Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG), se han
seleccionado y estandarizado un conjunto de microsatélites para varias especies de
animales domésticos (bovino, equino, cerdo, perro, oveja, cabra), los que se han utilizaron
en los Test de Comparacion Internacional realizados bianualmente desde 1995. Basados en
los resultados de estas pruebas, los comités de estandarizacion de la ISAG han presentado
en las reuniones de trabajo (Workshop) propuestas de paneles de microsatélites para ser
usados como estandares internacionales para la identificacion individual entre 9 y 18
marcadores segun la especie. Gracias a este esfuerzo conjunto de laboratorios de todo el
mundo abocados a realizar la tipificacion de animales domésticos, ya se cuenta con una
bateria de marcadores a nivel molecular.

Si bien hasta el momento, la tipificacion de los grupos sanguineos y los
polimorfismos bioquimicos siguen siendo los estandares internacionales para la certificacion
de paternidad en la mayoria de las razas en la Republica Argentina, la mayoria de los
paises utilizan de forma uUnica la certificacion mediante microsatélites. Una aplicacién
importante de los marcadores genéticos en lo que respecta a la identificacion individual y a
la determinacion de paternidades es el control de pedigries en los proyectos de mapeo
geénico, y en especial en los estudios de segregacion de caracteres cuantitativos. Pequefios
errores en la confeccion de los pedigries pueden tener gran influencia sobre los resultados
(Geldermann et al., 1985; Kinghorn et al., 1993; Ron et al., 1996; Israel y Weller, 2000). Por
ultimo, los microsatélites han demostrado su utilidad en estudios de fertilidad y
comportamiento sexual de toros en montas colectivas. La determinacion inequivoca de la
proporcion de hijos de cada toro sujetos a este tipo de manejo reproductivo permitiria

evaluar la importancia de varios parametros reproductivos.

1.3.2 Abigeato o cuatrerismo

La substraccion de ganado es un hecho frecuente en la Republica Argentina. En la
provincia de Buenos Aires segun la Direccién General de Investigaciones Juridicas del
Ministerio de Seguridad bonaerense entre los anos 2001 y 2002 se habria denunciado el
robo de 16.260 animales, que representan aproximadamente 9.760.000 pesos de pérdidas
como consecuencia de la inseguridad rural.

Los animales robados son generalmente faenados en el lugar del hecho, dejando
restos bioldgicos que se pueden emplear como material periciable. A su vez, cuando los
sospechosos son detenidos con la posible carne robada, ésta también se tipifica del mismo

modo que las muestras anteriores. Los casos de abigeato se resuelven analizando las
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muestras obtenidas en ambos sitios y realizando el estudio comparativo mediante las
tipificaciones del ADN.

En las denuncias de abigeato, los restos bioldgicos (evidencias de robo), como
consecuencia de haber estado a la intemperie sufren distintos grados de descomposicion,
ya que inmediatamente después de la muerte comienzan los procesos de autdlisis. Esta
primera etapa de descomposicion de los tejidos es seguida por la accidon de los
microorganismos, hongos y, en un estado mas avanzado, por la intervencion de insectos y
vertebrados. Los factores ambientales (la humedad y el oxigeno) y bioldgicos reducen
considerablemente la calidad y cantidad del ADN obtenido (Herman et al., 1994). Otros
factores que inciden en la calidad de la muestra son la forma de conservacion y el tiempo de
remision al laboratorio. Es evidente que, debido al tipo de muestras que se analizan y a su
relativo estado de conservacion, las técnicas de analisis empleadas se basan en la

utilizacion de marcadores de ADN y en la aplicacion de la reaccion de PCR.

1.3.3 Determinacion de la raza de origen de los individuos.

La disponibilidad de una gran cantidad de marcadores genéticos polimorficos ha
ofrecido la oportunidad de utilizar la informacién de los genotipos de cada individuo para
determinar su poblaciéon o raza de origen. Los métodos de asignacion se han utilizado para
resolver diferentes problematicas como por ejemplo, la demarcacién poblacional (Paetkau et
al., 1995; Mac Hugh et al., 1998; Primmer et al., 1999; Bjgrnstad y Rged, 2001), la
determinacion de individuos inmigrantes (Rannala y Mountain, 1997), la evaluacion de la
desproporcion sexual en la taza de dispersion (Favre et al., 1997), la investigacion de los
patrones de dispersion y los habitat invernales de aves migratorias (Haigh et al.,1997) y el
origen de poblaciones contemporaneas (Nielsen et al., 1997). La determinacion genética de
la poblacion de origen se ha utilizado para resolver un caso judicial (Primmer et al., 2000) y
puede aplicarse para comprobar el origen de los productos alimenticios de origen animal.

La conservacion y el manejo reproductivo de las especies domésticas se basan
generalmente en el mantenimiento de poblaciones aisladas reproductivamente denominadas
“razas”. Estas poblaciones han sido sujetas a una variedad de fuerzas evolutivas durante su
formacion e historia. El efecto fundador, la deriva genética y la seleccion natural y artificial
han producido una diferenciacion significativa a nivel genético entre ellas (Mac Hugh et al.,
1996; Blott et al., 1999).

En Europa, debido a la deteccion de la encefalopatia espongiforme bovina, el
consumo de carne bovina ha sido seriamente afectado. Cada vez mas, los consumidores

reclaman un mayor acceso a la informacion sobre el origen racial de la carne importada a
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esos paises. El desarrollo de metodologias de determinaciéon de la identidad racial puede
resultar de mucha importancia para la validaciéon de diferentes productos alimenticios
derivados de la explotacién animal. Esto se torna cada vez mas importante debido a
utilizacion del nombre de la raza como “marca” de diversos productos carnicos y lecheros
(carne “Aberdeen Angus”, quesos de leche “Jersey” o “Ayrshire”). La proteccién del nombre
de la raza como marca del articulo puede, en ciertas ocasiones, requerir del control de

origen mediante test de ADN.
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2. 1 Hipétesis de trabajo

Las razas bovinas domésticas pueden ser divididas en tres grandes grupos sobre la
base de los centros de domesticacion (Cercano Oriente, India y Africa). A partir de dichos
centros, las diferentes razas domésticas se habrian originado mediante procesos de
migracion, deriva genética, y seleccion artificial y natural. Sobre la base de dicha

informacion, en el presente trabajo de Tesis Doctoral se plantearon las siguientes hipétesis:

e Las diferentes razas bovinas presentan combinaciones de alelos y frecuencias génicas
particulares. Algunas variantes son unicas de determinada raza o grupo de razas, por lo

que pueden ser utilizados como alelos diagndsticos.

e Las razas domésticas pueden ser clasificadas mediante el uso de microsatélites y estas

agrupaciones estan determinadas principalmente por las relaciones historicas.

e Las poblaciones locales de Argentina y Bolivia originadas a partir de razas europeas e
indicas presentan niveles similares de diversidad a las poblaciones de origen, como
consecuencia de los sistemas de cria (registros cerrados, sistemas intensivos de

inseminacioén, importacién de semen y embriones, etc.).

e Los polimorfismos correspondientes a los genes estructurales y a los microsatélites son
herramientas de gran utilidad para estimar introgresion génica en bovinos. Por otra parte,
con un numero suficiente de marcadores de tipo microsatélite cada individuo analizado

puede ser asignado a una raza particular.

o El poder de exclusion simple y combinado de los microsatélites analizados varia en las
diferentes poblaciones o razas como consecuencias de las variaciones en las
frecuencias génicas. Ademas, estas metodologias permiten resolver casos de

paternidad, abigeato e identificacion individual con altos valores de probabilidad.
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2.2 Objetivo general y objetivos particulares

El objetivo general del presente plan de trabajo consiste en:

e Caracterizacion genética de razas bovinas criollas, europeas e indicas de Argentina y

Bolivia a través del analisis de microsatélites autosémicos y holandricos.

Esta es la informacién basica es imprescindible para cumplir con los objetivos

particulares detallados a continuacion:

o Estimacién de los niveles de diversidad genética de las razas incluidas en el presente
estudio mediante microsatélites y su comparacion con los valores obtenidos para otras

razas bovinas.

e Evaluacién de la estructura genética y analisis de la relaciones entre las razas mediante
el uso de la prueba de diferenciacion genética, la técnica de AMOVA, los indices de

distancia genética y el analisis de componentes principales.

o Estimacién de los niveles de introgresién de genes indicos en las poblaciones de
bovinos Criollos de Argentina y Bolivia a partir de microsatélites autosdmicos y
holandricos. Comparacién de los patrones observados para dicho marcadores con los

reportados para el ADN mitocondrial.

e Habilidad de los marcadores utilizados para asignar los individuos a sus poblaciones de
origen. Evaluacion del indice Fsr, el niumero de alelos y de la heterocigosidad sobre el

porcentaje de asignacion correcta.

e Evaluacion de la eficacia del juego de microsatélites seleccionado para estimar el poder
de exclusion en diferentes situaciones comunes de paternidad e identificacion individual.
Determinacion del efecto de los niveles de variabilidad genética y de diferenciacion

genética sobre los valores de exclusién.

o Aplicacion de los marcadores moleculares para resolver casos de abigeato y casos

complejos de paternidad.
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3.1. Metodologia experimental general

3.1.1 Seleccion y extraccion de muestras.

Numerosos trabajos, basados en simulaciones tedricas y en datos empiricos, han
analizado la cuestion del tamafo muestral minimo necesario para caracterizar
genéticamente una poblacion (Nei, 1987; McHugh, 1996). El error estandar de la estimacion
de las frecuencias génicas depende de los valores de las frecuencias alélicas y del numero
de individuos analizados:

x(1-x)
ES = s
donde x corresponde a la frecuencia génica y n al nimero de individuos muestreados.

Como se aprecia en la figura 4, el error estandar decrece rapidamente al aumentar el
tamafio de la muestra, haciéndose asintético después de aproximadamente 30 individuos. Si
se tiene en cuenta la relacién costo/informacién, el tamafio muestral 6ptimo seria entre 30 y
60 individuos (MacHugh, 1996).

0,160

0,120

Error
estandar

0,080

Figura 4. Variacion del error estandar de las frecuencias génicas en funcion de las frecuencias
alélicas observadas y el tamafio de la muestra.
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3.1.2 Poblaciones analizadas

Los animales analizados en el presente trabajo pertenecen a once razas bovinas:
Abeerden Angus, Hereford, Holando Argentina, Jersey, Brahman, Nelore, Retinta, Criolla
Argentina, Criolla Chaquena Boliviana, Criolla Saavedrefia, Criolla Yacumenfa. En la tabla 2
se detallan el origen y numero de animales muestreados. Las muestras analizadas

correspondieron a animales no relacionados genéticamente.

3.1.3 Muestras de paternidades - casos forenses analizados

En este trabajo se analizaron un total de 108 muestras correspondientes a 35 casos
de robo de ganado bovino localizados en la Provincia de Buenos Aires. En la tabla 1 se
detallan los tipos de muestras analizadas. Ademas se analizaron 10 muestras

correspondientes a un caso de paternidad discutida.

Tabla 1. Cantidad y tipo de muestras y analizadas correspondientes a 35 casos de abigeato.

Tipo de muestras Muestras analizadas
Carne 97
Cuero/pelos 4
Organos 3
Sangre fresca 3
Manchas de sangre
Total 108

3.1.4 Toma de muestras

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncién yugular, utilizando el
anticoagulante ACD (25 mM de acido citrico, 45 mM de citrato de sodio, 80 mM de glucosa)
en una proporcion sangre-ACD 6:1. Las muestras se transportaron en hielo hasta el

laboratorio, donde se conservaron en un freezer a -85°C hasta su utilizacion.
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Tabla 2. Establecimientos muestreados de cada raza, localizacion y cantidad de individuos

analizados.

Raza Establecimiento Localizacion Muestras
Aberdeen Angus Flores Chicas Buenos Aires 35
Las Martinetas Buenos Aires 10
Lauquen Buenos Aires 11
UNLP Buenos Aires 3
n=59
Holando Argentino Santa Catalina Buenos Aires 21
Loma Verde Buenos Aires 7
Don Blas Buenos Aires 5
n=233
Hereford Varios rodeos Uruguay 26
UNLP Buenos Aires 10
n =36
Criollo Argentino Arroyo del Medio Jujuy 13
Balcarce Buenos Aires 8
Tandileofu Buenos Aires 5
Chasquivil Tucuman 3
Concordia Entre Rios 2
n=31
Criollo Saavedrefio Saavedra Santa Cruz, Bolivia 31
Criollo Chaqueiio El Salvador Chuquisaca, Bolivia 22
Criollo Yacumefio Yacuiba El Beni, Bolivia 25
Brahman Yacuiba El Beni, Bolivia 31
Nelore Todos Santos Santa Cruz, Bolivia 20
Arroyo del Medio Jujuy 5
n=26
Retinta Varios rodeos Espafia 20
Jersey Brandsen Buenos Aires 10

3.1.5 Extraccion de ADN

El ADN genomico se purifico a partir de sangre periférica a través de los siguientes

métodos rapidos de extraccion:
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Meétodo de extraccion de ADN a partir de sangre con CHELEX™

Esta técnica de extraccidon rapida de ADN utiliza la resina CHELEX™ (BioRad,
Hercules, CA, Estados Unidos), la que presenta una alta afinidad por iones metalicos
polivalentes. El procedimiento basico consiste en hervir la muestra en una solucién de
CHELEX al 5%. Esta resina actua quelando iones metalicos, evitando asi la degradacion
del ADN a altas temperaturas.

A continuacion, se detalla el protocolo de extraccion utilizado (Walsh et al., 1991):

e Lavar 5 pul de sangre con agua destilada. Resuspender el pellet de células blancas en
200ul de una solucién de CHELEX™ al 5%.
¢ Incubar la muestra durante 30 minutos a 56°C y luego hervir 8 minutos a 100°C. En

este Ultimo paso, las células blancas son lisadas liberando al ADN.

Previo a su utilizacion en las reacciones de amplificacion, centrifugar las muestras
durante 3 minutos a 14.000 r.p.m., pues el Chelex™ reduce la actividad de la enzima Taq

polimerasa.

Método de extraccion de ADN partiendo de sangre con DNAzol ™

El DNAzol™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) es un detergente de
isotiocianato de guanidina. Este reactivo, altamente caotrépico, permite el lisado de las
células y la precipitacion diferencial del ADN.

El protocolo de extraccion utilizado (Cox, 1968; Ausubel et al., 1990) consiste
brevemente en:

e Lavar 500 pl de sangre con agua destilada. Agregar al pellet de linfocitos 500ul de
DNAzol™. El detergente producira la lisis de las células blancas.

e Centrifugar las muestras durante 5 minutos a 14.000 r.p.m. y trasvasar el
sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga que contenga 250 ul de etanol al
100%, con el fin de precipitar el ADN gendmico.

e Lavar el ADN con 250 ul de etanol al 70% y solubilizarlo en una soluciéon de 8 mM de
NaOH. Neutralizar la solucion con 0,8 mM de HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina - acido

N’2-etanosulfénico).
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Extraccion de ADN a partir de musculo y otros tejidos blandos.

Con el fin de obtener ADN de calidad periciable, las muestras de tejido muscular y

diversos érganos se procesaron mediante una modificacion del método descrito por Wagner

y colaboradores (1994). El cual consiste brevemente en:

Incubar 0,7 mg de tejido en 600 pl buffer de extraccién (50 mM de Tris-CIH, 25 mM de
EDTA, 2% de N-laurylsarcosine y 30 mM de DTT —ditiotreitol- con el agregado de 20 pl
de proteinasa K (20 mg/ul), a 56°C durante 12-16 horas.

Purificar inicialmente el ADN con un volumen de cloroformo y posteriormente, a través
de la técnica de salting-out (precipitacidon diferencial con acetato de sodio amonio a
una concentracion final de 2,5M).

Precipitar el ADN con medio volumen de isopropanol.

Resuspender el ADN obtenido en 200 a 400 ul de agua bidestilada.

Método rapido de extraccion de ADN a partir de pelos.

La extraccion de ADN a partir de pelos fue el método de eleccion en los casos de

abigeato donde la muestra enviada al laboratorio contenia trozos de cuero o pelos con la

presencia de bulbo. El método consiste en:

Cortar el bulbo de 5 pelos e incubarlos en 50 pl de soluciéon de Lisis (200 mM de
NaOH) a 95°C durante 10 minutos.

Neutralizar el pH con 50 ul de una soluciéon de 200 mM de CIH y 100 mM de TRIS-CIH
(pH 8,5).

3.1.6 Tipificaciéon de los marcadores moleculares

La caracterizacion genética de todos los loci seleccionados para el presente estudio

se realizé mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y

Faloona, 1987). Esta técnica consiste en la amplificacion in vitro de secuencias especificas

de ADN. EI tamafo del fragmento amplificado esta determinado por un par de

oligonucledtidos sintéticos, llamados cebadores o primers, que son complementarios a los

extremos 5" y 3" del segmento del ADN molde a amplificar. La sintesis de ADN es catalizada

por la enzima termoestable Tag ADN polimerasa. Las condiciones de reaccién utilizadas

para cada marcador estudiado se detallan en la seccion 3.2 Metodologia.experimental

especifica.
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3.1.7. Corridas electroforéticas

Geles de poliacrilamida no desnaturalizantes

Los productos de amplificacion y los fragmentos obtenidos por la digestion con las
enzimas de restriccion correspondientes al BoLA-DRB3*2 se resolvieron en minigeles de
poliacrilamida al 6% (19:1 acrilamida: bisacrilamida, 0,01% de persulfato de amonio, 0,001%
de TEMED - N, N, N’, N’ -tetrametiletilenediamino-) / 1x TBE (0,090 M de tris-borato, 0,002
M de EDTA). Las corridas se realizaron en cubas verticales (Aladin Enterprises, San
Francisco, Estados Unidos) en geles de 11,2 cm de largo. En cada fosa se sembraron 17 pl
de los productos de digestién con 3,5 pl de 6x dye (0,25% azul de bromofenol, 40% de
sucrosa) o 5 ul de amplificado con 1ul de 6x dye. Las muestras se corrieron a 170 voltios
durante 35 minutos, se tifieron con bromuro de etidio (0,5 pg / ml) y se visualizaron con luz
ultravioleta (UV).

Geles de poliacrilamida desnaturalizantes

Los productos de amplificacion correspondientes a las secuencias repetidas de tipo
microsatélites, se corrieron en geles de poliacrilamida desnaturalizante al 5% (19:1
acrilamida: bisacrilamida, 2% urea, 0,01% de persulfato de amonio, 0,001% de TEMED)/ 1x
TBE. Las corridas se realizaron en cubas verticales (Aladin Enterprises, San Francisco,
USA) en geles de 50 cm x 35 cm x 0,375 mm. En cada fosa se sembraron 4 ul de los
amplificados con 4 pl de 2x dye desnaturalizante (0,05% azul de bromofenol, 0,05% Xilene
Cyanol FF, 96% de formamida, 20 mM EDTA) / 1x TBE. Previamente, las muestras se
desnaturalizaron en un bloque seco a 96°C durante 10 minutos, se colocaron en hielo
durante 5 minutos, se sembraron en el gel y se corrieron a 50 watts durante 4 horas.

Finalmente, los geles se tifieron con nitrato de plata (1%).

3.1.8. Tincidén con plata

Como se menciond en el punto anterior, los geles de poliacrilamida utilizados para
discriminar los alelos de los STRs se tifieron con nitrato de plata. Esta técnica consiste de
tres etapas: fijacion, tincion y revelado. El protocolo empleado es el siguiente (Bassam et al.,
1991):

e Una vez finalizada la corrida electroforética, fijar el gel en acido acético glacial al 10%

durante toda la noche.
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e Teiiir el gel en dos litros de nitrato de plata (2 gr de NO3zAg, 3 ml de formaldehido)

durante 40 minutos.

® Revelar el gel con una solucién preenfriada (10°C) de carbonato de sodio (30 gr / litro
de COzNa).

e Detener la reaccion de revelado con una solucién de acido acético glacial al 10%.

3.1.9. Analisis del tamano molecular.

La estimacion del peso molecular de los alelos de los microsatélites se realizd
mediante su comparacion con muestras controles previamente caracterizadas para dichos
marcadores genéticos. El empleo de las mismas muestras controles por los distintos grupos
de investigaciéon permite la estandarizacion de las técnicas de tipificacidén y la comparacién
de los resultados obtenidos por los diferentes laboratorios. En el presente trabajo se
incluyeron ADNs controles utilizados en el programa europeo de Biodiversidad de Razas
Bovinas (Cattle Diversity Database -http://www.ri.bbsrc.ac.uk-), lo que permitio la
estandarizacion de siete de los ocho STR autosémicos empleados (BM2113, BM1824,
TGLAS3, TGLA122, TGLA227, SPS115, ETH225). En el caso del marcador MGTG7 se
utilizaron muestras con genotipos conocidos provistas por el Dr. Harris A. Lewin
(Department of Animal Science, University of lllinois, Urbana, Estados Unidos) y la Dra.
Maria Cecilia Penedo (Veterinary Genetics Laboratory, School of Veterinary Medicine,
University of California, Davis, Estados Unidos). En el caso de los microsatélites del
cromosoma Y (INRA124 e INRA189) se emplearon ADN controles provistos por el Dr.
Ceiridwen J. Edwards (Molecular Population Genetics Lab, Genetics Department, Dublin
University, Dublin, Irlanda). Finalmente, cabe mencionar que en el caso del locus BoLA-
DRB3 los pesos moleculares de los fragmentos de restriccion se estimaron a través de la
comparacion con el marcador de peso molecular PBR322 digerido con Mspl (New England
BioLabs, Beverly, MA, Estados Unidos).

3.2 Metodologia experimental especifica

3.2.1. Microsatélites

A continuacién se describen las metodologias especificas utilizadas para caracterizar

a los siguientes microsatélites: BM2113 (D2S26), BM1824 (D1S34), SPS115 (D15),
INRA023 (D3S10), ETH225 (D9S1), TGLA122 (D21S6), TGLA227 (D18S1), TGLA53
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(D16S3), MTGT7 (D23S5), INRA124 (DYS6) e INRA189. Sobre la base del rango de peso
molecular y la temperatura de hibridacion (T,,) para cada uno de los marcadores se
disefaron cuatro “multiplex PCR” (Tabla 3). A continuacién se detallan los protocolos de
PCR utilizados.

Tabla 3. Descripcién de la ubicacion cromosémica, la temperatura de hibridacién (T.,), concentracion
de Cl,Mg, concentracion de cebadores y rango de peso molecular de los marcadores de tipo
microsatélite utilizados en el presente estudio.

Locus® Cromosoma Tm° Cl,Mg Cebadores Rango Referencia
(°C) (mM) (M) (bp)
BM2113 (D2S26) 2 63 1,5 0,8 122-144 Bishop et al., 1994
BM1824 (D1S34) 1 63 1,5 1,2 179-191 Bishop et al., 1994
SPS115 (D15) 15 63 1,5 0,4 234-256 Moore et al., 1993
INRA023 (D3S10) 3 63 2 1,2 195-215 Vaiman et al., 1994
ETH225 (D9S1) 9 63 2 0,6 139-159 Steffen et al., 1993
TGLA122 (D21S6) 21 56 3 0,8 136-182 Georges et al., 1992
TGLA227 (D18S1) 18 56 3 1,6 79-105 Georges et al., 1992
TGLA53 (D16S3) 16 56 2,5 1,2 151-183 Georges et al., 1992
MTGT7(D23S5) 23 56 2,5 0,6 282-310 Georges et al., 1995
INRA124 (DYS6) Y 55 1,5 0,5 124-126 Vaiman et al., 1994
INRA189 Y 58 2,5 0,4 88-102 Kappes et al., 1994

2 El cédigo correspondiente al mapa del genoma bovino se indica entre paréntesis; ° T,,: temperatura

de hibridacion.

Multiplex N° 1: BM2113 (D2S26), BM1824 (D1S34) y SPS115 (D15)

Los microsatélites BM2113, BM1824 y SPS115 se amplificaron en una misma
reaccion de PCR (multiplex PCR). Para amplificar un fragmento de entre 122 y 144 pb
correspondiente al locus BM2113 se utilizaron los cebadores F: 5'-
GCTGCCTTCTACCAAATACCC-3 y R: 5-CTTCCTGAGAGAAGCAACACC-3" (Bishop et
al., 1994). Para amplificar una fragmento de entre 179 y 191 pb correspondiente al locus
BM1824 se utilizaron los cebadores F: 5-GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC-3" y R: 5'-
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG-3" (Bishop et al., 1994). El tercer locus incluido en el triplex
fue el SPS115, el que posee un tamano de entre 234 y 256 pb y para amplificarlo se
utilizaron los cebadores F: 5- AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG -3 y R: 5-
AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG-3" (Moore et al, 1993) La mezcla de reaccion
consistiéo en 20 mM Tris-CIH, 50 mM CIK, 1,5 mM Cl,Mg, 100 uM de cada dNTP; 1 U de Taq
polimerasa (Invitrogen- Life Technologies, Carlsbad, California, Estados Unidos); 0,8 uM de
cada cebador del locus BM2113, 1,2 uM de cada cebador del locus BM1824, 0,4 uM de
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cada cebador del locus SPS115y 3 ul del ADN gendémico en 12,5 pl finales. El programa de
amplificacion consistié en: 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C seguido por 10
ciclos de 1 minuto de desnaturalizacién a 94°C, 45 segundos de hibridacién a 63°C y 30
segundos de extension a 72°C seguidos por 30 ciclos de 1 minuto a 90°C, 45 segundos a
63°C, 30 segundos a 72°C y un ciclo de extension final de 20 minutos a 72°C.

Alicuotas de los productos de amplificacion (4 ul) se mezclaron con igual volumen
del buffer de siembra 2x (formamida 96%, EDTA 20 mM pH=8, azul de bromofenol 0,5 % y
xylene cyanole 0,5%) se desnaturalizaron en un bloque seco durante 10 minutos a 96°C y
posteriormente se transfirieron a hielo. Los alelos se resolvieron en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 5% (19:1) - TBE 1x, corridos a 50 watts durante 4 horas. Los geles se

revelaron mediante la técnica de tincion con plata.

Multiplex 2: INRA023 (D3S10) y ETH225 (D9S1)

Los microsatélites INRA023 y ETH225 se amplificaron en una misma reaccion de
PCR. Para amplificar un fragmento de entre 195 y 215 pb correspondiente al locus INRA023
se utilizaron los cebadores F: 5-GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC-3" y R: 5'-
TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC -3 (Vaiman et al., 1994), mientras que para
amplificar una secuencia de entre 139 y 159 pb correspondiente al locus ETH225 se
utilizaron los cebadores F: 5-GATCACCTTGCCACTATTTCCT-3 y R: 5'-
ACATGACAGCCAGCTGCTACT-3" (Steffen et al., 1993). La mezcla de reaccion consistio
en 20 mM Tris-CIH, 50 mM CIK, 2 mM CI;Mg, 100 uM de cada dNTP; 1 U de Taq polimerasa
(Invitrogen); 1,2 uM de cada cebador del INRA023, 0,6 uM de cada cebador del ETH225y 3
ul del ADN gendémico en 12,5 pl finales. El programa de amplificacion consistié en: 2 minutos
de desnaturalizacién inicial a 94°C seguido por 10 ciclos de 1 minuto de desnaturalizacion a
94°C, 45 segundos de hibridacion a 63°C y 30 segundos de extension a 72°C seguidos por
30 ciclos de 1 minuto a 90°C, 45 segundos a 63°C, 30 segundos a 72°C y un ciclo de
extension final de 20 minutos a 72°C.

Alicuotas de los productos de amplificacion (4 pl) se mezclaron con un volumen de
dye 2x (formamida 96%, EDTA 20 mM pH=8, azul de bromofenol 0,5 % y xylene cyanole
0,5%), se desnaturalizaron en un bloque seco durante 10 minutos a 96°C y posteriormente
se transfiieron a hielo. Los alelos se resolvieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 5% (19:1) - TBE 1x, corridos a 50 watts durante 4 horas. Los geles se

revelaron mediante la técnica de tincion con plata.
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Multiplex 3: TGLA122 (D21S6) y TGLA227 (D28S1)

Los microsatélites TGLA122 y TGLA227 se amplificaron en una misma reaccién de
PCR. Para amplificar un fragmento de entre 136 y 182 pb correspondiente al locus TGLA122
se utilizaron los cebadores F: 5-CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC-3° y R: 5'-
AATCACATGGCAAATAAGTACATAC-3" (Georges et al., 1992), mientras que para
amplificar una secuencia de entre 79 y 105 pb correspondiente al locus TGLA227 se
utilizaron los cebadores F: 5-CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT-3° y R: 5'-
ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA-3" (Georges et al., 1992). La mezcla de reaccion
consistiéo en 20 mM Tris-CIH, 50 mM CIK, 3 mM CI,Mg, 100 uM de cada dNTP; 1 U de Taq
polimerasa (Invitrogen); 0,8 uM de cada cebador del TGLA122, 1,6 uM de cada cebador del
TGLA227 y 3 ul del ADN genomico en 12,5 pl finales. El programa de amplificacion consistié
en: 2 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C seguido por 10 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de hibridacion a 56°C y 30 segundos de extensién a
72°C seguidos por 30 ciclos de 1 minuto a 90°C, 30 segundos a 56°C, 30 segundos a 72°C
y un ciclo de extensién final de 20 minutos a 72°C.

Alicuotas de los productos de amplificacion (4 ul) se mezclaron con un volumen de
dye 2x (formamida 96%, EDTA 20 mM pH=8, azul de bromofenol 0,5 % y xylene cyanole
0,5%), se desnaturalizaron en un bloque seco a 96°C durante 10 minutos y posteriormente
se transfiieron a hielo. Los alelos se resolvieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 5% (19:1) - TBE 1x, corridos a 50 watts durante 4 horas. Los geles se

revelaron mediante la técnica de tincion con plata.

Multiplex 4: MGTG7 (D23S5) y TGLA53 (D16S5)

Los microsatélites MGTG7 y TGLA53 se amplificaron en una misma reaccion. Para
amplificar un fragmento de entre 282 y 310 pb correspondiente al locus MGTG?7 se utilizaron
los cebadores F: 5-TTCATTGCAGCACTATTTACAATA-3 y R: 5-
TAAGTTCCCTGTATCATTTTTTGA-3" (Georges et al., 1995). Para amplificar una secuencia
de entre 151 y 183 pb correspondiente al locus TGLA53 se utilizaron los cebadores F: 5'-
GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA-3° y  R:5-ATCTTCACATGATATTACAGCAGA-3’
(Georges et al., 1992). La mezcla de reaccion consistio en 20 mM Tris-CIH, 50 mM CIK, 2,5
mM CI,Mg, 100 uM de cada dNTP; 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen); 0,5 uM de cada
cebador y 3 ul del ADN gendmico en 12,5 pl finales. El programa de amplificacion consistio
en: 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C seguido por 10 ciclos de 1 minuto de

desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de hibridacion a 56°C y 30 segundos de extension a
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72°C seguidos por 30 ciclos de 1 minuto a 90°C, 30 segundos a 56°C, 30 segundos a 72°C
y un ciclo de extension final de 20 minutos a 72°C.

Alicuotas de los productos de amplificacion (4 pl) se mezclaron con igual volumen de
dye 2x (formamida 96%, EDTA 20 mM pH=8, azul de bromofenol 0,5 % y xylene cyanole
0,5%), se desnaturalizaron en un bloque seco durante 10 minutos a 96°C y posteriormente
se ftransfirieron a hielo. Los alelos se resolvieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 5% (19:1) - TBE 1x, corridos a 50 watts durante 4 horas. Los geles se

revelaron mediante la técnica de tincion con plata.

INRA124 (DYS6)

El microsatélite INRA124 corresponde a un locus ubicado en el cromosoma Y que
presenta solo dos variantes alélicas, una especifica de Bos taurus (126 pb) y otra de Bos
indicus (124 pb). Para amplificar el fragmento correspondiente al locus DYS6, se utilizaron
los cebadores F: 5-GATCTTTGCAACTGGTTTG-3" y R: 5'-CACGACACAGGTCTGACAAG
-3 (Vaiman et al., 1994). La mezcla de reaccion consistio en 20 mM Tris-CIH, 50 mM CIK,
1,5 mM CI;Mg, 100 uM de cada dNTP; 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen); 0,5 uM de cada
cebador y 3 ul del ADN gendmico en 12,5 i finales. El programa de amplificacion consistio
en: 2 minutos de desnaturalizacién inicial a 96°C seguido por 10 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de hibridacion a 58°C y 50 segundos de extensién a
72°C seguidos por 25 ciclos de 1 minuto a 90°C, 45 segundos a 60°C, 50 segundos a 72°C
y un ultimo ciclo de 5 minutos de polimerizacién a 72°C.

Alicuotas de los productos de amplificacion (4 ul) se mezclaron con un volumen de
dye 2x (formamida 96%, EDTA 20 mM pH=8, azul de bromofenol 0,5 % y xylene cyanole
0,5%), se desnaturalizaron en un bloque seco durante 10 minutos a 96°C y posteriormente
se transfiieron a hielo hasta su siembra. Los alelos se resolvieron en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 5% (19:1) - TBE 1x que se corrieron a 50 watts
durante 4 horas. Los geles se revelaron mediante la técnica de tincién con plata.

INRA189

El microsatélite INRA189 corresponde a un locus ubicado en el cromosoma Y.
Edwards y colaboradores (2000) reportaron, cuatro variantes alélicas para este locus; una
especifica de Bos indicus y tres de Bos taurus. Para amplificar el fragmento de entre 88 a
102 pb correspondiente al locus INRA189, se utilizaron los cebadores F: 5°-
TACACGCATGTCCTTGTTTCGG-3" y R: 5-CTCTGCATCTGTCCTGGACTGG-3" (Kappes
et al., 1997). La mezcla de reaccion consisti6 en 20 mM Tris-CIH, 50 mM CIK, 2,5 mM
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Cl,Mg, 100 uM de cada dNTP; 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen); 0,4 uM de cada cebador
y 3 ul del ADN genomico en 12,5 pl finales. El programa de amplificacion consistié en: 2
minutos de desnaturalizacion inicial a 96°C seguido por 10 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de hibridacion a 58°C y 50 segundos de extension a
72°C seguidos por 25 ciclos de 1 minuto a 90°C, 45 segundos a 60°C, 50 segundos a 72°C
y un ultimo ciclo de 5 minutos de polimerizacién a 72°C.

Alicuotas de los productos de amplificacion (4 ul) se mezclaron con un volumen de
dye 2x (formamida 96%, EDTA 20 mM pH=8, azul de bromofenol 0,5 % y xylene cyanole
0,5%), se desnaturalizaron en un bloque seco durante 10 minutos a 96°C y posteriormente
se transfiieron a hielo hasta su siembra. Los alelos se resolvieron en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 5% (19:1) - TBE 1x. Los geles se corrieron a 50 watts

durante 4 horas. Los geles se revelaron mediante la técnica de tincién con plata.

3.2.2 BoLA-DRB3

La tipificacion del locus BoLA-DRBS3 fue realizada en 10 muestras pertenecientes a
un caso complejo de asignacion de paternidad en una disputa judicial entre dos criadores de
la raza Holstein, con el fin de completar la informaciéon genética aportada por los
microsatélites. La caracterizacion de los alelos del locus BoLA-DRBS3 se llevé a cabo por el
método de PCR anidado-RFLP descrito por van Eijk y colaboradores (1992). Dicha técnica
consiste en la amplificacion de la secuencia de ADN que codifica para la region de
reconocimiento del antigeno o ARS (exd6n 2 del gen BoLA-DRB3) y la posterior digestion de
los productos de PCR con las enzimas de restriccion Rsa | y Hae lll (Promega, Madison, WI,
Estados Unidos) y Bsty | (New England Biolabs). La definicion de los alelos se realizé
teniendo en cuenta las combinaciones de los patrones de restriccion obtenidos en forma
independiente para las tres enzimas antes mencionadas. Los alelos fueron denominados
segun la siguiente nomenclatura: locus. exén™* alelo, propuesta por van Eijk y colaboradores
(1992). Esta metodologia permite poner en evidencia un alto grado de polimorfismo en esta
regiéon del gen (Tabla 4).

En la primera ronda de amplificacion se utilizaron los cebadores HLO30
(5"-ATCCTCCTCTCTGCAGCACATTTCC-3") y HL031 (5- TTTAAATTCGCGCTCACC
TCGCC GCT-3") descriptos por Lewin y colaboradores (1992). El programa utilizado en la
reaccion de PCR consistio en 4 minutos a 94° C de desnaturalizacion inicial, 9 ciclos de 1
minuto a 94° C, 2 minutos a 60° C y 1 minuto a 72° C, seguidos por 4 minutos de
polimerizacion final. En la segunda etapa se usaron los cebadores HL0O30 y HL032 (5'-
TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCT-3") (Lewin et al., 1992). El programa consistio en 19

ciclos de 1 minuto a 94° C, 30 segundos a 65° C y 1 minuto a 72° C, seguidos por 4 minutos
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de polimerizacion final. Alicuotas del producto de amplificacion (12 pl) se digirieron por
separado con las enzimas de restriccion Rsa |, Bsty | y Hae lll (5 U) durante 3 horas, de
acuerdo con las recomendaciones de los proveedores. Los fragmentos de restriccion se
resolvieron en geles de poliacrilamida 6% (19:1) - TBE 1X, se tifieron con bromuro de etidio

y se visualizaron con luz UV (Figuras 5 a, by c).
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Figura 5a.

1995).

Patrones de restriccion obtenidos por digestion del segundo exén del gen BoLA-DRB3 con
la enzima Rsa |. El simbolo V, indica una delecion de ADN (van Eijk et al., 1992; Gelhaus et al.,
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Figura 5a. Continuacion.

199 85
a
284
b
196 85

c V_|

87 197
d |

87 112 85
e

Figura 5b. Patrones de restriccion obtenidos por digestion del segundo exén del gen BoLA-DRB3 con
la enzima BstY | (van Eijk et al., 1992; Gelhaus et al., 1995). El simbolo V indica una delecion.
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Figura 5c. Patrones de restriccion obtenidos por digestion del segundo exon del gen BoLA-DRB3 con
la enzima Hae lll. El simbolo V indica una delecion.
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Tabla 4. Alelos del gen BoLA-DRBS3 definidos en base a la combinacion de los patrones de digestion
obtenidos con las enzimas Rsa |, Hae lll y BstY'| (van Eijk et al., 1992; Gelhaus et al., 1995).

Alelos DRB3 Rsal BstY | Hae lll

DRB3.2*01
DRB3.2*02
DRB3.2*03
DRB3.2*04
DRB3.2*05
DRB3.2*06
DRB3.2*07
DRB3.2*08
DRB3.2*09
DRB3.2*10
DRB3.2*11
DRB3.2*12
DRB3.2*13
DRB3.2*14
DRB3.2*15
DRB3.2*16
DRB3.2*17
DRB3.2*18
DRB3.2*19
DRB3.2*20
DRB3.2*21
DRB3.2*22
DRB3.2*23
DRB3.2*24
DRB3.2*25
DRB3.2*26
DRB3.2*27
DRB3.2*28
DRB3.2*29
DRB3.2*30
DRB3.2*31
DRB3.2*32
DRB3.2*33
DRB3.2*34
DRB3.2*35
DRB3.2*36
DRB3.2*37
DRB3.2*38
DRB3.2*39
DRB3.2*40
DRB3.2*41
DRB3.2*42
DRB3.2*43
DRB3.2*44
DRB3.2*45
DRB3.2*46
DRB3.2*47
DRB3.2*48
DRB3.2*49
DRB3.2*50
DRB3.2*51
DRB3.2*52
DRB3.2*53

V]
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3.3 Metodologia estadistica

3.3.1. Frecuencias génicas y genotipicas.

Todos los marcadores autosomicos analizados presentan herencia de tipo
codominante, sus frecuencias genotipicas (X, X;) se estimaron por recuento directo de los
genotipos observados sobre el numero total de animales analizados.

Las frecuencias génicas se obtuvieron segun la siguiente férmula:

2n,; + Zni].

[P T
' 2n (1)

donde: nj; indica el nimero de animales homocigotas para el alelo i y nj; indica el nimero de

animales heterocigotas, siendo j cualquier alelo distinto de /.

La varianza en la estimacion de la frecuencia x; se calculd por medio de la siguiente

formula:

V(xi): xi(l_xi) (2)

Siendo el error estandar la raiz cuadrada de V (x;).

3.3.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

Segun el principio de Hardy-Weinberg las frecuencias genotipicas esperadas en el

equilibrio pueden ser estimadas sobre la base del producto de las frecuencias génicas:

2
Xi=x para los homocigotas XiXi

X =2%X; " para los heterocigotas XiXj

)
Para estimar las desviaciones de las frecuencias genotipicas observadas con

respecto a las proporciones teéricas propuestas por HWE se utilizé el indice Fis propuesto
por Wright (1943; 1951; 1965).
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El parametro Fs ha sido definido como la probabilidad que dos genes homologos en
un individuo “I” sean idénticos por ascendencia dentro de una poblacion. También puede ser
definido como la correlacion entre genes homoélogos en un individuo “I”, en relacién con
genes extraidos al azar de la subpoblacion.

El indice Fis en una poblacion es igual a:

X.. _ 2
F,o=2ut (4)
x(1-x)
donde x es la frecuencia del alelo A; y Xj la frecuencia genotipica de los homocigotas A/A;

en la poblacion.

En el caso de loci multialélicos el valor de F|s varian de alelo a alelo. Sin embargo, en

estos casos puede estimarse como:

o (h=h)

15 hs (5)

2
siendo h, =1—Zixl. y h, :1_2_)(”_

donde x es la frecuencia del alelo A;, Xj la frecuencia genotipica de los homocigotas A/A;y
hs 'y h, corresponden a la heterocigosidad esperada y observada, respectivamente.

La estimacion de las probabilidades del HWE se realiz6 a través del Hardy-Weinberg
exact test o probability test incluidos en el programa GENEPOP 3.1 (Haldane, 1954; Weir;
1990; Guo y Thompson, 1992), utilizando el algoritmo de Markov Chain (Guo y Thompson,
1992) cuando el numero de alelos fue mayor que cuatro. Para evaluar la desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg en el conjunto de loci se utilizé el test exacto de Fisher
(Raymond y Rousset, 1995a).

Los test exactos consisten en explorar el conjunto de todas las posibles frecuencias
genotipicas obtenidas a partir de las frecuencias génicas observadas, y de esta manera
comprobar si estas ultimas son poco probables bajo la hipdtesis de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Para ello, se calcula la probabilidad bajo el HWE de cada posible genotipo y se
las ordena en una tabla de probabilidades acumuladas. Posteriormente, y a partir de esta
distribucion, se suman las probabilidades de todas las frecuencias genotipicas inferiores o
iguales a la observada, correspondiendo esta sumatoria al valor exacto de probabilidad o P-
value. Una dificultad en la aplicacion de los test exactos en el caso de muestras grandes de
individuos y/o loci multialélicos, es la enorme cantidad de los posibles genotipos que

considerar en los calculos. Una forma de remediar este problema consiste en la aplicacion
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del método de Markov Chain, el que se basa en explorar el espacio de todas las frecuencias
genotipicas posibles para una determinada distribucion de frecuencias génicas observadas.
El algoritmo de Markov Chain genera una muestra lo suficientemente grande de estos
posibles genotipos y determina para cada uno, si su probabilidad bajo la hipotesis nula de
HWE es inferior a la obtenida para las frecuencias genotipicas observadas. La proporcion de
estos genotipos muestreados con valores inferiores de probabilidad es una estimacion no
sesgada de la probabilidad exacta o P-value. Para evaluar las hipotesis alternativas de
exceso y deficiencia de individuos heterocigotas se utilizé la prueba U (Rousset y Raymond,
1995).

Con el fin de evaluar el HWE global para todos los loci tomados en conjunto en cada
poblacion y para el conjunto de poblaciones en cada locus se realizé un test global de HWE
utilizando el método de Fisher (Raymond y Rousset, 1995a), el cual combina los valores

individuales de p de la siguiente manera (Raymond y Rousset, 1995b):

Zzﬂz_{fyngj (6)

donde r es el numero de loci cuando se calcula la probabilidad global de una raza o el
numero de poblaciones cuando se calcula la probabilidad global de un locus, Pj es el valor
de p para el j —th locus o raza. Este estadistico sigue una distribucién de ¥ con 2 x r grados
de libertad.

Este método considera la probabilidad de que al menos un locus en la poblacion o al
menos una poblacion de un determinado locus se encuentre en desequilibrio de Hardy-
Weinberg. Cada locus o cada poblacién se utilizan como multiples estimaciones de la misma
hipdtesis. Al combinar varias pruebas independientes de x? con un nivel de rechazo del 5%
(o = 0,05) un porcentaje equivalentes de estos test pueden rechazar erréneamente la
hipotesis nula. Una forma de ajustar el nivel de significancia global es aplicar la correccion
de Bonferroni (Weir, 1996). El valor de significancia para el test global (o) se obtiene a partir

de la siguiente ecuacion:

a=1-(1-a')"
~a'lL (7)
donde o’ es el nivel de significancia para cada test individual y L es el nimero total de test
considerados. Como ejemplo, el valor del nivel de significancia global para un conjunto de

11 poblaciones con un o’ individual de 0,05 es: o = 0,05/ 11 = 0,0045.
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El método de Fisher para el calculo de probabilidades globales y el ajuste de
Bonferroni dependen de la independencia de las probabilidades individuales que se

combinan en el test (Weir, 1990).

3.3.3 Diversidad Genética.
Numero de alelos
Numero de alelos observados (N, ob)

Algunos autores (Nevo, 1978) proponen la utilizacion del numero observado de
alelos por locus (N, ob) como medida de la variabilidad genética. La dificultad que presenta
este estadistico radica en que es altamente dependiente del tamafio muestral, por cuanto el

numero de individuos muestreados en cada poblacién debe ser aproximadamente el mismo.

Numero de alelos esperados (N, esp)

Una alternativa para evaluar el numero de alelos, consiste en estimar dicho
parametro a partir de un muestreo al azar de igual niumero de individuos por poblaciéon. Para
ello se elabord un algoritmo en el lenguaje Visual Basic dentro del entorno de programacion
de la planilla de calculo EXCEL 2002 (Microsoft, Estados Unidos). Dicho algoritmo consiste
brevemente en el re-muestreo al azar y sin reemplazo de un numero especificado de
individuos (generalmente el numero de individuos de la poblacion muestreada con la menor
cantidad de ellos). Luego se calcula el nUmero de alelos observados en dicha muestra. Este
proceso se repite un nimero determinado de veces (por ejemplo 1000 iteraciones), y a partir
de este conjunto de estimaciones se calcula el promedio de los alelos observados en cada
muestra. Al nuevo estimador lo denominamos numero esperado de alelos (N, esp) para

diferenciarlo del nimero observado de alelos (N, ob).

Heterocigosidad esperada o diversidad alélica (h,)

La heterocigosidad observada puede ser definida simplemente como la proporcion
de individuos heterocigotas para un locus en la poblacion. También, puede ser definida
como la proporcion esperada de loci heterocigotas en un individuo elegido al azar. Este
parametro fue denominado por Nei (1973) como diversidad génica.

En el presente trabajo se calculd la heterocigosidad para cada combinacion

locus/poblacion a partir de las frecuencias génicas. Considerando una poblacién con
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apareamiento al azar, la heterocigosidad esperada para un locus dado (h.) puede ser

h, = " (1— 3 xizj
il & (8)

donde n es el numero de copias génicas en la muestra, x; es la frecuencia génica del alelo i

definida como:

correspondiente a un locus dado y m es el numero de alelos presentes.
La heterocigosidad esperada promedio (H.) es la media de los valores de he
obtenidos en cada uno de los loci estudiados asumiendo la presencia de equilibrio de Hardy-

Weinberg. Este indice se estimo de la siguiente forma:

donde h; es el valor de he para el locus j y r es el numero de loci estudiados.

3.3.4 Estructura Poblacional

Tests de diferenciacion genética

Existen varios procedimientos reportados en la literatura para evaluar la
diferenciacion genética de las poblaciones (Hudson et al. 1992; Raymond y Rousset 1995b;
Goudet et al., 1996). El desarrollo de veloces ordenadores y la eficiencia de los algoritmos
de calculo ha permitido el uso de varios test exactos, los cuales se prefieren a los
tradicionales test asintéticos (Ej: x?) especialmente cuando se consideran loci con muchos
alelos infrecuentes. Una importante distincion de los test de diferenciacion poblacional es
entre aquellos que se basan en la comparacion de frecuencias génicas y los que utilizan las
frecuencias genotipicas. Los primeros asumen la independencia de los genes dentro de los
individuos, lo que equivale a la presencia de HWE al menos en la ultima generacién. Si esta
asuncion no se cumple, se pueden utilizar las pruebas exactas de diferenciacion poblacional
basadas en la hipotesis de muestreo independiente de genotipos. Sin embargo, los test
basados en frecuencias alélicas, especialmente en poblaciones de pocos individuos, poseen
un mayor poder estadistico (Goudet et al., 1996).

En el presente trabajo se calcularon los test de diferenciacion genética y genotipica
para cada uno de los 9 microsatélites analizados entre las once razas bovinas estudiadas.

Ademas, se estimé la diferenciacion génica y genotipica entre cada par de poblaciones.
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Todos los test se realizaron con el programa de computacion GENEPOP 3.1 (Raymond y
Rousset 1995a).

Las pruebas de diferenciacion poblacional utilizan la distribucion de frecuencias
alélicas en cada poblacion. La hipotesis nula examinada es “La distribucion de frecuencias
génicas es idéntica en las poblaciones”. Para cada locus, se construye una tabla de
contingencia y en cada caso se estima un valor de probabilidad o P-value mediante el
método exacto de Fisher (Raymond y Rousset, 1995b). La hipotesis nula en los test de
diferenciacion genotipica es “La distribucion genotipica es idéntica en las poblaciones”. De la
misma forma que en los test de frecuencia se construye una tabla de contingencia con el
numero de genotipos en cada poblacion para cada locus. Para cada tabla se calcula un
valor de probabilidad o error de tipo | mediante un test exacto (Log-likelihood -G-) similar al
test de probabilidad de Fisher (Goudet et al., 1996). El P-value en ambos casos se calcula
como la sumatoria de las probabilidades de todas las tablas de contingencia (con el mismo
valor marginal) que mostraron una probabilidad igual o menor que la tabla observada.

Los valores de probabilidad (P-values) de diferenciacion poblacional génica y
genotipica para cada locus en cada par de poblaciones se combinaron mediante el método
de Fisher (ver ecuacion 6) de una forma similar al test global de HWE. El nivel de confianza

para la prueba de y?se ajusté mediante el método de Bonferroni (Weir, 1996).
Indices de fijacion (estadisticos F)

Los indices de fijacion o estadisticos-F, fueron inicialmente concebidos por Sewal
Wright en las décadas del 30 y 40. Wright propuso calcular las desviaciones de las
frecuencias genotipicas en una poblacién subdividida en términos de tres parametros Fis, Fir
y Fst. En la terminologia de Wright, Fis y Fir son correlaciones entre los genes de un
individuo relativas a la subpoblacion y relativas al total, respectivamente (el Fs determina las
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg en la subpoblacién). Mientras que el Fsr es la
correlacion de dos genes muestreados al azar de cada subpoblacion o en otras palabras, la
varianza estandarizada de las frecuencias génicas entre las subpoblaciones. EI Fsr evalua
el grado de diferenciacion genética de las subpoblaciones. Los tres indices se relacionan por

la siguiente ecuacion:

F, _ (=Fy) (10)
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Nei (1977) redefinid los indices F sin utilizar el concepto de correlacién de gametos y
demostr6 que los tres estadisticos pueden describirse utilizando las heterocigosis
observadas y esperadas (Nei, 1987).

Otro estimador de subdivision genética, ampliamente utilizado, y que es
aproximadamente equivalente al Fst, es el indice 6 (Weir y Cockherham, 1984). El indice 6
es definido como uno de los componentes de la varianza (varianza entre poblaciones) en un
test de ANOVA (Weir, 1990).

Nei (1973) propone un andlisis de subdivision poblacional, denominado Gst, que no
descansa sobre el conocimiento de las frecuencias genotipicas y puede ser calculado en
funcion de las frecuencias génicas en términos de la heterocigosidad esperada dentro y
entre poblaciones. Este método posee la ventaja de no ser afectado por el nimero de alelos
por locus y el sistema reproductivo del organismo. El coeficiente de diferenciacion génica

Gst puede ser calculado de la siguiente manera:

GST:DST/HT (11)

donde Dsr es el promedio de la heterocigosidad esperada o diversidad génica entre las
subpoblaciones y Hr es la diversidad génica en la poblacion total (Nei, 1973).

Otro estimador de subdivision genética es el Rsr (Slatkin, 1995). El indice Rst se
basa en el Step Wise Model y tiene en cuenta, ademas de las frecuencias génicas, el
tamano de los alelos. Se calcula de una forma similar al analisis de la varianza (ANOVA).

En este trabajo se calcularon para cada loci los indices Fst, Gst ¥ Rst utilizando el
programa de computacion FSTAT 2.8 (Goudet, 1999).

Analisis molecular de la varianza (AMOVA)

Una forma de estudiar la estructura genética de las poblaciones es mediante el
analisis de la varianza de las frecuencias génicas. EIl AMOVA, fue definido inicialmente por
Cockerham (1963; 1969) y extendido por otros autores (Weir y Cockerham, 1984). El
método de calculo utilizado en el AMOVA posee la ventaja de permitir la evaluacion de las
diferencias entre grupos de poblaciones definidas arbitrariamente.

El AMOVA es un analisis jerarquico que consiste en la particion de la varianza
genética total en componentes de covarianzas debidos a diferencias entre los individuos
dentro de cada poblacién, a diferencias entre las poblaciones y a diferencias entre los
grupos de poblaciones (Weir, 1996).

El analisis de varianza de las razas incluidas en este trabajo se realizé6 con el
programa de computacion ARLEQUIN 2.0 (Excoffier, 1992).
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3.3.5 Analisis filogenético

Distancias genéticas

Las distancias genéticas cuantifican el grado de diferenciacion entre dos taxones
(conjuntos de individuos) y pueden ser consideradas de varias maneras. Algunos autores
las interpretan como mecanismos de reduccién de informacion (Weir, 1990), una vez que
transforman toda la informacion genética disponible sobre las relaciones entre dos taxones
en un numero unico. Muchas distancias buscan cuantificar las transformaciones evolutivas
que ocurren desde la separacion de dos taxones. Estas “distancias evolutivas” son
adecuadas para el proceso de inferencia filogenética una vez que las cantidades de
diferenciacion entre dos taxones son tedricamente proporcionales al tiempo de separacion
de los mismos. A través de dichas estimaciones es posible la reconstruccién de historias
evolutivas, pues un arbol evolutivo expresa justamente una secuencia temporal de eventos
de separacion de taxones.

Las estimaciones del tiempo de separacidn entre taxones se basan en dos
elementos: a) las diferencias observadas entre ellos y b) un modelo evolutivo que explica
como surgen tales diferencias. Las diferencias observadas entre los taxones no se
corresponden directamente con el tiempo transcurrido desde su separacion, y por lo tanto
deben ser analizadas a la luz de modelos que revelen como tales diferencias se acumulan a
lo largo del tiempo.

Takesaki y Nei (1996), han recomendado la utilizacién de las distancias genéticas D¢
(distancia de cuerda, Cavalli-Sforza y Edwards, 1967) y Da (Nei et al.,, 1983) para la
construccion de arboles filogenéticos a partir de frecuencias génicas en poblaciones
relacionadas donde la deriva genética es la principal determinante de las diferenciacién
evolutiva. Estas distancias deberian ser de utilidad en el caso de las razas bovinas, la
mayoria de las cuales se han formado hace menos de 500 anos. La distancia geométrica D¢
esta basada en el tamafo de la cuerda asociada al angulo de separacion entre las
frecuencias génicas de dos poblaciones representadas como puntos en un espacio
hiperdimensional (tantas dimensiones como alelos tiene un loci), y se calculd de la siguiente

manera:

k
=1

2 r
= - vy 12
D73 2{1 z/_x!,ny (12)

i
donde x; e y; son las frecuencias del alelo i-th de el locus j-th en las poblaciones x e y

respectivamente, k es el numero de alelos en el locus j-th y r es el nimero de loci (Cavalli-
Sforza y Edwards, 1967).
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La distancia Da fue propuesta originalmente por Cavalli-Sforza (1969) y modificada
posteriormente por Nei y colaboradores (1983) para corregir los errores introducidos por la
dependencia del tamafio muestral y de la presencia de alelos raros. Este indice se estimé de

la siguiente forma:

r

D, =1—%ZZ [x,, (13)

j=1 i=l

donde x; e y; son las frecuencias del alelo i-th de el locus j-th en las poblaciones x e y
respectivamente, k es el numero de alelos en el locus j-th y r es el nUmero de loci (Nei et al.,
1983).

Recientemente, se han propuesto nuevas medidas de distancias genéticas que
pueden ser utilizadas para la construccion de arboles filogenéticos a partir de microsatélites
(por ejemplo: (8u)? de Goldstein et al., 1995; Dsy de Shriver et al., 1995). Estas distancias
estan basadas en el modelo de mutaciones Stepwise (SWM) y tienen en cuenta no solo las
diferencias en las frecuencias génicas sino también en el niumero de repeticiones de los

STR. La distancia Dsy puede ser calculada como:

Wy + W)
2

Dy, =W, - (14)

Z:c Z#,- qi_j|xikyjk)

W, = |
r
W, = zzz#‘/qi_ﬂxikxjk)
X - ’
W, = zzziﬂqi_j'yikyjk)
=

r

donde xj e yi son las frecuencias génicas del alelo i-th del locus k en las poblaciones x e y
respectivamente, | i - j | corresponde a la diferencia absoluta en el nimero de repeticiones de

los alelos i-th y j~th y r es el nUmero de loci.
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Mientras que las distancias Da y D¢ no son proporcionales al tiempo evolutivo (Nei et
al., 1996), se ha reportado que la distancia Dsyw se mantiene de forma lineal con el tiempo
hasta unas 300.000 generaciones (Jin et al., 1996). De esta manera, esta distancia seria de
utilidad para la construccion de filogenias que incluyan a los grupos mas divergentes entre
los bovinos (McHugh et al., 1997).

Las matrices y los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el programa de
computacion POPULATIONS 1.2.28 (Langella, 2000). Para la edicion del dendograma, se
empled el programa TreeView 1.6.6. (Page, 2001).

Construccion de arboles filogenéticos

En este trabajo, los arboles filogenéticos se construyeron a partir de las matrices de
distancia Da, D¢ y Dsw utilizando los métodos de UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) y neighbor-
joining —NJ- (Saitou y Nei, 1987).

El algoritmo UPGMA opera de la siguiente manera:

1. Une el par de taxones mas semejantes. El tamafio de sus ramas es igual a la
mitad de la distancia entre los dos taxones.

2. El par de taxones recién unidos forma ahora un taxén compuesto y su distancia
con otro taxon se calcula como la media aritmética de las distancias entre cada uno de los
taxones que componen la unidad compuesta, y el taxdn que se esta comparando. De nuevo,
la menor distancia en la nueva matriz determina que taxén debe ser unido y el nodo es
posicionado a mitad de camino entre los dos taxones.

3. El procedimiento se repite hasta que todos los taxones se han incorporado al
dendograma.

El método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
produce arboles en el cual las ramas que parten del mismo nodo poseen el mismo tamano,
lo que evolutivamente corresponde a tasas de evolucion constante

Saitou y Nei (1987) propusieron un algoritmo para obtener arboles filogenéticos
denominado neighbor-joining (NJ) y que no requiere tasas constantes de evolucién. Este
método une los taxones de una forma tal que se minimice el tamafio total de las ramas del
arbol inferido. El algoritmo es mas complejo que el del UPGMA, y en lineas generales opera
a través de la adicién sucesiva de taxones a un nucleo inicial, siempre incorporando nuevos
taxones de modo de minimizar el aumento en la longitud del arbol. La topologia final del
dendograma presenta ramas de diferentes tamafos, que representan tasas de evolucion
variables.

Para cada uno de los arboles construidos en este trabajo se realizé6 un test de

boostrap de loci con 1000 iteraciones. El método consiste en el remuestreo con reposicién
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de loci, un numero determinado de veces o iteraciones. En cada muestra se realiza una
nueva matriz y se genera un arbol utilizando el mismo método. Los valores de boostrap
indican el porcentaje de estos arboles que presentaron un agrupamiento determinado.

El numero obtenido por el analisis de boostrap es utilizado frecuentemente como una
estimacion de la confiabilidad de la inferencia. Esta confiabilidad, no se refiere a la
probabilidad de que la inferencia sea correcta. Se pueden obtener altos valores de boostrap
para inferencias incorrectas, en situaciones donde los datos disponibles y/o los métodos

empleados generen errores sistematicos en la topologia de los arboles muestreados.

3.3.6 Analisis multivariado

Una alternativa a la utilizacion de los arboles filogenéticos para el estudio de las
relaciones genéticas entre las poblaciones o especies, es la aplicacion de las técnicas
multivariantes. Cavalli-Sforza y sus colegas, se encuentran entre los pioneros en la
aplicacion de esta metodologia para el estudio de las variaciones genéticas entre las
poblaciones (Chen et al., 1985; Cavalli-Sforza y Piazza, 1993).

Los procedimientos multivariados son particularmente atractivos cuando se conoce o
sospecha de la ocurrencia de mezcla genética entre las poblaciones estudiadas, ya que este
fenomeno contradice los principios generales de los métodos de reconstruccion filogenética
(Felsenstein, 1982). Esta situacion es frecuente en la dinamica poblacional de las razas
bovinas (Grosclaude et al, 1990; MacHugh et al., 1997, Cymbron et al, 1999;
Giovambattista et al., 2000; Mirol et al., 2003). Otra virtud del analisis multivariado es que
permite la incorporacién de diferentes tipos de marcadores genéticos (polimorfismos
bioquimicos, grupos sanguineos, microsatélites, SNPs, etc.) y morfologicos.

En el presente trabajo, con el fin de estudiar las relaciones genéticas entre las razas
estudiadas se utilizé el analisis de componentes principales -ACP- (Mardia, 1979). Sin
embargo, existen otros métodos multivariados alternativos, como el analisis de
correspondencia (Hill, 1974) y el escalamiento multidimensional (Carroll, 1981). En general,
estas herramientas buscan condensar la informacion genética contenida en el conjunto de
alelos y loci en unas pocas variables sintéticas denominadas componentes principales.

El ACP se obtiene calculando los coeficientes de correlacién entre todos los pares de
caracteres (en este caso frecuencias génicas de cada poblacion). Sin embargo, las
frecuencias alélicas frecuentemente se transforman dividiéndolas por la desviacién estandar
de la media correspondiente al conjunto de poblaciones analizadas (Cavalli-Sforza et al.,
1994):
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Sy ) == (15)
X

donde xjes la frecuencia génica de los k-th alelos en las i-th poblaciones y x es la media de
las frecuencias alélicas de todas las poblaciones. Esta transformacion es necesaria, porque
el primer componente suele indicar las diferencias entre los promedios de las frecuencias
génicas.

Para realizar el ACP, partir de las frecuencias génicas transformadas, se utilizd el

programa PAST (PAlaeontological STatistics; Hammer et al., 2003).

3.3.7 Calculo del porcentaje de mezcla genética

En el curso de la evolucion, las poblaciones que han permanecido aisladas entre si
por largos periodos de tiempo a causa de factores geograficos, ecoldgicos o culturales
ocasionalmente pueden entrar en contacto. De esta manera, el posible intercambio de
genes genera poblaciones hibridas con ciertas caracteristicas genéticas, como por ejemplo
la presencia de frecuencias alélicas intermedias a las parentales (Cavalli-Sforza y Bodmer,
1995) y el desequilibrio de ligamiento entre loci independientes (Nei, 1973). Se han
propuesto varios estadisticos con el fin de estimar la contribucién relativa de las poblaciones
parentales a la poblacion hibrida (Chakraborty, 1986), la mayoria de los cuales se basan en
la utilizacion de las frecuencias génicas. Estas metodologias asumen que las frecuencias
alélicas encontradas en la poblacién hibrida surgen como combinaciones lineales de las
frecuencias génicas de las poblaciones originales, y suponen que el efecto de la deriva
genética luego de la mezcla es insignificante. Bertorelle y Excoffier (1998) proponen un
nuevo método denominado mY para estimar el porcentaje de introgresion, basado en el
tiempo medio de coalescencia de los genes. Dicho estimador incluye, ademas de la
informacion proveniente de las frecuencias génicas, las distancias moleculares entre los
diferentes alelos. El indice mY se calculé utilizando el programa de computacion ADMIX 1.0
(Bertorelle y Excoffie, 1998).

La estimacioén del porcentaje de introgresion de genes indicos o taurinos en las razas
criollas se realiz6 a partir de la distribucion de frecuencias génicas de los nueve
microsatélites autosémicos analizados utilizando el coeficiente de mezcla mY (Bertorelle y
Excoffier, 1998). Las frecuencias génicas de la poblacion parental cebuina se calcularon

como el promedio de las razas Nelore y Brahman, mientras que las frecuencias de poblacion
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parental taurina se calcularon promediando las razas Aberdeen Angus, Holando, Hereford y
Jersey.

Otra metodologia ampliamente utilizada para evaluar el grado de mezcla génica se
basa en la utilizacion de genes privativos de razas. En el presente trabajo se calculd el
porcentaje de introgresién de genes indicos en las razas criollas utilizando cinco alelos
privativos del grupo cebuino correspondientes a tres loci (ETH225.153, ETH225.157,
ETH225.159, TGLA227.79, TGLA122.136). Estos alelos se presentaron con frecuencias
apreciables en las razas Nelore y Brahman y estuvieron ausentes en las razas Abeerden
Angus, Hereford, Holando y Jersey. El porcentaje de introgresion de genes indicos por via
paterna, se calculé a partir de las frecuencias génicas de los alelos de 124 pb y 88 pb,
correspondientes a los microsatélites INRA124 e INRA189, respectivamente. Estos alelos

han sido reportados como &lelos privativos del grupo indico.

3.3.8 Determinacion de la raza de origen de los individuos

En los ultimos tiempos se ha generalizado el uso de marcadores genéticos con
elevado grado de polimorfismo, como los microsatélites en los estudios de diversidad y
estructura genética de las poblaciones. Asociado a estas aplicaciones ha surgido un
creciente interés sobre la posibilidad de utilizar estos marcadores para asignar individuos a
determinadas poblaciones o razas. La metodologia de asignacion se ha utilizado para
diferentes propdsitos, como por ejemplo la demarcacion de poblaciones (Paetkau et al.,
1995; MacHugh et al., 1998; Primer et al., 1998; Roques et al., 1999; Bjornstad y Roed,
2002), estudios poblacionales en especies migratorias (Haig et al., 1997), determinacion del
origen de poblaciones contemporaneas (Nielsen et al., 1997) y resolucion de un caso
forense (Primmer et al., 2000). Ademas, estas técnicas son potencialmente aplicables a la
conservacion y manejo de recursos genéticos, asi como también a la trazabilidad de
alimentos procedentes de especies domésticas o silvestres.

Se ha desarrollado una gran variedad de metodologias de analisis estadistico con el
fin de asignar los individuos a sus poblaciones de origen (Bowcock et al., 1994; Ciampolini et
al., 1995; Paetkau et al., 1995; Rannala y Mountain, 1997; Cornuet et al., 1999; Pritchard et
al., 2000; Bjornstad y Roed., 2001). Una primera clasificacion, las agrupa segun la clase de
datos utilizados en:

a) métodos generales: los cuales pueden aplicarse a una amplia gama de datos.
Entre ellos, se encuentran el andlisis discriminante y las redes neuronales (Taylor et al.,
1994; Cornuet et al., 1996).
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b) métodos genéticos: se basan en la informacién aportada por los genotipos de
cada individuo y por las frecuencias génicas de las poblaciones candidatas. Dentro de esta
categoria se han desarrollado tres metodologias diferentes:

I) Métodos de distancias genéticas.
II) Métodos de frecuencias.
[II) Métodos bayesianos.

Métodos de distancias genéticas entre individuos

Los métodos de asignacién basados en distancias genéticas se basan en los mismos
principios que se aplican al estudio de las relaciones filogenéticas entre las poblaciones. No
obstante, se considera en estos casos a los individuos como unidades taxondmicas
operacionales (OTUs). Bowcock y colaboradores en 1994, desarrollaron una distancia
genética denominada allele-sharing (Das), que se estima como el complemento de los alelos

compartidos entre dos individuos:

D, =1- ZiAS/2r (16)

donde r es el numero de loci e iys €s una variable légica que toma para el j~th locus los

siguientes valores:

0 sino se comparten alelos
ing =1 1sise comparte unalelo
2 si se comparten los dos alelos

En este trabajo se utilizé la distancia Das y el método de construccion de filogenias de
neighbor-joining (NJ) para construir un arbol filogenético a partir de 15 individuos por raza.

La distancia Das presenta dos limitaciones importantes para el célculo de distancias
genéticas. Primero, no incorpora las diferencias de tamafio entre los alelos y segundo,
alcanza rapidamente un punto de saturacién que involucra a los individuos que no
comparten alelos, a pesar que algunos de ellos pertenezcan a la misma poblacion. Para
aminorar estas desventajas, se han desarrollado otras distancias que tienen en cuenta no
so6lo los alelos compartidos entre los individuos, si no también las diferencias de tamario
entre los alelos. Una de estas medidas de diferenciacion entre individuos es la distancia

Dswaswm -Stepwise allele shared measure- (MacHugh, 1996) que consiste simplemente en el
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numero minimo de pasos (expresados en unidades de repeticion) requerido para
transformar el genotipo de un individuo en el genotipo de otro. Se calcula como el nimero

promedio de cambios por locus:

Dy i = {Z min{genotipo A <> genotipo B}J/r (17)

J=1

donde r es el numero de los j-th loci. Por ejemplo, la distancia minima entre dos individuos
de genotipos 4/6 y 8/10 corresponde a (8 —4) + (10 - 6) = 8.

En el analisis filogenético de individuos y en los demas métodos de asignacion racial
se estudiaron solamente las razas criadas en la Argentina (Aberdeen Angus, Holando,
Hereford, Nelore, Brahman, Criolla Argentina y Jersey). Con en el fin de evitar la
superposicion de los individuos en los dendogramas, solo se incluyeron los 10 individuos
tipificados de la raza Jersey y 15 animales elegidos al azar de cada una de las demas
poblaciones. Las matrices de distancias genéticas Das ¥ Dswasm S€ calcularon con un
algoritmo desarrollado en el entorno de programacién Visual Basic, incluido en la planilla de
calculos EXCEL 2002 (Microsoft, EEUU). Para cada una de las distancias se realizé un arbol
filogenético de individuos con el método de neighbor-joining utilizando el programa
POPULATION 1.2.28. Para la edicion del dendograma, se emple6 el programa TreeView
1.6.6.

Métodos de frecuencias

Este método inicialmente desarrollado por Paetkau y colaboradores (1995), asigna
un individuo a la poblacion en donde su genotipo posea la mayor probabilidad de ocurrencia.
Suponiendo que se han tipificado j-th loci independientes en las i-th poblaciones de
referencia, la frecuencia del alelo k es pj. Si se asume que la poblacion esta en equilibrio de
Hardy-Weimberg, la probabilidad de ocurrencia de un genotipo AiA¢ en el locus j-th de la
poblacion i-th es igual a (pi)° si k = k' y a 2 pj pix Si no lo son. Si ademas se asume que
existe independencia entre los j loci, la probabilidad de un conjunto de genotipos es igual al
producto de las probabilidades de cada uno ellos. Entonces, el método de frecuencias
consiste en tres etapas: i) calcular las frecuencias génicas en las poblaciones candidatas; ii)
estimar la probabilidad de ocurrencia del genotipo multilocus en cada poblacion candidata, y
iii) asignar el individuo a la poblacién en la que la probabilidad del genotipo multilocus sea

mayor.
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Existen dos variantes principales del procedimiento de frecuencias para evaluar la
asignacion de los individuos a las razas, el método directo (Paetkau et al., 1995) y el de
simulacion de genotipos (Buchanan et al., 1994). El método directo, como se explicé en el
parrafo anterior, asigna un individuo a la poblacion donde su genotipo posea la mayor
probabilidad de ocurrencia. Para ello, se remueve al individuo de su poblacién de origen y se
recalcula las frecuencias génicas. El método de simulaciones consiste en la generacion de
una gran cantidad de genotipos multilocus (generalmente 1000) para cada poblacion
utilizando las frecuencias génicas observadas en cada una de ellas y asumiendo equilibrio
de Hardy-Weimberg e independencia entre los loci. Para cada individuo simulado se calcula
la probabilidad de pertenecer a cada raza y luego se asigna a la de mayor valor.

En el presente trabajo se utilizé el método basado en simulacién de frecuencias, con
el fin de evaluar la asignacion de los individuos a sus respectivas razas. De la misma
manera que en la construccion de los arboles filogenéticos de individuos, se incluyeron en
este analisis solamente las siete razas criadas en la Argentina. Para cada una de ellas y con
el objeto de evaluar la asignacion en un numero reducido de loci, se simularon un numero
variable de genotipos multilocus tratando de explorar la mayor parte del espacio
combinatorio formado por los arreglos de 1 a 9 microsatélites. De esta forma, para cada una
de las poblaciones se simularon 1000 genotipos y este analisis se llevo a cabo en diferentes
situaciones, como por ejemplo: 9 loci individuales, 8 combinaciones de 2 loci, 7
combinaciones de 3 loci, 6 combinaciones de 4 loci, y asi hasta considerar los 9 loci
conjuntamente.

Otro supuesto que presenta el método de frecuencias, a parte de los ya
mencionados anteriormente (HWE e independencia entre los loci), es que las frecuencias
génicas de la muestra no se desvien de las poblacionales. Esta dificultad se suma al hecho
que los microsatélites poseen alelos en muy baja frecuencia que pueden no estar
representados en la muestra. Cuando un individuo posee un alelo que no esta presente en
una determinada poblacion (pj = 0) el producto de las probabilidades para los genotipos
individuales es igual a cero, descartandose a priori la oportunidad de que este individuo
pertenezca a tal poblacion. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, ésto puede
deberse a la existencia de alelos en baja frecuencia no incluidos en la muestra. Para sortear
este inconveniente, las frecuencias nulas se reemplazaron por un valor constante de 0,01
(equivalente a la frecuencia de un alelo presente en sdélo una copia en una poblacién de 50
individuos).

En este estudio, los calculos de asignacién se realizaron con un algoritmo
desarrollado en el entorno de programacion Visual Basic, utilizando las herramientas
facilitadas por la planilla de calculos Excel 2002. Para evaluar el grado de asociacion lineal

entre la proporcion de individuos correctamente asignados y las variables heterocigosidad
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esperada, numero de alelos y el indice Fsr se estimé el indice de correlacion de Spearman
utilizando el programa SPSS 10.0.1 (SPSS Inc., LEAD Technologies, Chicago, lllinois,
Estados Unidos).

Métodos bayesianos

Se han mencionado dos limitaciones del método de frecuencias: 1) no provee un
valor de confianza o error de tipo |; 2) siempre asigna el individuo a una determinada
poblacion. Si la verdadera poblacién de origen del individuo no esta representada en el
conjunto de poblaciones de referencia, el método asignara el individuo a una poblacién
incorrecta (Cornuet et al., 1999). Estos autores inspirados en Rannala y Mountain (1997)
propusieron un nuevo meétodo de asignacion individual basado en simulaciones.
Brevemente, el procedimiento realiza para cada poblacién una simulacién de 10.000
genotipos utilizando las frecuencias génicas de la poblacion y calcula la probabilidad que un
individuo pertenezca a una determinada poblacion estimando las veces en que su genotipo
fue observado en la muestra. Un valor umbral de exclusién se fija previamente
(generalmente entre 0,05 y 0,001) para considerar a un individuo asignado o excluido de
una poblacién. De esta manera, un individuo es considerado correctamente asignado si

supera el umbral de probabilidad para una sdla poblacion de referencia.

3.3.9 Estadisticos forenses

Poder de exclusién

La disponibilidad de varias técnicas de analisis de la variabilidad genética como los
polimorfismos bioquimicos, los grupos sanguineos y especialmente los marcadores de ADN,
ha permitido su aplicacion como herramientas de utilidad en la identificacion individual y en
el control de filiacion. Una forma de cuantificar la eficacia de un conjunto particular de
marcadores genéticos es calcular la probabilidad de exclusion (PE) a priori, la que se define
como la probabilidad que un sistema genético especifico confiera evidencias que conduzcan
a la exclusion de un determinado suceso (ejemplo, la paternidad discutida de un padre, la
correspondencia entre la evidencia y la referencia en casos forenses, etc.). En el presente
trabajo, se evalu6 el poder de exclusion de nueve microsatélites (BM2113, BM1824, SPS115,
INRA023, ETH225, TGLA122, TGLA227, MGTG7 y TGLA53) en las razas bovinas de mayor
importancia econdémica de la Provincia de Buenos Aires (Abeerden Angus, Holando,
Hereford, Nelore, Brahman). Este indice se evalud en el contexto de diferentes escenarios

que se presentan frecuentemente en los casos de paternidad e identificacién individual. En
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todas las situaciones analizadas se considera que los marcadores genéticos utilizados

poseen herencia de tipo codominante y equilibrio de Hardy-Weinberg.

I) Paternidades: se analiz6 el polimorfismo genético de varios loci correspondientes a la cria

y a los padres con el fin de determinar el parentesco. Se analizan tres situaciones:

a) Determinacion del poder de exclusion de un padre putativo (p) contando con la
informacion del genotipo de la cria (¢) y de la madre (m). Esta situacion corresponde
también a la determinacion de una maternidad dudosa si se posee la informaciéon genética
del padre y de la cria. La probabilidad de exclusion de un locus (Jamieson y Taylor, 1997) es

igual a:

A 2
PE(p/m,c)zl—?_zk:xi2 +Zklxi3 +2Zk:xi4 —3zk:xi5 —2[Zk:xfj +3Zk:xl?ixf (18)
i=1 i=l1 i=1 i=1 i i

i=1

donde x; corresponde a la frecuencia génica del i-th alelo y k es el nimero de alelos. La

notacion PE(p / m, c¢) corresponde a el poder de exclusion del padre p dada la informacion
de genética de la madre my la cria c.

b) Determinacion del parentesco de un progenitor putativo (generalmente el padre)

cuando la informacion genética del otro progenitor no esta disponible. En este caso la

probabilidad (Jamieson y Taylor, 1997) se calculé como:

: 2 :
PE(p/c)=1—4ixi2+2(Zk:xi2J +4ix3—3zk:x;‘ (19)
i=1 i=1

i=1 i=1
donde x; corresponde a la frecuencia génica del i-th alelo y k es el nUmero de alelos.

c) Determinacion de la filiacion de ambos padres (por ejemplo, sustitucion de crias).

En esta situacion la probabilidad de exclusion (Jamieson y Taylor, 1997) se estima como:

2 2
PE(p,m/c) :1+4ixl.4 —4Zk:xi5 —3ixi6 —S[Zk:xizj +8(ixfj(zk:xfj+2(ix?j (20)
i=1 i=1 i=l1 i i i=l1

i=1

donde x; corresponde a la frecuencia génica del i-th alelo y k es el nUmero de alelos.
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1) Identificacién Individual (por ejemplo abigeato): se determina si el patrén genético de los
restos organicos de los animales faenados ilegalmente (referencia, r) se corresponde con
las muestras biolégicas secuestradas a los imputados (evidencia, e). El poder de exclusién
de un locus cuando se comparan dos genotipos (evidencia y referencia), también
denominado poder de discriminacion, se obtiene como el complemento de la probabilidad
que dos individuos tomados al azar de la poblacion presenten genotipos idénticos

(matching). En este caso se calculé como:

1

k k
PE(e/r)zl—Zx,“— Z4xi2sz. (21)
i=l1

J>i=l

donde x; e x; corresponde a la frecuencia génica de los i-th y j-th alelos y k al nimero de
alelos. El segundo término de la formula corresponde a la sumatoria de todas las

combinaciones posibles de genotipos heterocigotas x; x; (sin tener en cuenta el orden).
Probabilidad de exclusion combinada simple y doble

La eficacia conjunta de varios marcadores genéticos para excluir a un individuo se
puede cuantificar mediante el calculo de la probabilidad que se produzca la exclusién en uno
o0 mas loci. De esta manera, la probabilidad de exclusién combinada simple (PECs) se
calculd como (Boyd, 1954; Weir, 1990):

PEC; =1-]](1-PE,) (22)

donde PE; corresponde a la probabilidad de exclusion del i-th locus y r al nUmero de loci.

Para reducir el efecto de los errores de tipificacion genética, de las mutaciones
(Chakraborty et al., 1974) y de la presencia de alelos nulos (Pemberton et al., 1995) se ha
sugerido la aplicacion del criterio de exclusion en mas de un locus. La probabilidad de
exclusion combinada de dos o mas loci (PECp) puede ser calculada como uno menos la

probabilidad que ocurra exactamente una exclusion (Chakraborty et al., 1974):

PEC, =1-[](-PE)-Y PET] (- PE,) (23)

i#]
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donde PE; corresponde a la probabilidad de exclusion del i-th locus, r al numero de loci, y
PE; al poder de exclusion individual de los j-th loci diferentes del i-th locus considerado en

cada término del producto.
Indice forense o “likelihood ratio” (L)

El indice forense es una forma de cuantificar el peso de la evidencia genética. La
verosimilitud L de una hipétesis H dada la evidencia E puede expresarse como L (H\ E). La
verosimilitud de una hipétesis (Ej. H;) se evalua siempre en forma relativa a otra hipotesis

(H>). Esta comparacion se denomina razén de verosimilitud:

P(E\H
L(H],HZ\E):PETI) (24)

H,)

donde P(E \ H,) es la probabilidad condicional de la evidencia E bajo la hipotesis H;.

En los casos de identificacion individual se compara el patron genético de los restos
organicos de los animales faenados ilegalmente (referencia) con las muestras biolégicas
secuestradas a los imputados (evidencia). Por lo tanto, en el marco de las probabilidades
condicionales el termino E corresponde a los genotipos de las dos muestras bioldgicas
analizadas (evidencia y referencia). Las hipdtesis alternativas a contrastar son las
siguientes:

H;: la muestra secuestrada a los imputados (evidencia) pertenecié al mismo individuo que
los restos organicos correspondientes a los animales faenados ilegalmente (referencia).

Ho: la muestra secuestrada a los imputados no se corresponde con el animal faenado y por
ende corresponde a otro animal tomado al azar de la poblacion.

Si denominamos al genotipo de la evidencia como G, y al genotipo de la muestra de

referencia como G, El indice forense (Evett y Weir, 1998) se estima como:

I Pr(G,\G,,H,)

Pr(G.\G,,H,) (25)
Si se considera la primera hipotesis, en donde las muestras de referencia y evidencia

pertenecen al mismo individuo y no existen errores en la tipificacion de los marcadores

genéticos, el numerador de la formula 25 es igual a 1. Entonces, el indice L se transforma

en:
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L—__ 1
Pr(G\G,,H,) (26)

Para asignar el valor del denominador de la féormula 26, se debe responder la
siguiente pregunta: ¢ Cual es la probabilidad de observar el genotipo de la evidencia G, si la
muestra de la evidencia pertenece a otro individuo diferente del que aporté la muestra de
referencia? Si se considera a “otro individuo” como un animal tomado al azar de la poblacién
de origen de la muestra secuestrada, la probabilidad que la evidencia y la referencia posean
idéntico genotipo depende de las frecuencias génicas de dicha poblacion. De esta forma el

indice L se calcula como:

-l R

(27)

Donde P es la frecuencia genotipica en la poblacion de origen de la evidencia. En la
seccion Metodologias Estadisticas Empleadas para la Resolucion de Casos de Abigeato se

describe en mas detalle la definicién de “poblacion de origen de la evidencia”.

En el contexto de la inferencia de paternidades, la evidencia E corresponde a los
genotipos de la cria, madre y padre alegado en un locus particular. Las hipotesis alternativas
en este caso son:

H;: el padre alegado es el padre bioldgico de la cria.
Hy: el padre alegado no es el padre biolégico y corresponde por tanto a un individuo no
relacionado seleccionado al azar de la poblacion.

Si se considera el caso de paternidad mas frecuente, donde se conocen los
genotipos del padre alegado (G,), de la cria (G;) y de la madre (Gp,), el indice de paternidad
(L) se estima como (Pena et al., 1994; Aitkin, 1995; Marshall et al., 1998):

riG\G,.G,)Pr(G,)PrG,) PrlG\G,.G,)
rr(G)G,)pPr(G,)PriG,)  Pr(G)G,)

L(H,H,G,,G,.G,)= (28)

En los casos de paternidad donde se desconoce el genotipo materno, el indice de
paternidad se calcula de la siguiente manera:
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En las Tablas 5 y 6 se indican los valores del indice L para todas las combinaciones
de genotipos compatibles para las paternidades con/sin madre conocida, respectivamente.
Cuando se utilizan varios marcadores no ligados para inferir una paternidad, el indice L se

calcula como el producto del valor obtenido para cada uno de los locus.

Tabla 5. indices de paternidad (L) para todos los trios posibles de madre-cria-padre alegado. La letra
X representa cualquier alelo diferente de B, mientras que Y es cualquier alelo diferente de B y C. Las
frecuencias de los alelos B y C se indican como b y ¢, respectivamente. G, G, y G, son los genotipos
de la cria, el padre alegado y la madre, respectivamente. El indice L es igual al cociente de la cuarta y
quinta columna (ver férmula 28).

G. G, Gm Pr(G.| GmG,)  Pr(G.Gn) L (H1,H2)
BB BB BB 1 b 1/b

BB BX BB 112 b 1/2b

BB BB BX 1/2 b/2 1/b

BB BX BX 1/4 b/2 1/2b

BC BB cc 1 b 1/b

BC BX cc 112 b 1/2b

BC BB cY 1/2 b/2 1/b

BC BX cY 1/4 b/2 1/2b

BC BB BC 1/2 (b + c)/2 1/(b+c)
BC BY BC 1/4 (b + c)/2 1/2(b+c)
BC BC BC 1/2 (b + c)/2 1/(b+c)

Tabla 6. indices de paternidad (L) para todas las combinaciones posibles de cria-padre alegado, en
ausencia del genotipo de la madre. La letra X representa cualquier alelo diferente de B, mientras que
Y es cualquier alelo diferente de B e C. Las frecuencias de los alelos B y C se indican como b y c,
respectivamente. G;, G, son los genotipos de la cria y padre alegado, respectivamente. El indice L es
igual al cociente de la tercera y cuarta columna (ver férmula 29).

G. G, Pr(G. | G,) Pr (G.) L (H1,H2)
BB BB b b2 1/b

BB BX b/2 b2 1/2b

BC BB c 2bc 1/2b

BC BY c/2 2bc 1/4b

BC BC (b +c)/2 2bc (b + c)/4bc

Metodologia de asignacion de paternidades en situaciones de apareamiento multiple

Clasicamente, la metodologia utilizada en la determinacién de paternidades humanas
y de animales domésticos (Chakraborty et al., 1974; Jamieson et al., 1997) se basa en la
exclusion de todos los posibles padres candidatos de un descendiente particular utilizando
la informacion genética disponible. Si el procedimiento genera solamente la exclusion de
todos los padres alegados excepto uno, la paternidad se asigna a dicho individuo. Sin

embargo, en los animales domésticos, la practica de monta colectiva, la presencia de varios
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machos candidatos y usualmente la falta de informacion genética de la madre, provoca
frecuentemente que mas de un padre putativo resulten no excluidos de la paternidad de una
cria determinada (Meagher, 1986). Asimismo, el método de exclusidbn considera la
inconcordancia entre los genotipos de un padre putativo y la cria como evidencia conclusiva
de exclusion de la paternidad. Sin embargo, en la practica estas diferencias pueden
originarse por errores de tipificacion de los marcadores genéticos, por mutaciones
(Chakraborty et al., 1974) y por la presencia de alelos nulos (Pemberton et al., 1995).

Para superar los problemas del método de exclusidn en la asignacion de
paternidades se han desarrollado dos metodologias alternativas: 1) asignacion fraccionaria
(Devlin et al., 1988; Roeder et al., 1989; Smouse et al., 1994, Neff et al., 2001); y 2)
asignacion categorica (Meagher, 1986; Marshall et al., 1998; Slate et al., 2000). El modelo
de asignacion fraccionaria descompone la probabilidad de paternidad entre todos los padres
putativos no excluidos y genera un intervalo de confianza para cada estimador. La
metodologia de calculo y las suposiciones del modelo de asignacioén fraccionaria se pueden
consultar en el trabajo de Neff y colaboradores (2001). La metodologia de asignacion
categorica, utiliza el logaritmo de la razén de verosimilitud (LOD score: probabilidad de
paternidad de un padre determinado relativa a la probabilidad de paternidad de un padre
arbitrario de la poblacién) para seleccionar el padre mas probable (Thompson 1975;
Meagher, 1986).

Marshall y colaboradores (1998), definieron la variable + como el logaritmo del
cociente (diferencia de LOD scores) entre las razones de verosimilitud de los dos padres
putativos mas probables, y realizaron simulaciones de inferencias de paternidades para
evaluar la significancia de +. La simulacion de paternidades consiste en la generacion de un
numero suficiente (generalmente 10.000) de genotipos maternos, paternos y de las crias
con el fin de producir una distribuciéon del parametro +. Estos autores, desarrollaron para tal
fin un programa de computacion denominado Cervus® 2.0. El algoritmo de simulacién
incluye las siguientes variables con el objetivo de hacer el modelo mas realista: numero de
padres candidatos, proporcidon de padres candidatos muestreados (genéticamente
tipificados), numero de loci tipificados, tasa de error (fraccion de loci tipificados
incorrectamente). La ultima etapa de la simulacion consiste en encontrar un valor critico del
parametro + para comprobar la significancia de los + estimados en el caso de paternidad
analizado. Para ello, el programa compara la distribucion de + para los casos donde el
padre mas probable fue el verdadero padre frente a los casos donde el padre mas probable
no lo fue. Asumiendo por ejemplo un intervalo de confianza del 95%, el programa identifica

el valor de +, para el que el 95% de los padres verdaderos fueron los mas probables.
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En este trabajo se describe un caso de asignacion de paternidades correspondiente
a una disputa judicial entre dos criadores de la raza Holando de la Provincia de Buenos
Aires. La metodologia propuesta consistio en la determinacion de la paternidad de 5 crias y
5 padres candidatos, sin la informacion del genotipo materno de ninguna de las crias. Para
ello, se tipificaron en los 10 animales los 9 microsatélites analizados en esta tesis y el locus
BolLA-DRB3. La metodologia estadistica se basé en el modelo de exclusién categérica y se

realizé mediante el programa de computacion Cervus © 2.0 (Marshall et al., 1998).

Metodologias estadisticas empleadas para Ila resolucién de casos de abigeato

En el presente estudio se analizaron un total de 108 muestras correspondientes a 35
casos de robo de ganado bovino que ocurrieron en la Provincia de Buenos Aires. Una vez
realizada la tipificacion de los marcadores genéticos, la metodologia estadistica empleada
en la resolucién de dichos casos se basé en comparar el patron genético de los restos
organicos de los animales faenados ilegalmente (referencia) con las muestras biolégicas
secuestradas a los imputados (evidencia). La comparacion de la evidencia y la referencia
condujo a dos resultados alternativos: i) uno o mas marcadores no presentaron el mismo
genotipo en las dos muestras; y ii) coincidencia en todos los marcadores genéticos
analizados. En el primer caso, para concluir que las muestras de referencia y evidencia no
pertenecieron al mismo individuo se utilizé el principio de doble exclusion con el objeto de
reducir el efecto de los errores de tipificacion genética, de las mutaciones (Chakraborty et
al., 1974) y de la presencia de alelos nulos (Pemberton et al., 1995).

En el segundo caso, la coincidencia entre el perfil genético de las dos muestras, no
puede interpretarse como una prueba absoluta que ellas pertenezcan al mismo individuo.
Esto se debe a que el perfil genético encontrado, en teoria, puede ser compartido por otro
individuo de la poblacion. Por ende, es necesario estimar cual es la probabilidad de que ese
perfil se presente en la poblacion general. En la seccion Indice forense o ‘likelihood ratio” (L)
se describe brevemente el calculo del indice L, que como se menciond, cuantifica el peso de
la evidencia genética en el caso de coincidencia entre los genotipos de la muestras de
referencia (G;) y evidencia (G¢). Si dada la hipotesis H, (la muestra de referencia no
pertenece al mismo individuo que la evidencia secuestrada al sospechoso de robo, sino que
corresponde a otro individuo diferente de la poblacion) se asume que el individuo que aporta
la evidencia no esta relacionado genéticamente con el animal faenado, el indice L puede ser
estimado como el reciproco de las frecuencias genotipicas en la poblacion (formula 27).

En el contexto de los casos de abigeato tratados en este trabajo, la poblacion de los

posibles individuos que potencialmente pueden haber contribuido a la evidencia esta
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compuesta por los animales de las diferentes razas o subpoblaciones de animales que
conviven en la Provincia de Buenos Aires (en los casos forenses se considerara a las razas
como subpoblaciones de la poblacion general compuesta por los bovinos de una zona
determinada). Usualmente, la raza o subpoblacién a la cual pertenece la evidencia es
irrelevante, porque se pretende calcular la probabilidad de concordancia genética de las
muestras asumiendo que el perfil genético encontrado corresponde a otro individuo de la
poblacién. Una forma de resolver esta situacion, es calcular las frecuencias genotipicas a
partir de las frecuencias alélicas de la poblacién general, la que esta formada por los
individuos de las razas mas importantes de cria de la Provincia de Buenos Aires (Aberdeen
Angus, Hereford, Holando, Nelore y Brahman). Sin embargo, para inferir las frecuencias
genotipicas a partir de las génicas de una poblacién a través de la regla del producto (p?
para los genotipos homocigotos y 2pq para los heterocigotas) se requiere que las
frecuencias génicas en las subpoblaciones sean homogéneas. Esto no ocurre en la especie
bovina, la cual se compone de grupos de individuos o razas relativamente aisladas entre si
desde el punto de vista genético. Una forma de incorporar la estructura poblacional en el
calculo del indice forense, es mediante la utilizacion del indice Fsr de la poblacion general.

En este caso el indice L se calcul6 de la siguiente manera (Evett y Weir, 1998):

2F, +(1-F,)IBF, +(-F,)p.]

Pr(4,4,)= (1+F, J1+2F,)

(30)

) 2AF, +(-F,)p,]|F, +(-F,)p,]
0+quas)

Pr(4,4,
donde A; A; y Ai A; son los genotipos homocigotas y heterocigotas para un locus
determinado. P; y P; son las frecuencias génicas en la poblacion de los alelos iy j
respectivamente.

En el presente trabajo, se propone utilizar otra forma conservativa de evaluar el
indice L. Este enfoque alternativo se basa en determinar primero el origen racial de la
evidencia mediante la aplicacion de los métodos asignacion de individuos (3.3.8
Determinacién de la raza de origen de los individuos) y posteriormente, estimar el indice L

empleando las frecuencias de la raza asignada.
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3.3.10 Programas de computacion utilizados:

En la tabla 7 se mencionan los programas de computacién utilizados en el presente
trabajo. Los algoritmos desarrollados en el entorno de programaciéon Visual Basic se

encuentran disponibles previa solicitud al autor (jpliron@hotmail.com).

Tabla 7. Programas de computacion utilizados, autor y pagina web de descarga.

Programa Autor Pagina web
GENEPOP 3.1 Raymond y Rousset (1995) http://www.cefe.cnrs-mop.fr/genepop
FSTAT 2.8 Goudet (1999) http://www.unil.ch/izea/software/fstat.html
ARLEQUIN 2.0 Excoffier (1992). http://anthro.unige.ch/arlequin
POPULATIONS 1.2.28 Langella (2000) http://www.cnrs-gif.fr/pge
TreeView 1.6.6 Page (2001) http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html
PAST Hammer et al. (2003) http://folk.uio.no/ohammer/past
SPSS 10.0.1 LEAD Technologies (1999) http://www.spss.com
ADMIX 1.0 Bertorelle y Excoffie (1998) http://web.unife.it/progetti/genetica/Giorgio
Cervus 2.0 Marshall et al. (1998) http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen
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4.1. Frecuencias génicas y genotipicas

Con el fin de discriminar las variantes alélicas correspondientes a los microsatélites
BM2113 (D2S26), BM1824 (D1S34), SPS115 (D15), INRA023 (D3S10), ETH225 (D9S1),
TGLA122 (D21S6), TGLA227 (D18S1), TGLA53 (D16S3), MTGT7(D23S5), INRA124
(DYS6) e INRA189, los productos de amplificacién obtenidos por la técnica de PCR se
corrieron en geles de poliacrilamida desnaturalizante y se revelaron con nitrato de plata. En
la figura 6 se describe a modo de ejemplo el patron de bandas obtenidos para el
microsatélites TGLA227. El peso molecular de los alelos se determind mediante la
comparacion con ADN controles cuyos genotipos se confirmaron previamente por
secuenciacion (ver Analisis del tamafio molecular). Por otra parte, en la resolucion de
algunos de los casos de abigeato y de paternidades discutidas la informacion obtenida a
partir de los microsatélites se complementé con la tipificacion del locus de Clase Il BoLA-
DRB3. En este caso se empleo la técnica de PCR-RFLP y los pesos moleculares de los
fragmentos de restriccion se estimaron a través de la comparacién con el marcador de peso
molecular PBR322 digerido con Mspl (figura 7). Las frecuencias génicas y genotipicas se
calcularon por conteo directo. En las tablas 8-17 se detallan las frecuencias génicas
estimadas para cada uno de los once microsatélites analizados en cada una de las razas
incluidas en el presente estudio. Los datos de frecuencias genotipicas (datos no mostrados)

se encuentran disponibles en caso de ser solicitadas al autor.
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Figura 6. Productos de amplificacion correspondientes al microsatélite TGL227 corridos en geles
desnaturalizantes de acrilamida/bisacrilamida 4% (19:1) 1X TBE y tefidos con nitrato de plata.

Aberdeen Angus (AA), Holando (Ho), Saavedra (Saa), El Salvador (ES). Los alelos estan expresados
en pares de bases.

MPY 2 834 5 6 ¢ 8 9

MP LKF/C LK ABAAAMB BBA/ABB
Rsal Haellf Bstyf

Figura 7. Productos de amplificacion del locus BoLA-DRBS3 digeridos con la enzima Rsal, Haelll y
BstY1 Los fragmentos de digestion obtenidos fueron separados en geles de acrilimida/bisacrilamida
8% vy se tifieron con bromuro de etidio. MP: marcador de peso molecular PBR322 digerido con Mspl.

Las calles 1, 4 y 7 correspondieron a la muestra A; las calles 2, 5y 8 a la muestra B y las calles 3,6 y
9 a la muestra C.
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Tabla 8. Frecuencias génicas estimadas para el locus BM2113 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefa (Saa) y Criolla Yacumefia (Y). En color azul y rojos se indican las
frecuencias superiores a 0,3 y los alelos privativos de raza, respectivamente.

BM2113 N’ 122 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144

BZ 62 - 0,03 0,13 0,21 0,02 - 0,06 0,02 011 0,42 -
N 50 - - 0,04 0,26 - 0,02 016 0,06 0,06 030 0,10
Cebu 112 - 0,02 008 023 001 001 011 0,04 009 036 0,05
AA 118 - 0,07 005 002 001 026 035 0,08 0,14 0,03 -
He 68 - 0,12 0,07 - - 0,16 022 0,03 037 0,03 -
Ho 66 - 0,14 0,20 0,02 - 011 024 021 0,08 0,02 -
J 20 - - - - - 0,45 0,55 - - - -
T 40 0,05 0,10 - 0,03 0,10 - 0,10 0,15 0,28 0,20 -
Taurus 312 0,01 008 006 0,01 002 020 029 0,10 0,17 0,05 -
CAr 62 - 035 005 002 003 005 013 021 0,16 - -
ES 44 - 0,16 0,18 0,09 0,02 002 020 0,18 0,11 0,02 -
Saa 62 - 0,24 006 019 006 003 0,96 0,05 0,19 - -
Y 50 - 0,12 0,02 0,04 0,06 - 0,38 0,10 024 0,04 -
Criollas 218 - 0,22 0,08 009 004 003 022 0,13 0,18 0,02 -

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.

Tabla 9. Frecuencias génicas estimadas para el locus BM1824 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumefa (Y). En color azul se indican las frecuencias
superiores a 0,3.

BM1824 N’ 179 181 183 185 187 189 191

BZ 62 019 035 045 - - - -
N 50 0,08 0,550 0,42 - - - -
Cebu 112 0,14 043 044 - - - -
AA 108 045 0,13 0,20 - 0,01 0,20 -
He 72 021 0,14 047 - 0,01 0,215 0,01
Ho 66 0,21 014 0,35 - 0,02 0,29 -
J 16 - 0,75 0,19 - - 0,06 -
T 40 025 030 0,45 0,20 - 0,10 -
Taurus 302 022 0,29 0,27 0,04 001 0,16 -
CAr 62 021 035 0,29 - - 0,13 0,02
ES 44 0,14 0,27 0,34 - - 0,25 -
Saa 60 030 020 0,35 0,05 - 0,10 -
Y 50 026 0,30 0,30 - - 0,14 -
Criollas 216 0,23 0,28 0,32 0,01 - 0,15 -

" humero de cromosomas analizados en cada raza.
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Tabla 10. Frecuencias génicas estimadas para el locus SPS115 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefa (Saa) y Criolla Yacumefa (Y. En color azul y rojos se indican las frecuencias
superiores a 0,3 y los alelos privativos de raza, respectivamente.

SPS115 N' 234 238 242 244 246 248 250 252 254 256

BZ 54 - - - 0,61 0,04 0,07 0,06 0,93 0,04 0,06
N 52 - - - 0,73 0,12 - 0,04 0,08 - 0,04
Cebu 106 - - - 0,67 0,08 0,04 005 0,90 0,02 0,05
AA 118 0,02 - - 059 00 0,2 0,23 0,02 0,01 0,11
He 66 - - 0,02 0,39 - 0,15 0,11 0,06 0,02 0,26
Ho 64 - 0,03 - 0,47 0,03 022 0,13 0,09 - 0,03
J 20 - - - 0,45 - 0,25 - - 0,20 0,10
T 40 - - - 0,70 - - 0,18 0,10 - 0,03
Taurus 308 - 0,01 - 052 00 0,5 0,91 0,05 0,04 0,10
CAr 58 - - 0,05 0,67 - - 0,09 0,02 0,03 0,14
ES 42 - - 0,02 052 0,02 0,02 0,14 0,07 - 0,19
Saa 54 - - - 0,59 0,06 0,13 0,06 0,11 - 0,06
Y 48 - - - 0,63 - 0,02 0,15 0,10 - 0,10
Criollas 216 - - 0,02 060 002 004 0,11 0,08 0,01 0,12

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.

Tabla 11. Frecuencias génicas estimadas para el locus INRAO23 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumeia (Y). En color azul se indican las frecuencias
superiores a 0,3.

INRA023 N’ 195 197 199 201 203 205 207 209 211 213 215

BZ 62 0,02 0,91 0,08 - - 0,02 0,02 0,08 0,08 0,03 0,56
N 52 0,06 0,21 - - 0,10 - 0,08 0,0 0,27 0,04 0,25
Cebu 114 0,04 0,16 0,04 - 0,05 0,01 005 009 0,13 0,04 0,41
AA 116 - - - 0,01 0,16 0,05 0,47 0,22 - - 0,10
He 72 - - - 0,01 - 0,01 0417 0,217 0,03 0,5 0,46
Ho 60 - - - 0,03 0,15 - 0,37 005 0,22 0,02 0,27
J 20 - - 0,70 - - - 0,05 0,10 - - 0,15
T 38 - - 0,11 - 0,11 - 0,13 0,16 - 0,11 0,39
Taurus 306 - - 0,16 0,01 008 001 024 0,14 003 0,05 0,27
CAr 62 - - 0,13 0,06 005 002 0,20 021 005 0,05 0,34
ES 44 - - 0,16 0,02 0,05 - 023 0,11 0,18 - 0,25
Saa 62 - - 0,18 - - - 019 0,18 0,90 0,038 0,32
Y 48 - - 0,29 - - - 0,02 0,0 0,21 0,04 0,33
Criollas 216 - - 0,19 0,02 0,02 - 0,13 0,15 0,43 0,03 0,31

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.
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Tabla 12. Frecuencias génicas estimadas para el locus ETH225 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumefa (Y). En color azul se indican las frecuencias
superiores a 0,3.

ETH225 N’ 139 143 145 147 149 151 153 157 159

BZ 62 0,06 0,06 - 0,08 0,18 0,02 0,08 048 0,03
N 52 0,04 0,02 - 0,08 0,02 - 0,13 0,63 0,08
Cebu 114 0,05 0,04 - 0,08 0,10 0,01 0,1 0,56 0,05
AA 18 0,08 0,28 0,10 0,34 0,19 - - - -
He 72 026 010 0,25 0,33 0,15 - - - -
Ho 66 009 0,17 006 041 023 0,05 - - -
J 20 020 0,25 - 0,15 0,40 - - - -
T 40 030 0,18 0,03 0,13 0,38 - - - -
Taurus 316 0,19 0,19 0,07 0,27 0,27 0,01 - - -
CAr 62 013 032 005 0,19 0,31 - - - -
ES 44 045 0,07 0,07 023 0,16 - - - 0,02
Saa 62 008 0,19 0,18 0,24 0,23 - 0,06 0,02 -
Y 50 0,18 0,06 0,04 0,22 0,44 - 0,02 0,04 -
Criollas 218 0,21 0,16 0,08 0,22 0,28 - 0,02 0,01 0,01

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.

Tabla 13. Frecuencias génicas estimadas para el locus TGLA122 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumena (Y). En color azul se indican las frecuencias
superiores a 0,3. En color azul y rojos se indican las frecuencias superiores a 0,3 y los alelos
privativos de raza, respectivamente.

TGLA122 N' 136 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 166 168 170 172 182

BZ 60 042 - 0,03 002 - 0,05 025 0,15 - - - 007 0,02 - - - - -
N 50 034 - 012 0,06 0,08 0,02 0,10 0,14 - - 004 008 002 - - - - -
Cebu 110 0,38 - 0,08 0,04 0,04 0,04 0,18 0,15 - - 002 0,07 002 - - - - -
AA 110 - - 005 - - 009 0,74 0,02 0,02 003 - 005 - - - - - -
He 72 - 017 05 - 0,04 003 0,11 - - - - 010 - - - - - -
Ho 58 - 007 024 - - 014 029 0,14 - - - 003 003 - - - 0,03 0,02
J 20 - - 040 - - - 020 - - - - - - - 040 - - -
T 38 032 - 013 003 - 005 024 0,13 - - 003 005 - - 003 - - -
Taurus 298 0,06 0,05 0,28 0,01 0,01 0,06 0,32 0,06 - 0,01 0,01 0,05 001 - 009 - 001 -
CAr 60 005 - 022 - 0,02 002 022 0,15 0,02 - - 025 002 003 - 002 - -
ES 44 - - 016 - - 002 0,27 025 0,02 0,02 0,02 0,14 0,02 0,02 - 005 - -
Saa 52 002 - 017 0,02 0,02 006 021 0,21 0,06 004 - 010 0,04 004 - 002 - -
Y 44 005 - 0,18 - - - 032 036 - - 002 002 - - - - 005 -
Criollas 200 003 - 0,18 - 0,01 0,02 0,25 0,24 0,02 0,02 0,01 0,13 0,02 0,02 - 0,02 0,01 -

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.
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Tabla 14. Frecuencias génicas estimadas para el locus TGLA227 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumefa (Y). En color azul se indican las frecuencias
superiores a 0,3. En color azul y rojos se indican las frecuencias superiores a 0,3 y los alelos
privativos de raza, respectivamente.

TGLA227 N’ 79 81 83 85 89 91 93 95 97 99 101 105

BZ 62 061 0,05 0,18 0,02 - 0,02 0,03 - 0,05 0,05 - -
N 50 0,70 0,46 0,06 - 0,02 0,04 - - - 0,02 - -
Cebu 112 066 0,0 0,2 0,01 0,01 0,03 0,02 - 0,02 0,03 - -
AA 112 - - 025 006 0,6 0,21 0,04 0,14 0,01 0,13 - -
He 72 - 0,01 003 00 0,15 0,11 051 0,06 - 0,11 - -
Ho 58 - 0,05 0,16 003 0,22 0,247 0,07 0,07 - 0,26 0,02 0,05
J 20 - 0,05 0,35 - - - 0,20 0,35 0,05 - - -
T 38 0,42 - 0,13 021 0,13 - 0,05 - - 0,05 - -
Taurus 300 0,08 002 018 006 0,11 0,10 0,48 0,12 0,01 0,11 - 0,01
CAr 60 002 002 0,08 0,10 0,43 010 025 0,05 0,02 0,23 - -
ES 42 0,05 002 002 024 014 0114 024 0,02 - 0,12 - -
Saa 44 0,02 0,02 0,21 005 03 023 0,16 0,07 - 0,05 - -
Y 46 0,02 - 0,04 046 0,3 0,27 0,295 0,02 - - - -

Criollas 192 0,03 0,02 0,07 021 018 0,16 0,20 0,04 0,00 0,10 - -

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.

Tabla 15. Frecuencias génicas estimadas para el locus MTGTG7 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumenfa (Y). En color azul se indican las frecuencias
superiores a 0,3. En color azul y rojos se indican las frecuencias superiores a 0,3 y los alelos
privativos de raza, respectivamente.

MGTG7 N’ 282 284 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310

BZ 60 0,10 - 0,53 0,03 - 0,02 - - - 0,07 0,19 0,05
N 50 0,06 0,02 0,50 - - 0,04 0,02 - 0,04 0,10 0,95 0,06
Cebu 110 0,08 0,01 052 0,02 - 0,03 0,01 - 0,02 0,09 0,217 0,06
AA 110 - - 0,40 0,20 0,01 0,25 - 0,01 - - 0,14 -
He 72 - - 0,57 0,04 - 0,29 - - - 0,09 - -
Ho 58 - - 0,44 0,08 0,02 0,16 - - 0,02 0,03 0,27 -
J 20 - - 0,83 0,11 - 0,06 - - - - - -
T 38 - - 0,57 0,10 - 0,03 - - - - 0,30 -
Taurus 298 - - 0,56 0,11 - 0,16 - - - 0,02 0,14 -
CAr 60 - - 0,62 0,07 - 0,12 - - - 0,07 0,13 -
ES 44 - - 0,63 0,03 - 0,05 - - - 0,05 0,25 -
Saa 52 - - 0,42 0,02 - 0,26 - - 0,08 - 0,22 -
Y 44 - - 059 0,3 0,02 0,11 - - - 0,09 0,07 -
Criollas 200 - - 0,56 0,06 0,01 0,13 - - 0,02 0,05 0,17 -

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.

83



Tabla 16. Frecuencias génicas estimadas para el locus TGLAS3 en las razas bovinas de origen
cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Jersey (J) y Retinta (T); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana
(ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumefa (Y). En color azul se indican las frecuencias
superiores a 0,3. En color azul y rojos se indican las frecuencias superiores a 0,3 y los alelos
privativos de raza, respectivamente.

TGLA53 N' 151 155 157 159 161 163 165 167 169 171 173 179 181 183
BZ 62 - - 0,47 002 0,02 002 0,31 0,02 0,06 - 0,02 0,02 0,03 0,03
N 46 - - 0,76 0,02 - - 0,07 0,04 0,07 - - 0,02 - 0,02
Cebu 108 - - 0,61 002 0,01 001 0,19 0,03 0,06 - 0,01 0,02 0,02 0,03
AA 118 - 0,02 0,38 0,02 0,01 - 0,27 001 0,01 003 025 0,01 - -
He 66 0,06 - 044 0,15 0,02 - 0,08 0,02 021 0,03 - - - -
Ho 66 0,12 - 024 021 0,08 005 0,05 0,05 - 0,02 0,15 - - 0,05
J 20 - - 0,15 0,10 - - 0,40 0,30 - - - 0,05 - -
T 36 0,25 - 0,06 006 0,03 006 0,11 0,17 0,17 0,11 - - - -
Taurus 306 0,09 - 025 011 003 002 0,18 0,41 0,08 0,04 0,08 0,01 - 0,01
CAr 60 0,07 - 0,28 0,05 - 0,12 0,23 0,03 0,32 - - - - -
ES 40 0,10 - 033 005 0,05 003 0,20 0,05 0,15 0,03 0,03 - 0,08 0,03
Saa 52 0,10 - 0,44 0,02 - 0,10 0,12 0,06 0,06 0,04 0,04 - 0,04 -
Y 48 0,19 - 0,40 - 0,10 0,04 0,13 0,02 0,06 - - - 0,04 0,02
Criollas 200 0,11 - 0,36 0,03 0,04 007 012 0,04 0,15 0,02 0,02 - 0,04 0,01

" niimero de cromosomas analizados en cada raza.

Tabla 17. Frecuencias génicas estimadas para los loci del cromosoma Y: INRA124 e INRA189 en las
razas bovinas de origen cebuino: Brahman (BZ) y Nelore (N); taurino: Abeerden Angus (AA), Hereford
(He); y Criollas Americanas: Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla
Saavedreina (Saa) y Criolla Yacumena (Y).

INRA124 124 126 N'
INRA189 88 90 98 102

BZ 1 - - - 17

N 1 - - - 5

AA - - 1 - 10

He - - - 1 5

CAr 0,04 - 0,78 0,17 23

ES 0,26 - 0,74 - 12

Saa 0,22 0,17 0,14 0,47 36

Y 0,25 - - 0,75 4

" ndimero de individuos analizados en cada raza.
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4.2 Medidas de diversidad genética

La diversidad genética dentro de cada raza se evalué mediante el nimero de alelos
observados (N, ob), el numero de alelos esperados (N, esp), la heterocigosidad esperada
por locus (he) y la heterocigosidad esperada promedio (H.). Los nueve loci autosémicos
tipificados en el presente trabajo fueron polimoérficos en las once razas estudiadas,
presentando en todos los casos al menos dos alelos con frecuencias apreciables. En el
conjunto de las razas se identificaron un total de 104 alelos. Se detectaron un total de once
alelos privativos de raza (10,6%, hallados Unicamente en un so6lo rodeo), tres en la raza
Nelore, cuatro en Holando, tres en Aberdeen Angus y uno en Retinta. Las frecuencias
génicas de los alelos privativos fueron menores a 0,1 con la excepcién del alelo 144 del
locus BM2113 en la raza Nelore que se encontré en una frecuencia de 0,1 (Tabla 8). En los
loci SPS115 y MGTG?7 los alelos 244 y 292 respectivamente, fueron los mayoritarios en
todas las razas muestreadas (Tablas 10 y 15).

El nimero de alelos observados (N, ob) para cada locus en las razas analizadas se
describe en la tabla 18. El promedio del N,ob dentro de cada raza varié desde 7,8 en la raza
Criolla Chaquena Boliviana hasta 3,7 en la raza Jersey. Al comparar los marcadores, el
promedio varié desde 4,4 en el locus BM1824 hasta 8,9 en el TGLA53. Como el numero de
alelos observados depende en gran medida del tamafio muestral en cada poblacion, y
debido a que el numero de individuos tipificados fue diferente en las distintas razas, se
calculd el numero esperado de alelos (N.esp) para una muestra de 20 individuos (tabla19).

Este indice se estimé como el niumero de alelos promedio obtenidos en 1000 re-
muestreos sin reemplazo de 20 individuos para cada locus en cada raza. La raza Jersey no
se incluyé debido a que solo se tipificaron 10 individuos. El resultado mas llamativo se
observo en la raza Aberdeen Angus, donde el valor del N,esp fue de 5,7 en comparacion
con el obtenido de en la muestra original de 59 individuos (N,ob =7,1). La segunda raza con
menor Nj,ob fue la Retinta. Sin embargo, cuando se la comparé con las demas razas
utilizando el estimador N,esp, se observaron valores intermedios. EIl valor de N,esp se
redujo levemente en las demas razas con respecto al valor de Njob, aunque
comparativamente las razas presentaron los mismos valores relativos.

Los valores de H. observados entre los STRs variaron desde 5,8 en el locus SPS115
hasta 0,79 en el TGLA53 (tabla 20). La raza Jersey presentd la menor heterocigosidad
esperada promedio con un valor de 0,6. En el otro extremo se hallaron las razas Holando
(0,79), la Criolla Saavedrefia (0,78) y la Criolla Chaquefia Boliviana (0,77).
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Tabla 18. Numero de alelos observados para los microsatélites autosomicos: BM2113, BM1824,
SPS115, INRA023, ETH225, TGLA122, TGLA227, MGTG7 y TGLA53 en las razas: Brahman (BZ),
Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho), Jersey (J), Retinta (T), Criolla
Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumefia (Y).

- ~ ~ 2

2 S 2 a Q - ~ N DS ®

S © = S 8 < < o < £

s S & 4 = 3 a o o S

Q Q 7 2 W = = s [t o
BZ 8 3 7 9 8 8 8 7 11 7.7
N 8 3 5 8 7 10 6 9 7 7,0
AA 9 5 8 6 5 7 8 6 10 7.1
He 7 6 7 7 5 6 8 4 8 6,4
Ho 8 5 7 7 6 9 10 7 10 7.7
J 2 3 4 4 4 3 5 3 5 3,7
T 8 5 4 6 5 9 6 4 9 6,2
CAR 8 5 6 9 5 11 10 5 7 7.3
ES 9 4 7 7 6 11 9 5 12 7.8
Saa 8 5 6 6 7 13 9 5 10 7.7
Y 8 4 5 6 7 7 7 6 9 6,6
Promedio 75 44 60 68 59 85 78 55 89 6,8

Tabla 19. Numero promedio de alelos esperados para una muestra de 20 individuos (n = 40)
estimados sobre la base de 1000 remuestreos independientes sin reemplazo para los microsatélites
autosémicos: BM2113, BM1824, SPS115, INRA023, ETH225, TGLA122, TGLA227, MGTG7 y
TGLAS3 en las razas Brahman (BZ), Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho),
Retinta (T), Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla Saavedrefa (Saa) y
Criolla Yacumenfa (Y).

°© 3 = & 5 8§ § 5 3|3

T 2 5 I § 3 5 @& 3| g

= & s = E & P 2 P&
BZ 7,2 30 65 78 75 71 70 64 8,6 6,8
N 7,7 30 49 79 65 94 54 83 5,9 6,6
AA 7,5 43 58 53 50 57 7,1 4,7 6,1 57
He 6,6 51 60 60 50 57 69 39 6.8 58
Ho 7,2 46 65 64 59 80 92 58 9,3 7,0
T 8,0 50 40 60 50 87 60 38 8,8 6,2
CAR 7,4 47 54 85 50 90 89 50 6,8 6,7
ES 8,7 40 66 69 59 104 86 48 113 7,5
Saa 7,8 49 57 59 67 107 77 46 9,0 7,0
Y 7,7 40 48 57 67 63 64 57 8,5 6,2
Promedio 7,6 43 56 66 59 81 73 53 8,1 6,5
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Tabla 20. Heterocigosidad esperada (h,) estimada para los microsatélites: BM2113, BM1824,
SPS115, INRA023, ETH225, TGLA122, TGLA227, TGLA53 y MGTG?7 en las razas: Brahman (BZ),
Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho), Jersey (J), Retinta (T), Criolla
Argentina (CAr), Criolla Chaquefa Boliviana (ES), Criolla Saavedreia (Saa) y Criolla Yacumenfa (Y).

© 3y =© & g 8 § 8 &

S 2 5 § £ 3 3 3 §5|n

9 9 ) 2 m 2 2 2 S
BZ 0,757 0,643 0,607 0,658 0,723 0,745 0,594 0,691 0,670| 0,676
N 0,814 0,579 0,452 0,850 0,576 0,838 0,488 0,418 0,721] 0,637
AA 0,783 0,701 0,610 0,705 0,758 0,446 0,835 0,725 0,728| 0,699
He 0,781 0,700 0,752 0,720 0,774 0,648 0,693 0,739 0,583]| 0,710
Ho 0,834 0,743 0,716 0,767 0,751 0,823 0,863 0,857 0,717| 0,786
J 0,521 0,425 0,721 0,500 0,753 0,674 0,747 0,753 0,307| 0,600
T 0,850 0,795 0,481 0,789 0,741 0,824 0,758 0,871 0,598]| 0,745
CAR 0,794 0,741 0,526 0,817 0,758 0,830 0,849 0,793 0,589| 0,744
ES 0,864 0,745 0,678 0,831 0,723 0,833 0,848 0,858 0,555| 0,771
Saa 0,842 0,747 0,622 0,798 0,824 0,876 0,832 0,776 0,715| 0,781
Y 0,782 0,748 0,578 0,763 0,733 0,745 0,734 0,790 0,628| 0,722

4.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y desequilibrio de ligamiento

Para evaluar el desequilibrio de Hardy-Weinberg se utilizé el indice Fs. El valor de
probabilidad del estadistico (error de tipo I) se evalué mediante el test exacto de HWE (Gou
y Thompson, 1992), incorporado en el programa GENEPOP 3.1 (Raymond y Rousset,
1995a). En total, 19 de las 99 combinaciones locus-poblacién (9 loci en 11 poblaciones)
mostraron desviaciones significativas del HWE con valores de probabilidad inferiores al 5%
(tabla 21). EI numero observado de desequilibrios fue mayor al esperado simplemente por
azar (aproximadamente cinco). La proporcion de los desequilibrios fue similar en los nueve
loci analizados, observandose un rango de 1 a 3 poblaciones por locus en desequilibrio de
Hardy-Weinberg. Sin embargo, la comparacion de marcadores en desequilibrio entre las
razas evidencio una marcada diferencia entre ellas. Mientras que dos razas concentraron 10
de los 19 desequilibrios observados (Nelore = 6, Hereford = 4), las cuatro razas criollas sélo
presentaron dos desequilibrios en las 36 combinaciones locus-poblacién analizadas.

En las pruebas que presentaron desvios significativos de las frecuencias esperadas
bajo el HWE se observd una proporcion similar de valores positivos y negativos del indice
Fis (10 y 9 respectivamente, tabla 21), lo que estaria indicando la ausencia de una tendencia

hacia el exceso o pérdida de heterocigotas observados. Con el fin de comprobar este patrén

87



de desequilibrios se evaluaron las hipdtesis nulas de exceso y deficiencia de individuos
heterocigotas mediante la prueba U (Rousset y Raymond, 1995). Estos analisis confirmaron
los resultados obtenidos previamente mediante la prueba exacta de Fisher (Ho: exceso y
deficiencia de heterocigotas).

La prueba global de HWE para todos los loci tomados en conjunto en cada poblacion
y para el conjunto de poblaciones en cada locus se determiné utilizando el método de Fisher
(Raymond y Rousset, 1995a). El nivel de significancia de la prueba se ajustdé mediante la
correccion de Bonferroni (Weir, 1990). Los loci INRA023, ETH225 y TGLAS3 presentaron un
desequilibrio significativo de Hardy-Weinberg en el conjunto de poblaciones. Ademas, se
observé desequilibrio en las poblaciones de Nelore, Hereford y Aberdeen Angus.

Para analizar la independencia de los genotipos entre los loci o desequilibrio de
ligamiento se utilizo el programa GENEPOP 3.1 (Raymond y Rousset, 1995a). Las tablas de
contingencia para las 36 combinaciones de loci en cada una de las 11 poblaciones
analizadas se evaluaron mediante la prueba exacta de Fisher. Se observaron un total de
18 desequilibrios de ligamiento en las 396 tablas analizadas (tabla 22). Este valor fue inferior
a los 19,6 desequilibrios de ligamiento esperados por azar considerando un error de tipo |
del 5%. La proporcion de desequilibrios entre los distintos pares de loci en el conjunto de
razas fue similar, observandose un rango de 0 a 2 razas en desequilibrio por par de
marcadores estudiados. Al igual que lo observado en la prueba Hardy-Weinberg, la
comparacion del nimero de marcadores en desequilibrio de ligamiento entre las razas
evidencié una marcada heterogeneidad. Mientras que sélo dos razas concentraron 11 de los
18 desequilibrios observados (Abeerden Angus = 6 y Hereford = 5), las demas razas
analizadas presentaron uno o ningun desequilibrio de ligamiento, exceptuando la raza
Criolla Argentina que presento tres.

La prueba global de desequilibrio de ligamiento para todos los pares de loci tomados
en conjunto en cada poblacion y para el conjunto de poblaciones en cada par de loci se
determind utilizando el método de Fisher (Raymond y Rousset, 1995a). El nivel de
significancia de la prueba se ajustdé mediante la correccion de Bonferroni (Weir, 1990). En
este caso, todas las poblaciones y todos los marcadores presentaron equilibrio de

ligamiento.
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Tabla 21. Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) evaluado a través del indice de Fis y el valor de
probabilidad de Fisher para cada locus en las once razas analizadas. Se incluye el nivel de
significancia global del HWE para todos los loci tomados en conjunto en cada poblacion y para el
conjunto de poblaciones en cada loci. Aunque se analizaron las 99 combinaciones de loci-poblacion,
solamente se incluyen en la tabla las que presentaron valores de probabilidad de HWE inferiores a
0,05. En la parte superior se detalla el valor de probabilidad y en la inferior el resultado del indice Fis.

BM2113 BM1824 SPS115 INRA023 ETH225 TGLA122 TGLA227 MGTG7 TGLA53 C:r:j(ilbn-ta
0,0408/
BZ - - - - - - - - 022 -
N 00106/ 00038/ 00134/ 0011/ 00381/ ] 0,0018/ "
20,32 019  -0,001 0.09 0.18 0,49
0,0188 / 0,004/
AA ; P ; ] ; ; ; ; 2099 | 00027
He 0,0012 ] 0,0009/ 0,0007/ 0,0005/ ] ) ) ] N
1-017 030 036  -015
Ho ) ] ) ) ) 00316/ 0,0363 ) )
0,21 /20,002
J 0,0455 ] ] ] ) ] ) ) ] )
/-08
. ) ] ] 0,0091 / ) ] 0,0009 / ] ] )
20,21 0,31
CAR ; - ; ; ; ; ; - - ;
ES ; - ; ; ; ; ; - - ;
0,0169 /
Saa - 20,03 - - - - - - - -
0,0243 /
Y - - 0,28 - - - - - - -
Prob. ; - ; 0,0005  0,0005 ; ; ; 0,0031
Conjunta

" altamente significativo

&9




Tabla 22. Valores de probabilidad obtenidos para el equilibrio de ligamiento para todas las
combinaciones de los loci en cada una de las razas mediante el método de Fisher. Se incluyen en la
tabla unicamente los valores de probabilidad inferiores a 0,05.

N

AA

He

Ho

T CAR

ES SAA

global

BM2113
BM2113
BM1824
BM2113
BM1824
SPS115
BM2113
BM1824
SPS115
INRAO23
BM2113
BM1824
SPS115
INRAO23
ETH225
BM2113
BM1824
SPS115
INRAO23
ETH225
TGLA122
BM2113
BM1824
SPS115
INRAO23
ETH225
TGLA122
TGLA227
BM2113
BM1824
SPS115
INRAO23
ETH225
TGLA122
TGLA227
MGTG7

BM1824
SPS115
SPS115
INRAO23
INRAO23
INRAO23
ETH225
ETH225
ETH225
ETH225
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
MGTG7
MGTG7
MGTG7
MGTG7
MGTG7
MGTG7
MGTG7
TGLAS3
TGLAS3
TGLAS3
TGLAS3
TGLAS3
TGLAS3
TGLAS3
TGLAS3

0,025
0,009

0,033

0,050

0,037

- 0,018

Global
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4.4 Estructura poblacional

4.4.1 Test de diferenciaciéon poblacional

En el presente trabajo se calcularon los test de diferenciacion genética y genotipica
para cada uno de los 9 microsatélites analizados entre las 11 razas bovinas estudiadas.
Ademas, se estimo la diferenciacion génica y genotipica para cada par de poblaciones. Los
calculos se realizaron con el programa de computacion GENEPOP 3.1 (Raymond y Rousset
1995a).

Todos los loci analizados mostraron diferencias significativas a nivel génico y
genotipico entre las 11 poblaciones analizadas (p < 0,01). La diferenciacién génica y
genotipica para el conjunto de loci entre cada par de poblaciones se evalué mediante el
método de Fisher (Raymond y Rousset, 1995b). El nivel de significancia de la prueba se
ajustd mediante la correccion de Bonferroni (o = 0,0055). De todos los pares de poblaciones
comparadas, solamente las razas Criolla Argentina y Criolla Chaquefa Boliviana no
presentaron diferencias significativas (p > 0,0055) entre sus frecuencias génicas, aunque si
lo hicieron en sus frecuencias genotipicas (p = 0,0016). En estas dos poblaciones, de los 9
loci analizados, solamente el microsatélite ETH225 presentd valores de probabilidad

inferiores al 5% para las dos pruebas.

4.4.2 Coeficientes de subdivision poblacional (estadisticos F)

En el presente estudio, la subdivision poblacional se evalué mediante el calculo de
tres indices de fijacion: Fst (Weir y Cockherham, 1984), Gst (Nei, 1973) y Rsr (Slatkin, 1995).

Como se muestra en la tabla 23, los indices Fst y Gst evidenciaron valores similares
en los 9 microsatélites analizados. Los valores de estos estimadores de subdivision variaron
en forma considerable entre los marcadores utilizados, desde 0,023 en el locus SPS115
hasta 0,14 en el locus TGLA227.

El indice Rst esta basado en el Stepwise Mutation Model y tiene en cuenta las
diferencias en el nimero de repeticiones de los alelos. Como se observa en la tabla 23, los
valores estimados para este estadistico son diferentes a los calculados por los otros dos
indices de fijacion. El promedio del Rst (0,144) para todos los loci fue mayor al obtenido por
el Fst (0,078) y Gst (0,087), lo que implica que la diferenciacion entre las poblaciones no
s6lo esta dada por las frecuencias génicas sino también por el tamafo de los alelos. Las
diferencias del parametro Rsr entre los loci fue mucho mas acentuada que en los otros
estimadores de subdivision. Algunos marcadores como el BM1824, MGTG7 y TGLA53
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presentaron valores inferiores a 0,03 mientras que en el otro extremo los microsatélites
TGLA227 y ETH225 evidenciaron valores de 0,38 y 0,41, respectivamente.

Tabla 23. Estimacion de los niveles de subdivision genética mediante los indices Fst, Gst Y Rst para
los nueve loci estudiados.

Locus Fsr Gst Rst

BM2113 0,091 0,096 0,072
BM1824 0,058 0,071 0,025
SPS115 0,023 0,033 0,035
INRA023 0,087 0,096 0,093
ETH225 0,097 0,106 0,411
TGLA122 0,100 0,108 0,145
TGLA227 0,144 0,149 0,380
MGTG7 0,030 0,042 0,023
TGLAS3 0,073 0,081 0,027
Promedio 0,078 0,087 0,144

4.4.3 Analisis molecular de la varianza (AMOVA)

Una forma de inferir la estructura genética de las poblaciones es mediante el analisis
molecular de la varianza (AMOVA). Este método permite partir la varianza genética total del
conjunto de razas estudiadas en sus componentes de variacion entre razas, dentro de las
razas y entre grupos de razas.

Un primer andlisis de la varianza se realizé en las 11 razas bovinas utilizando los
nueve microsatélites autosémicos incluidos en el presente trabajo. Como se observa en la
tabla 24, el porcentaje de variacion entre las razas fue del 9% versus un 91% de variacion
dentro de cada una. El porcentaje de variacion entre las razas en el AMOVA es el
equivalente al indice Fgr.

Un segundo AMOVA se realizd separando las razas analizadas en dos grupos segun
su origen cebuino o taurino (tabla 25). En este caso, el porcentaje de variacion entre estos
grupos fue de 7,8% frente a un 5,8% obtenido entre las poblaciones dentro de cada grupo.
Esto indicaria que la mayor parte de las diferencias genéticas halladas entre las razas
estudiadas se corresponde con su origen. Los marcadores ETH225 y el TGLA227 presentan
un porcentaje de variaciébn entre las razas cebuinas y taurinas de 20% y 19%,
respectivamente; y entre las poblaciones dentro de estos grupos de solo 3,2% y 6,8%,
respectivamente. El BM2113 mostré un porcentaje de variaciéon mayor entre los grupos (9%)

que dentro de ellos (5%), si bien esta diferencia no fue tan marcada.
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Por ultimo, se efectud un tercer analisis de la varianza que incluyé solamente las
razas taurinas agrupadas segun su origen europeo o americano (razas criollas). Como se
observa en la Tabla 26, el porcentaje de variacion entre las razas criollas y las europeas

alcanza solamente el 1% versus un 6% entre las poblaciones dentro de los grupos.

Tabla 24. Andlisis molecular de la varianza (AMOVA) de los 9 microsatélites analizados en las razas
bovinas estudiadas. Se incluyen los porcentajes de variacion observados entre las razas y el
correspondiente a los individuos dentro de las razas.

% de variacion

Locus Entre razas Dentro de Razas
BM2113 8,7 91,3
BM1824 5,8 94,2
SPS115 3,1 96,9
INRA023 9,2 90,8
ETH225 11,2 88,8
TGLA122 12,6 87,4
TGLA227 14,8 85,2
MGTG7 3,6 96,4
TGLAO053 7,3 92,7
Total 8,8 91,2

Tabla 25. Analisis molecular de la varianza (AMOVA) de los 9 microsatélites estudiados en las razas
bovinas agrupadas segun su origen. Razas cebuinas: Brahman y Nelore; Razas taurinas: Abeerden
Angus, Hereford, Holando, Jersey y Retinta; Criolla Argentina, Criolla Chaquena Boliviana, Criolla
Saavedrena y Criolla Yacumefia. Se incluyen los porcentajes de variacion observados entre los
grupos cebu vy taurus, entre las razas dentro de estos grupos y el correspondiente a los individuos
dentro de las razas.

% de variacion

Locus Entre grupos Entre razas dentro de Dentro de razas
(cebu y taurus) grupos
BM2113 9,1 52 85,7
BM1824 4.4 4,2 91,4
SPS115 0,5 2,9 96,6
INRA023 2,5 8,3 89,2
ETH225 20,0 3,2 76,8
TGLA122 5,0 10,6 84,4
TGLA227 18,9 6,8 74,4
MGTG7 0,9 3,3 95,8
TGLAO053 24 6,4 91,2
Total 7,8 5,8 86,4
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Tabla 26. Analisis molecular de la varianza (AMOVA) de los 9 microsatélites estudiados en las razas
bovinas taurinas agrupadas segun su lugar de origen. Taurinas europeas: Abeerden Angus, Hereford,
Holando, Jersey y Retinta; Criollas Americanas: Criolla Argentina, Criolla Chaquefa Boliviana, Criolla
Saavedrena y Criolla Yacumefia. Se incluyen los porcentajes de variacion observados entre los
grupos de razas europeas y americanas, entre las razas dentro de sus grupos y el correspondiente a
los individuos dentro de las razas.

% de variacion

Locus Entre grupos Entre razas dentro de
(Europeos y Criollos) grupos Dentro de razas

BM2113 0,9 57 93,4
BM1824 0,4 4,4 95,1
SPS115 1,6 1,9 96,5
INRAO23 0,9 8,1 91,0
ETH225 1,9 3,1 95,0
TGLA122 0,2 12,5 87,2
TGLA227 1,3 8,0 90,8
MGTG7 1,0 3,3 95,7
TGLA053 1,0 57 93,2
Total 1,0 6,1 93,0

4.5 Distancias génicas y arboles

Con el fin de evaluar las relaciones filogenéticas entre las razas bovinas estudiadas,
se calcularon tres medidas de distancias genéticas: Da (Nei et al., 1983), D¢ (Cavalli-Sforza
y Edwards, 1967) y Dsw (Shriver et al., 1995). En las tablas 27, 28 y 29 se detallan los
valores obtenidos de las distancias genéticas entre cada par de razas. A partir de cada una
de las matrices de distancia genética se construyeron dos fenogramas (figuras 8, 9 y 10)
empleando los métodos de UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) y NJ (Saitou y Nei, 1987). Para
determinar la fiabilidad de los arboles filogenéticos se realizé un test de bootstrap de loci con
1000 iteraciones. Las matrices y los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el
programa de computacion POPULATIONS 1.2.28 (Langella, 2000). La raza Jersey, debido
al reducido numero de animales tipificados (N = 10), generaba distorsiones en la topologia
general de los arboles; por esta razén se excluyo del analisis filogenético.

Como se observa en las figuras 8-10, la topologia de los arboles vario
considerablemente segun las distancias y los algoritmos de construccién utilizados. Una
primera distincion se observo entre los fenogramas construidos a partir de las distancias
clasicas Da y D¢ versus la Dsw, que se basa en el modelo de mutaciones SMM. Otra

diferencia notoria se encontrd entre los arboles generados por el método de agrupacién
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UPGMA versus el de NJ. En la mayoria de los casos, los valores obtenidos por el test de
boostrap fueron bajos, con la excepcion de las agrupaciones que incluian las razas Nelore y
Brahman (valores de bootsrap entre 85 y 100%) y las razas Aberdeen Angus y Holando
(valores de bootstrap entre 96 y 98% en los arboles estimados con las distancias Da y Dc).
En los arboles construidos con el método UPGMA a partir de las distancias Da y D¢
se observaron dos cluster principales que incluian las razas de origen indico y taurino,
respectivamente. El grupo taurino se subdividié a su vez en un cluster que incluy6 a las
razas de origen europeo y en otro correspondiente a las razas iberoamericanas. En el
fenograma construido a partir de la distancia Dsy con el algoritmo UPGMA, las razas
europeas se entremezclaron con las criollas americanas y la raza espafiola Retinta se
localizd en el mismo cluster que las razas cebuinas. Los arboles generados con el algoritmo
de NJ, evidenciaron las siguientes caracteristicas: i) las razas criollas se encontraron
dispersas a lo largo de todo el arbol; ii) en los tres fenogramas construidos con este método
las raza Criolla Yacumefa se agrup6 en un mismo cluster con las razas Retinta, Nelore y
Brahman vy iii) en los dos fenogramas construidos a partir de las distancias clasicas DA y

DC, las razas europeas se agruparon en un mismo cluster.

Tabla 27. Matriz de distancias estandar de Nei, Da (Nei et al., 1983) estimada sobre la base de 9
microsatélites en las razas bovinas: Brahman (BZ), Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He),
Holando (Ho), Retinta (T); Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla
Saavedreia (Saa) y Criolla Yacumefia (Y).

BZ N AA He Ho T CA ES Sa Y
Bz 0,000
N 0,091 0,000
AA 0,320 0,388 0,000
He 0326 0372 0,178 0,000
Ho 0,302 0,350 0,111 0,151 0,000
T 0215 0,295 0,249 025 0,232 0,000
CA 0243 0315 0,162 0,122 0,148 0,146 0,000
ES 023 0,292 0,163 0,150 0,114 0,160 0,073 0,000
Sa 0226 0,283 0,146 0,158 0,129 0,174 0,095 0,086 0,000
Y 0,213 0300 0,216 0,186 0,184 0,152 0,117 0,087 0,115 0,000
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Tabla 28. Matriz de distancias genéticas, D¢ (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967), estimada sobre la
base de 9 microsatélites en las razas bovinas: Brahman (BZ), Nelore (N), Abeerden Angus (AA),
Hereford (He), Holando (Ho), Retinta (T); Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES),
Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla Yacumefia (Y).

BZ N AA He Ho T CA ES Sa Y
BZ 0,000
N 0,263 0,000
AA 0,489 0,547 0,000
He 0,491 0,530 0,355 0,000
Ho 0,479 0518 0,283 0,336 0,000
T 0,401 0468 0430 0441 0418 0,000
CA 0425 0481 0341 0305 0327 0,329 0,000
ES 0,417 0467 0354 0327 0292 0,347 0,235 0,000
Sa 0,406 0463 0327 0345 0311 0,364 0,273 0,260 0,000
Y 0,394 0474 0388 0366 0366 0,335 0,288 0,257 0,295 0,000

Tabla 29. Matriz de distancias genéticas, Dsyw —Stepwise weighted— (Shriver et al., 1995) entre las
razas bovinas: Brahman (BZ), Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He), Holando (Ho), Retinta
(T); Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla Saavedrefia (Saa) y Criolla
Yacumena (Y).

BZ N AA He Ho T CA ES Sa Y

BZ 0,000

N 0,137 0,000
AA 0,792 1,054 0,000

He 0,821 1,159 0,453 0,000

Ho 0,684 0941 0,154 0,269 0,000

T 0319 0,589 0410 0485 0,368 0,000

CA 0,700 1,019 0,205 0,296 0,134 0,355 0,000

ES 0,725 0,015 0,19 0370 0,145 0,339 0,094 0,000

Sa 0,621 0866 0189 0,343 0,109 0,357 0,093 0,106 0,000

Y 0,503 0,721 0,228 0357 0,211 0,259 0,199 0,174 0,146 0,000
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Figura 8. Fenogramas construidos con los métodos UPGMA (A) y NJ (B) a partir de la matriz de
distancia Da. Se incluyen las razas Brahman (BZ), Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He),
Holando (Ho), Retinta (T), Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefa Boliviana (ES), Criolla
Saavedrena (Saa) y Criolla Yacumefa (Y). Los numeros en los nodos representan el porcentaje de
ocurrencia del grupo en 1000 iteraciones del test de boostrap.
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Figura 9. Fenogramas construidos con los métodos UPGMA (A) y NJ (B) a partir de la matriz de
distancia D¢. Se incluyen las razas Brahman (BZ), Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He),
Holando (Ho), Retinta (T), Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla
Saavedrena (Saa) y Criolla Yacumena (Y). Los numeros en los nodos representan el porcentaje de
ocurrencia del grupo en 1000 iteraciones del test de boostrap.
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Figura 10. Fenogramas construidos con los métodos UPGMA (A) y NJ (B) a partir de la matriz de
distancia Dsy. Se incluyen las razas Brahman (BZ), Nelore (N), Abeerden Angus (AA), Hereford (He),
Holando (Ho), Retinta (T), Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla
Saavedrena (Saa) y Criolla Yacumefia (Y). Los numeros en los nodos representan el porcentaje de
ocurrencia del grupo en 1000 iteraciones del test de boostrap.

4.6 Analisis multivariado

Con el fin de resumir las relaciones genéticas entre las razas se realizo el analisis de
componentes principales (ACP). Para este analisis se utilizaron las frecuencias génicas
transformadas segun Cavalli-Sforza (1994) correspondientes a los 98 alelos encontrados en
las todas las razas con la excepcion de Jersey. Como se mencionoé en el punto anterior, la
inclusion de esta raza en el ACP generd distorsiones en la representacion espacial de los
componentes principales (CP), probablemente debido al escaso numero de animales
tipificados.

Las tres primeras dimensiones del ACP explicaron un total de 67% de la varianza. El
primer CP (40%) dividié las razas en dos grupos claramente diferenciados que se
correspondieron con su origen taurino e indico, respectivamente (Figura 11). El segundo CP

(15%) diferencié las razas taurinas en un cluster europeo y otro iberoamericano, aunque
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esta divisién no fue tan marcada como en el primer CP. El tercer CP (12%), no aporto
ninguna informacion relevante para el estudio de las relaciones entre las razas, ya que solo
diferencio la raza Hereford de las demas. En resumen, como se observa en la figura 11,
graficando los dos primeros CP se logré discriminar los tres grupos principales de razas
segun su origen histdrico.

En las figuras 12 y 13, se representan los porcentajes de contribucion a los dos
primeros CP de los diez alelos que mas aportaron a cada uno de ellos. La mayoria de estos
loci en el CP1 se presentaron con frecuencias génicas considerables en las razas Nelore y
Brahman, por el contrario en las demas razas taurinas estuvieron ausentes o en bajas
frecuencias (tablas 8-16). Por el contrario, cuando se compararon las frecuencias génicas de
los alelos que mas aportaron al CP2, no se observé una clara divergencia en las frecuencias
génicas entre los dos conjuntos de razas (taurinas europeas y hispanoamericanas)

discriminadas por este componente.
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Figura 11. Representacion de las razas en el espacio correspondiente a los dos primeros
componentes principales. El ACP se calculd a partir de las frecuencias génicas transformadas de las
razas cebuinas (en color rojo): Brahman (BZ) y Nelore (N); taurinas europeas (en color Azul):
Abeerden Angus (AA), Hereford (He) y Holando (Ho) y las razas de origen hispanoamericano (en
color verde) Retinta (T), Criolla Argentina (CAr), Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla Saavedrefa
(Saa) y Criolla Yacumefia (Y).
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Figura 12. Contribucién de los diez alelos con mayor aporte al primer componente principal (CP1). La
nomenclatura de los microsatélites en el eje de las x corresponde a loci.alelo.

PC2
4,0
3,5 -
&\0‘3,0*
c i
5 2°
S 20 |
2
S
E1,5*
o
O 1,0 -
0,5 -
™ 0 N X D ~ o) [¢] © N
S S S S S A -
3 § § ¢ &8 8 ¥ 8§ ¢ §
A A 3 S § 3 2 T o ‘i
= aQ
e & £ & & & & &L & P
Alelos

Figura 13. Contribucién de los diez alelos principales para el segundo componente principal (CP2).
La nomenclatura de los microsatélites en el eje de las x corresponde a loci.alelo.

4.7 Estimacion de los niveles de introgresion de genes indicos en las razas criollas
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La estimacién del porcentaje de introgresion de genes indicos o taurinos en las razas
criollas se realizé mediante la aplicacién de dos metodologias. La primera se basd en
calcular el porcentaje de introgresion de 5 cinco alelos privativos cebuinos (ETH225.153,
ETH225.157, ETH225.159, TGLA227.79, TGLA122.136). Se consideré al locus ETH225
como la suma de los tres alelos analizados. En la tabla 30 se detallan los valores de
introgresion calculados segun el indice mY en las razas Criolla Argentina, Criolla Chaquefia
Boliviana, Criolla Saavedrefia y Criolla Yacumena. Las cuatro razas criollas presentaron
evidencias de mezcla, aunque con frecuencias inferiores al 10%. La raza argentina
evidenci6 los valores inferiores de introgresién génica promedio para los tres loci. Por el
contrario, las razas criollas bolivianas Saavedrefa y Yacumena alcanzaron los valores

superiores de introgresion génica.

Tabla 30. Porcentaje de introgresion de alelos correspondientes a microsatélites autosomicos
privativos de razas cebuinas en las razas criollas: Argentina (CAr), Chaquefia Boliviana (ES),
Saavedrena (Saa) y Yacumefia (Y). Como poblaciones parentales de tipo indico se consideraron las
razas Brahman y Nelore, y como parentales de origen taurino la razas Abeerden Angus, Hereford,
Holando y Retinta.

Cebu Taurus CAr ES Saa Y
ETH225 721 - - 3,2 11,2 8,3
TGLA227.79 65,6 - 2.1 6,0 29 2,8
TGLA122.136 37,8 - 3,7 0,0 1,4 3,3
Promedio 1,9 3,1 5,2 4.8

El segundo procedimiento utilizado para evaluar la introgresién indica se baso en las
frecuencias génicas y en el tamafo de todos los alelos encontrados en los nueve
microsatélites autosémicos analizados utilizando el coeficiente de mezcla mY (Bertorelle y
Excoffier, 1998). Los valores obtenidos con este indice fueron superiores a los calculados
por el método de alelos privativos, aunque no superaron el 11%. La raza Criolla Argentina
present6 los valores inferiores de mezcla (mY = 2,6%). Las razas bolivianas alcanzaron
valores cercanos al 10% (mY = 9,5%, 9,4% vy 10,3%, para las razas Criolla Chaquena,
Criolla Saavedrefia y Criolla Yacumena, respectivamente).

El porcentaje de introgresién de genes indicos por via paterna, se calculé a partir de
las frecuencias génicas de los alelos de 124 pb y 88 pb, correspondientes a los
microsatélites INRA124 e INRA189, respectivamente. Estos alelos han sido reportados
como alelos privativos del grupo indico. La totalidad de los animales que presentaron el alelo
124 del locus INRA 124 también evidenciaron el alelo de 88 del INRA189. La introgresion de
marcadores del cromosoma Y caracteristicos de cebu fue de dos 6rdenes de magnitud

superior a la manifestada por los marcadores autosomicos. En la raza Criolla Argentina se
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observo un porcentaje de introgresion holandrica del 4%, mientras que las criollas bolivianas

presentaron valores de introgresion que variaron desde el 22 al 26% (tabla 17).

4.8 Asignacion poblacional
4.8.1 Arboles filogenéticos de individuos

En el presente trabajo se realizaron dos procedimientos de asignacién de individuos
a sus respectivas razas, uno basado en las distancias genéticas y el otro en las frecuencias
génicas. En el primero de ellos se consideraron a los individuos como unidades
operacionales taxondmicas (OTUs) y sobre la base de sus frecuencias genotipicas se
calcularon las distancias genéticas Das -alelle shared distance- (Bowcock et al., 1994) y
Dswaswm -Stepwise alelle shared distance measure- (MacHugh, 1996). Se incluyeron en este
analisis solamente las razas criadas en la Argentina. Para construir la matriz de distancia se
eligieron los 10 individuos tipificados de la raza Jersey y 15 individuos elegidos al azar de
cada una de las demas razas. Las matrices de distancias genéticas se calcularon con la
planilla de calculos EXCEL 2002. Para cada una de las distancias se realiz6 un arbol
filogenético de individuos con el método de NJ utilizando el programa POPULATION 1.2.28.
Para la edicion de los dendogramas se empled el programa TreeView 1.6.6.

En las figuras 14 y 15 se muestran los arboles obtenidos para las distancias Das y
Dswaswm, respectivamente. A pesar que la distancia Das no tiene en cuenta la informacion
contenida en el numero de repeticiones de los microsatélites, esta medida mostré una mayor
eficiencia para la agrupacion de los individuos a sus respectivas razas en comparacion con
la distancia Dswasw. En ambos dendogramas se observaron diferentes niveles de agrupacion
de los individuos segun la raza a la cual pertenecian. Los animales de las razas Nelore y
Brahman se ubicaron entremezclados en un Unico cluster. Solamente un individuo se
localizo fuera de dicho grupo cuando se empled la distancia Das y tres cuando se utilizo la
distancia Dswasm. Cabe mencionar, que en los dos arboles un animal Criollo Argentino se
ubico en el cluster cebuino.

Con respecto a las razas taurinas, no se observé un nivel evidente de agrupacién de
los individuos en sus respectivas poblaciones. Las razas europeas Abeerden Angus, Jersey
y Hereford presentaron de 70 a 80% de los individuos en sus grupos respectivos. Los
animales de las razas Criolla Argentina y Holando se encontraron dispersos por el resto del

arbol junto con los individuos no agrupados de las demas razas.
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Figura 14. Arbol filogenético de individuos construido con el método de NJ a partir de la matriz de distancia Das.
Para este analisis se consideraron solamente las razas criadas en la Argentina. Se incluyeron los 10 individuos
tipificados de la raza Jersey y 15 animales elegidos al azar del resto de las poblaciones.
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Figura 15. Arbol filogenético de individuos construido con el método de NJ a partir de la matriz de distancia
Dswasu. Para este analisis se consideraron solamente las razas criadas en la Argentina. Se incluyeron los 10
individuos tipificados de la raza Jersey y 15 animales elegidos al azar del resto de las poblaciones.
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4.8.2 Método de frecuencias

En este estudio, se realizdé un segundo procedimiento de asignacion de los individuos
a sus respectivas razas basado en las frecuencias génicas. De la misma manera que en la
construccién de los arboles filogenéticos de individuos, se incluyeron en este analisis
solamente las siete razas criadas en la Argentina. Para cada una de ellas y con el objeto de
evaluar la asignacion en un numero reducido de loci, se simularon un numero variable de
genotipos multilocus tratando de explorar la mayor parte del espacio combinatorio formado
por los arreglos de 1 a 9 microsatélites.

En la tabla 31 se detallan los porcentajes promedios de asignacion de los individuos
a cada una de las razas para los 9 loci tomados de a uno y para las combinaciones de 3, 5,
y 7 loci; asi como también los porcentajes de asignacion para el total de los marcadores. El
porcentaje de asignacion correcta fue diferente en las distintas razas estudiadas. Cuando se
utilizaron los 9 marcadores este porcentaje varié desde un 91% en la raza Holando hasta un
100% en Jersey, obteniéndose un valor promedio de 96% para el total de las razas. Los
rodeos cebuinos, Nelore y Brahman, presentaron un porcentaje de asignacién del 95%,
aunque la totalidad de los individuos mal asignados lo hicieron en la otra raza del mismo
origen. Este comportamiento se repitié para las combinaciones de 7 y 5 marcadores. De la
misma manera, las poblaciones de origen taurino, con la excepcion de Jersey, distribuyeron
el error entre las demas razas del mismo origen. Cabe mencionar que la raza Jersey
presento un 100% de individuos bien asignados cuando se analizaron 6 o0 mas marcadores.
Otro hecho a destacar fue la gran variacion presente en los niveles de asignacion correctos
entre las razas cuando se compararon los promedios para un sélo marcador, los cuales
variaron desde un 23% a un 86% en las razas Criolla Argentina y Jersey, respectivamente.

En la tabla 32 se muestran la heterocigosidad promedio, el numero de alelos
esperados promedio, el Fsr y la proporcibn de asignaciones correctas para cada
microsatélite (promedio entre todas las razas consideradas). En la figura 16 se grafican las
relaciones entre estas variables, indicandose el indice de correlacion de Spearman y su
valor de probabilidad. Los marcadores mas eficientes en la determinacion del origen racial
de los individuos fueron los que presentaron un mayor nimero de alelos (r = 0,92, p < 0,001)
y en menor medida los que mostraron valores mayores de Fst (r = 0,7, p = 0,036). Sin
embargo, no se observé una asociacion evidente entre la proporcién de asignaciones
correctas y la heterocigosidad esperada promedio (r = 0,6, p = 0,08). Cabe aclarar que
estos valores expresan solamente una tendencia de asociacién entre las variables, ya que
se analizdé un numero no muy grande de marcadores moleculares.

Por ultimo, se estudié la relaciéon entre el porcentaje de asignacion y el nimero de

marcadores analizados. Como se observa en la figura 17, el nivel de asignaciones correctas
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de los individuos a sus respectivas razas se incrementd considerablemente con la adicion de

los primeros marcadores. Solamente con 4 microsatélites se obtuvo un porcentaje promedio

de asignacion correcta superior al 80%. El incremento posterior en el nimero de loci produjo

un aumento progresivamente mas lento en la tasa de determinaciones correctas, llegando a

un valor observado promedio de 96% incluyendo a los 9 marcadores.
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Figura 16. Porcentaje de asignacion correcto de los individuos en funcion del nimero de alelos
observados en cada microsatélite (A), de la heterocigosidad promedio (B) y del indice Fgsr (C). En
cada grafico se indica coeficiente de correlacion de Spearman y el valor de significancia.
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Tabla 31. Porcentaje de asignacion correcta de los individuos entre las razas. A partir de las
frecuencias génicas observadas en cada raza se simularon 1000 combinaciones de genotipos para 9,
7, 5, 3 y 1 microsatélite. Las razas simuladas se detallan en la vertical y las razas asignadas en la

horizontal.
Raza Brahman Nelore A. Angus Hereford Holando Jersey Criolla Arg.
Brahman
9° 95 5 - - - - -
7 92 8 - - - - -
5 86 13 - - - - 1
3 73 18 1 2 1 2 3
1 37 25 4 10 7 13 4
Nelore
9 5 95 - - - - -
7 7 93 - - - - -
5 10 90 - - - - -
3 16 79 1 1 1 - 2
1 18 57 2 7 6 8 2
A. Angus
9 - - 97 - 2 - 1
7 - - 94 1 4 - 1
5 - - 88 2 6 1 3
3 1 1 77 4 8 4 5
1 2 7 41 13 14 17 6
Hereford
9 - - 1 96 1 - 2
7 - - 1 95 2 - 2
5 - - 3 88 3 1 5
3 2 - 6 76 6 3 7
1 4 5 8 50 11 14 8
Holando
9 - - 4 3 91 - 2
7 - - 7 4 86 - 3
5 - - 11 6 77 1 5
3 1 1 15 9 65 2 7
1 4 6 15 13 42 14 6
Jersey
9 - - - - - 100 -
7 - - - - - 100 -
5 - - - 1 - 99 -
3 - - 1 2 - 96 1
1 2 6 1 7 3 82 -
Criolla Arg.
9 - - 1 2 1 - 96
7 - - 4 5 3 1 87
5 1 - 5 8 4 2 80
3 3 2 8 13 6 6 62
1 5 10 10 17 16 19 23

a

numero de marcadores evaluados en cada raza simulada. El valor detallado corresponde al

promedio de los porcentajes de asignacion obtenidos de algunas de las posibles combinaciones de
microsatélites tomadas de a 1, 3, 5, 7 y 9. En azul se indican los porcentajes de asignacion correctos.
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Tabla 32. Porcentaje de asignacion correcto de los individuos, niumero de alelos esperados promedio,
heterocigosidad promedio e indice Fst para cada microsatélite. Los datos se ordenaron segun los

valores decrecientes de la variable proporcion de asignaciones correctas.

Proporcion de

Locus . N° alelos esp. Heterocigosidad Fst
asig. correctas
TGLA227 0,56 7,4 0,75 0,19
TGLA122 0,55 7,5 0,71 0,16
TGLAS53 0,55 7,3 0,71 0,12
BM2113 0,55 7,3 0,75 0,14
INRA023 0,52 7,0 0,73 0,15
ETH225 0,45 5,8 0,73 0,14
MGTG7 0,38 57 0,61 0,07
SPS115 0,38 59 0,63 0,06
BM1824 0,32 41 0,65 0,12
100 -

% de asignacion correcta

Figura 17.

estudiadas.

4.9 Estadisticos forenses

4.9.1 Poder de exclusion

90 A

80 -

70 -

60 -

50 A

40

Numero de loci

Porcentaje de asignacion correcto de los individuos en funciéon del numero de loci
analizados. Para cada uno de ellos, se indica el promedio obtenido para el conjunto de razas

Una forma de cuantificar la eficacia de un conjunto particular de marcadores

genéticos consiste en calcular la probabilidad de exclusion a priori (PE), la que se define

como la probabilidad que un sistema genético especifico brinde evidencias que conduzcan a

la exclusion de un determinado suceso (por ejemplo, la paternidad discutida de un padre, la

correspondencia entre la evidencia y la referencia en casos forenses, etc).
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En el presente estudio, se evalud el poder de exclusidon de nueve microsatélites
(BM2113, BM1824, SPS115, INRA023, ETH225, TGLA122, TGLA227, MGTG7 y TGLA53) en las
razas bovinas de mayor importancia econdmica de la Provincia de Buenos Aires (Abeerden
Angus, Holando, Hereford, Nelore, Brahman) y en una poblacién general formada por todos
los individuos tipificados de estas razas.

En la tabla 33, se detallan los valores obtenidos del poder de exclusion combinado
cuando se considera la exclusién de al menos un locus (PECs) y de al menos dos loci
(PECp). Estos indices de exclusién se calcularon para cuatro situaciones diferentes: (i)
exclusién de un padre conociendo los genotipos de la cria y su madre -PE(p/m,c)-; (ii)
exclusién de un padre conociendo sélo el genotipo de la cria -PE(p/c)-; (iii) exclusion del
padre y la madre de una cria -PE(p,m/c)- y (iv) identificacion individual PE(e/r). El estadistico
PEC:s supero6 el valor de 0,99 en todas las razas estudiadas, excepto en las paternidades
donde no se dispuso de la informacion genética de la madre -PE(p/c)-. Cuando se considerd
el criterio de exclusion de mas de un loci, los valores observados de PECp decrecieron
notablemente y mas aun en los casos de PE(p/c)- donde se obtuvieron los valores mas
inferiores (0,75 y 0,76 en las razas Nelore y Brahman, respectivamente). Las razas de
origen indico presentaron los valores de exclusion mas bajos en todas las situaciones
analizadas. Por el contrario, los valores de exclusién superiores se alcanzaron en los casos
de -PE(e/r)-, rango de 0,99999703 a
0,99999999997.

identificacion individual observandose un

Tabla 33. Estimacion del poder de exclusién combinado en al menos un locus (PECs) y en uno 0 mas
loci (PEC)p) para cuatro situaciones diferentes: exclusion de un padre conociendo los genotipos de la
cria y su madre -PE(p/m, c)-, exclusion de un padre conociendo sélo el genotipo de la cria - PE(p/c)-,
exclusion del padre y la madre de una cria -PE(p,m/c)- e identificacion individual PE(e/r). Se incluyen
las razas mas importantes que se crian en la provincia de Buenos Aires y en una poblacion general
formada por los individuos de estas razas.

A. Angus Hereford Holando  Brahman Nelore  Conjunto de
Razas

PE(p/m,c) 0,997566547 0,997334703 0,9996293684 0,99555890 0,99614302 0,99980874961
PE(p/c) 0,964762181 0,961872054 0,9910499998 0,94386224 0,95308088 0,99433240474

El.)j) PE(p,m/c) 0,999962038 0,999959003 0,9999983243 0,99992385 0,99993835 0,99999957721
o PE(elr) 0,999999992 0,999999991 0,9999999998 0,99999996 0,99999995 0,99999999997
PE(p/m,c) 0,975833803 0,974605723 0,9947510061 0,96208032 0,96272652 0,99693388192
PE(p/c) 0,816996254 0,809900951 0,9338481925 0,75121221 0,76530010 0,95309508881

EJ? PE(p,m/c) 0,999187013 0,999170812 0,9999426543 0,99860545 0,99859020 0,99998230817
o PE(elr) 0,999999434 0,999999462 0,9999999865 0,99999829 0,99999703 0,99999999562
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4.10 Resumen de los casos analizados

4.10.1 Asignacion de paternidades en situaciones de apareamiento multiple

Con el fin de evaluar la utilidad de la bateria de microsatélites utilizados y la
metodologia estadistica, se resolvidé un caso complejo de asignacion de paternidad en una
disputa judicial entre dos criadores de la raza Holstein. Como consecuencia de las extensas
inundaciones ocurridas en la provincia de Buenos Aires en el afio 2001, parte de los
alambrados que separaban dos establecimientos de produccion lechera de la raza Holando
fueron parcialmente destruidos, ocasionando la mezcla de algunos animales. Este hecho,
desencadend una disputa judicial por la apropiacion indebida de cinco terneros por parte de
uno de los criadores. Para resolver este caso se tratd de determinar la paternidad de cinco
toros pertenecientes a los dos establecimientos (P1, P2, P3, P9 y P10) para cada una de las
cinco crias disputadas (C4, C5, C6, C7 y C8). Debido al manejo de cria de tipo extensivo de
los criadores de ambos campos no se contd con la informacion de la madre correspondiente
a cada uno de los terneros. Cabe aclarar que los cinco toros analizados no conformaron la
totalidad de los padres putativos de las cinco crias, debido a que algunos de los posibles
progenitores no fueron muestreados.

Para determinar la paternidad se realizé la extraccion de ADN mediante el método de
DNAzol™ de las muestras de sangre de los diez animales incluidos en el estudio.
Posteriormente, se tipificaron 9 microsatélites (BM2113, BM1824, SPS115, INRA023, ETH225,
TGLA122, TGLA227, MGTG7 y TGLA53) y el locus de clase Il BoLA-DRB3 (tabla 34). El
meétodo estadistico utilizado consistidé en la determinacion de la paternidad del padre mas
probable mediante el procedimiento de asignacion categdrica incluido en el programa
Cervus® 2.0. En la tabla 35 se detallan los resultados obtenidos para cada cria, incluyendo
el LOD score (logaritmo del indice L, probabilidad de paternidad de un determinado padre
relativa a la probabilidad de paternidad de un padre arbitrario de la poblacion) y el indice +
(logaritmo del cociente entre las razones de verosimilitud de los dos padres putativos mas
probables). Para evaluar el nivel de confianza del indice + se simularon 10.000 inferencias
de paternidad contemplando los siguientes parametros: numero y proporcién de padres
muestreados, proporcion de loci tipificados y tasa de error (1%).

Los resultados obtenidos mostraron que solamente la cria C5 evidencio la exclusion
en mas de un loci para los cinco padres. Las crias C4 y C7 no pudieron ser excluidas del
padre P10; mientras que la C8 no fue excluida del toro P9. Las tres crias fueron asignadas a
un sélo padre con un 95% de significancia, presentado un LOD score que vario desde 2,53 a
3,55. Los machos P1 y P2 presentaron la exclusién en un sélo alelo con respecto a la cria
C6. La inconcordancia en un solo locus no se consideré como evidencia concluyente de la

exclusion de estos machos putativos como padres de esta cria, pues como se menciond
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anteriormente dichas diferencias pueden surgir de errores de tipificacion, de la presencia de
alelos nulos y de mutaciones. Sin embargo, aplicando el criterio de doble exclusién y el

indice + la paternidad fue asignada al macho P1.

Tabla 34. Genotipos detectados en los nueve microsatélites analizados y en el locus BoLA-DRB3
para cada animal estudiado (cinco crias C4, C5, C6, C7 y C8 y cinco padres alegados P1, P2, P3, P9
y P10).
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P1 128 179 140 103 203 308 248 139 161 15

128 189 182 103 211 308 248 147 167 22

P2 128 179 150 75 207 294 244 147 157 6

138 183 152 107 215 294 244 149 187 15

P3 128 187 140 89 203 292 244 147 157 10

128 189 164 103 203 308 248 147 161 37

04 128 181 174 103 209 292 244 147 171 16

138 183 174 103 213 308 244 149 187 19

o5 128 179 136 75 207 292 244 ND 161 15

140 189 138 89 207 308 248 165 22

06 128 179 140 75 203 308 244 147 157 15

134 183 150 85 207 308 248 149 161 22

o7 128 179 140 75 207 292 244 149 161 16

138 189 140 79 213 308 244 151 187 22

08 128 179 140 75 203 292 244 147 159 24

138 179 150 113 211 292 248 149 161 30

P9 128 179 150 85 203 292 244 147 159 3

138 179 150 113 207 304 248 151 171 24

P10 128 179 140 79 213 292 244 147 183 16

134 181 174 103 215 298 244 151 187 19

ND: no detectado.

Tabla 35. Resumen de los resultados obtenidos en la resolucidon del caso de Paternidades en
Situaciones de Apareamiento Multiple: padres asignados (con un 95% de confianza), valores de LOD
score y del indice + para cada paternidad.

Cria Padre asignado LOD score indice +
04 P10 2.53 2.53
05 NA NE NE
06 P1 6.11x 10 1.63x 10"
o7 P10 3.55 3.55
08 P9 3.51 3.51

NA: paternidad no asignada; NE: no estimado.
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4.10.2 Identificacion individual en casos de abigeato

En este trabajo se analizaron un total de 108 muestras correspondientes a 35 casos
de robo de ganado bovino localizados en la provincia de Buenos Aires. Debido al estado de
descomposicién de muchas de las muestras analizadas so6lo se pudieron resolver 25 de los
35 casos analizados. En la tabla 36 se detallan los distintos tipos de muestras y el numero
de ellas que resultaron positivas para PCR en al menos un locus. Una observacion
importante con respecto a la remision del material hacia el laboratorio fue que la gran
mayoria de las muestras enviadas en alcohol pudieron ser tipificadas sin grandes
inconvenientes por la técnica de PCR, independientemente del tipo de tejido u 6rgano
considerado. Generalmente, las muestras que llegaron en avanzado grado de
descomposicion y las fijadas en formol resultaron negativas para PCR pese a los sucesivos

intentos de extraccion de ADN.

Tabla 36. Tipo de muestras analizadas correspondientes a un total de 35 casos de abigeato de la
provincia de Buenos Aires. Se consider6 como muestras positivas, a aquellas que presentaron al
menos una amplificacion positiva en la reaccion de PCR.

Tipo de muestras Muestras analizadas Muestras positivas Muestras negativas

Carne 97 79 18
Cuero/pelos 4 2 2
Organos 3 3 0
Sangre fresca 3 2 1
Manchas de sangre 0 1
Total 108 86 22

En 11 de los 25 casos analizados positivamente se observo la exclusion genética en
al menos 2 locus entre los restos organicos de los animales faenados ilegalmente
(referencia) con las muestras biologicas secuestradas a los imputados (evidencia). Basados
en el criterio de doble exclusién se concluyd que la evidencia y la referencia pertenecieron a
diferentes animales. En el resto de los casos analizados (14) al menos una muestra de
referencia y otra de la evidencia presentaron el mismo genotipo en todos los marcadores
analizados. Debido a que el perfil genético encontrado, en teoria, puede ser compartido por
otro individuo de la poblaciéon se estimo el indice L. Como se mencioné anteriormente dicho
indice cuantifica el peso de la evidencia genética en el caso de coincidencia entre los
genotipos de la muestras de referencia (G,) y evidencia (Ge). En la mayoria de los casos

estudiados no se contd con la informacion referente a la raza de origen de la muestra
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secuestrada a los sospechosos de robo. Como consecuencia de ello, la poblacion de los
posibles individuos que potencialmente pueden haber contribuido a la evidencia esta
formada por los animales de las diferentes razas o subpoblaciones de bovinos que conviven
en la provincia de Buenos Aires.

En la tabla 37 se detallan los valores del indice L para 11 muestras correspondientes
a 10 casos de abigeato donde el genotipo de la evidencia coincididé con el de la referencia.
El indice L se calculd siguiendo tres criterios diferentes. En el primero de ellos, se estimoé
considerando que el animal que aportd la evidencia provenia de alguna de las siguientes
razas bovinas: Aberdeen Angus, Hereford, Holando, Nelore y Brahman. En el segundo
criterio, se contempld la hipétesis que el animal que contribuyd a la evidencia fue un
individuo de la especie bovina de la provincia de Buenos Aires, sin el conocimiento de la
raza particular a la cual pertenecié. En la mayoria de los casos analizados los valores
obtenidos para el indice L variaron notablemente entre las cinco razas estudiadas. Sin
embargo, las mayores diferencias se observaron entre las subpoblaciones de origen cebuino
y taurino, mientras que las tres razas europeas presentaron valores similares. Al comparar
los valores estimados para L en cada muestra para cada una de las razas se observd que
en ocho muestras de las once analizados la raza Aberdeen Angus fue la que mostré los
valores superiores dicho indice. Ademas, la raza Hereford y la raza Brahman mostraron los
mayores valores en dos y una muestra, respectivamente. En el caso numero 8 los valores
obtenidos de L fueron muy similares entre las razas Brahman (1,09E-09) y Aberdeen Angus
(4,15E-09), seguido por la raza Nelore (9,74E-09). Los valores de L calculados en la
poblacion general se hallaron dentro del rango presentado por el conjunto las razas
estudiadas.

Con el fin de no introducir errores en el calculo de las frecuencias genotipicas a partir
de las génicas en una poblacién se requiere que la misma posea una estructura genética
homogénea. Esto no se cumple en la especie bovina, la que se compone de grupos de
individuos o razas relativamente aisladas entre si desde el punto de vista reproductivo. El
tercer criterio utilizado en el calculo del indice L incorpora la estructura poblacional mediante
el empleo del valor del parametro Fst de la poblacion general. Como se observa en la tabla
37, los valores del indice L estimados de esta manera aumentaron en varios 6rdenes de
magnitud con respecto a la raza que present6 en cada caso el mayor valor de dicho indice.

En el presente trabajo, se utilizd otra metodologia alternativa y conservativa de
evaluar el indice L. Este enfoque alternativo se baso en determinar primero el origen racial
de la evidencia mediante la aplicacion de los métodos asignacion de individuos vy
posteriormente, estimar el indice el L empleando las frecuencias de la raza asignada. De
esta manera, en los diez casos analizados, la raza que resultd asignada se correspondié

con la que presento el mayor valor del indice L.
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Tabla 37. indice L estimado en 10 casos de abigeato. Se indica en cada uno, el nimero de
microsatélites analizados y los valores del indice L cuando se consideré diferentes criterios para
eleccion de la poblacion de origen del individuo que aport6 la evidencia. Se indica en color azul la
raza en donde se observo el valor superior de L. Las frecuencias génicas de la poblacién general se
calcularon sobre la base de la totalidad de los individuos analizados de las cinco razas de bovinas
mas comunes criadas en la provincia de Buenos Aires.

Casos d’\(leuIT) ?LOS Brahman Nelore At'&irgjsn Hereford Holando P;g;ig)ln AJuT:t:Tpor
1 6 1,27E-11 9,18E-12 9,51E-11 1,10E-10  1,88E-11 6,62E-11 2,24E-06
2 5 6,28E-11 571E-11  2,58E-10 1,19E-09  4,88E-10 4,58E-10 9,91E-06
3 6 8,13E-14 1,25e-12  1,31E-09  7,08E-11 2,22E-09 9,66E-11 2,01E-06
4 5 4,40E-08 1,05E-08 4,70E-07 1,42E-08 6,62E-07 1,21E-07 6,67E-05

5.a 5 7,55E-10  3,20E-10 1,75E-06 9,14E-09  1,29E-08 8,84E-09 5,33E-05
5.b 5 9,75E-10 1,02E-09 3,77E-06  1,32E-08  2,58E-08 2,01E-08 1,10E-04
6 7 3,77E-14  2,85E-15 4,07E-09  2,24E-11 1,10E-12 4,11E-12 5,25E-07
7 7 3,42E-14  8,42E-16 1,46E-10 9,54E-14  1,39E-11 1,01E-12 9,36E-08
8 7 1,09E-09  9,74E-09 4,15E-09 6,96E-10  5,13E-11 3,81E-09 7,19E-06
9 8 2,06E-17 4,10E-16 1,01E-11  542E-13  4,35E-13 1,05E-13 2,29E-08
10 6 5,88E-14  3,09E-16 8,68E-10  3,49E-11 8,12E-11 4,40E-12 2,34E-06
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5.1 Analisis de la diversidad genética

El estudio de la biodiversidad aborda principalmente la problematica de la
conservacion y extincion de especies silvestres (Soulé y Wilcox, 1980; Soulé, 1985; Bouzat,
1994). Sin embargo, las razas domésticas también constituyen una parte importante de la
diversidad bioldégica (Hall y Bradley, 1995), pues éstas poseen alelos y combinaciones de
alelos uUnicas como resultado del propio proceso de domesticacion mediante seleccion
artificial.

El mantenimiento de la diversidad genética es considerado una de las condiciones
fundamentales para la supervivencia a largo plazo de las especies. Es por esta razon que la
genética poblacional y evolutiva ocupan un rol importante en la biologia de la conservacion,
llegando a definir un campo de estudio actualmente conocido como Genética de la
Conservacion. El objetivo principal de esta disciplina es contribuir a la preservacion de la
diversidad de las especies, de manera de mantener asi su potencial evolutivo (Schonewald-
Cox et al., 1983). La genética de la conservacion no sélo permite comprender el significado
de la diversidad genética, sino también plantear estrategias de manejo y conservacion de
esta variabilidad (Frankel, 1970; Frankel y Soulé, 1981).

Durante los ultimos afios el estudio de la diversidad biolégica ha pasado a ser un
tema central de investigacion en el tratamiento de la problematica de la conservacién y
extincion tanto de especies silvestres como domésticas. La domesticacion de animales
silvestres ha producido lo que actualmente conocemos como "razas domésticas", es decir
"grupos de animales seleccionados por el hombre con apariencia uniforme que permita
distinguirlos de otros miembros de la misma especie" (Clutton-Brock, 1987). Hall y Ruane
(1993) han estimado que actualmente el nimero de razas domésticas en el mundo llega a
unas 3213, de las cuales 780 son razas bovinas.

La mayoria de las razas bovinas se encuentran genéticamente aisladas y su origen
se remonta a un reducido grupo de animales fundadores. Esta situaciéon se ha visto
agravada en las razas nativas o autéctonas por la drastica reduccion poblacional, debido al
uso generalizado de unas pocas razas altamente seleccionadas. Sin embargo, estas ultimas
a pesar de contar con poblaciones de millones de individuos, debido al uso extensivo de las
modernas técnicas de inseminacion artificial y a la utilizaciéon de unos pocos machos de
elite, poseen un reducido tamafio poblacional efectivo y un bajo nivel de diversidad genética.
Es por estas razones, que la FAO ha realizado esfuerzos tendientes a la preservacion de la
variabilidad genética de las diferentes razas.

La utilizacion de marcadores genéticos es fundamental para el manejo vy
conservacion de razas autoctonas. La caracterizacion de las razas, basada originalmente en

caracteres fenotipicos, ha incorporado en los uUltimos afios marcadores de tipo bioquimicos y
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de ADN (Miller, 1966; Baker y Manwell, 1980; Kidd et al., 1980; Manwell y Baker, 1980;
Bowling y Ryder, 1987; Bowling, 1994; Loftus et al., 1994a; Medjugorak, 1994; Peral Garcia,
1994; Peral Garcia et al., 1996). La evaluacién de la estructura poblacional mediante el
analisis de los niveles de heterocigosis y endocria a través de dichos marcadores es
fundamental si se considera a la raza como unidad de conservacién. La genética de la
conservacion establece el marco tedrico necesario para el desarrollo de estrategias que
tiendan a mantener la variabilidad genética de las diferentes razas bovinas.

En el presente trabajo se analizaron nueve microsatélites autosémicos (BM2113,
BM1824, SPS115, INRA023, ETH225, TGLA122, TGLA227, MGTG7 y TGLA53) en dos
razas cebuinas (Brahman y Nelore), cinco taurinas europeas (Abeerden Angus, Hereford,
Holando, Jersey y Retinta) y cuatro taurinas criollas americanas (Criolla Argentina, Criolla
Chaquefia Boliviana, Criolla Saavedrefia y Criolla Yacumena). En los 324 individuos
analizados se detectaron un total de 104 alelos en los 9 loci tipificados. EI N,ob promedio
para todas las razas resulté ser de 6,8, variando entre 3,7 en la raza Jersey y 7,8 en el
Criollo Chaquerio Boliviano. Existe una correlacion entre el valor de N,ob y el tamafio de la
muestra. Por esta razén y con el fin de remover el desvio introducido en el N,ob por dicha
causa, este estimador se corrigid para una muestra de 20 individuos tomados al azar.
Cuando se compararon los N,es entre razas, los menores valores se observaron en las
razas Britanicas (Jersey, Hereford y Aberdeen Angus). La raza Jersey, ademas, presento la
menor heterocigosidad esperada promedio con un valor de 0,6. En el otro extremo se
hallaron las razas Holando (0,79), la Criolla Saavedrefia (0,78) y la Criolla Chaquefa
Boliviana (0,77).

A pesar que en el presente trabajo sélo se analizaron 10 individuos de la raza Jersey,
el reducido nivel de diversidad genético observado en dicha poblacion ha sido reportado
previamente en otros estudios. En los trabajos de caracterizacion genética mediante
polimorfismos bioquimicos y microsatélites que incluyeron a Jersey, se evidencié en esta
raza los valores mas reducidos de N, y He (McHugh et al., 1997; 1997; Moazami-Goudarzi et
al., 1997; Kantanen et al., 2000). Estos trabajos ademas revelaron que las razas britanicas
poseian valores de diversidad inferiores a los encontrados en el resto de las razas europeas.
Este hecho podria ser consecuencia del efecto fundador, causado por la reducida
variabilidad genética de las poblaciones bovinas que inicialmente contribuyeron a la
formacion de cada raza (Felius, 1995). La introduccién de las modernas tecnologias de
manejo y reproduccion que se comenzaron aplicar en las islas britanicas a mediados del
siglo pasado, pueden también haber contribuido a los bajos niveles de variabilidad
observados (McHugh et al., 1997).

A pesar de poseer valores intermedios en el numero de alelos, las razas cebuinas

estudiadas presentaron, después de la raza Jersey, los valores mas reducidos de
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heterocigosis. Esta discrepancia observada entre la He y el N, se debid a la presencia en
varios de los loci estudiados de alelos en muy baja frecuencia y mas aun a la existencia, en
la mayoria de los loci, de alelos con frecuencia génicas elevadas. Con la excepcion del
INRAO23 en la raza Nelore, todos los loci de las razas cebuinas, presentaron al menos un
alelo con frecuencias superiores al 30%, superando la mitad de ellos el 50%. En
coincidencia con estos resultados, MacHugh y colaboradores (1997) hallaron valores
intermedios de heterocigosis y numero de alelos en razas cebuinas de la India, al
compararlas con razas britanicas y nativas africanas.

La mayoria de las razas criollas y la raza Holando, presentaron los mayores valores
de He ¥y N,. Georges y Andersson (1996) estimaron que la poblacién mundial de esta raza
europea, compuesta por millones de individuos distribuidos por todo el mundo, tendria un
tamafio efectivo de alrededor de 1.000 como consecuencia del uso masivo de unos pocos
machos de elite y de las técnicas de inseminacion artificial. Sobre la base de esta
informacion, a priori, se esperarian encontrar bajos niveles de diversidad genética en la raza
Holando. Sin embargo, los altos valores observados en la raza Holstein de Argentina
coinciden con los reportados en otros estudios basados en microsatélites (MacHugh et al.,
1997) y en grupos sanguineos (Blott et al., 1998).

Como se describio en la introduccion, las razas criollas americanas se originaron a
partir de los animales traidos por los conquistadores espanoles o portugueses a finales del
siglo XV y principios del siglo XVI. El poblamiento bovino de América se produjo a partir de
sucesivos procesos migratorios en direccion norte-sur, producidos a partir de un numero
reducido de animales. Los animales introducidos, se multiplicaron rapidamente y desde alli
se dispersaron por todo el sur del continente. Desde la introduccion de los primeros bovinos
en Ameérica durante el siglo XV hasta mediados del siglo XIX, el bovino criollo constituyé el
unico ganado existente en el Nuevo Mundo.

La introduccion de los primeros reproductores de origen britanico con el fin de
producir un animal que se adaptara mejor a las nuevas exigencias del mercado, trajo como
consecuencia una rapida disminucién poblacional de las razas criollas, quedando las
mismas relegadas a zonas marginales del continente donde las razas britanicas no lograron
adaptarse. A mediados del presente siglo, comienza en Sudamérica la introduccion de las
razas indicas. Estas, con su alta resistencia al calor y debido al vigor hibrido producido en
sus cruzas con razas britanicas y criollas, se expandieron rapidamente en ambientes
subtropicales y tropicales, donde habia sobrevivido el ganado criollo puro. Esta expansion
tuvo como consecuencia una nueva reduccion poblacional.

Estos hechos podrian haber conducido a la pérdida de alelos en sistemas altamente
polimorficos como los microsatélites y a una reduccion de la heterocigosidad. Sin embargo,

en comparacion con las demds razas, las criollas presentaron valores intermedios o
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superiores tanto en el N, como en la H.. Esta observacion podria ser consecuencia de
factores historicos y demograficos. Una explicacion plausible, estaria dada por el hecho que
el grupo fundador podria haber tenido un origen multiple. Como se mencioné anteriormente,
los bovinos introducidos por los conquistadores provenian de los alrededores de los puertos
de embarque de Andalucia e islas Canarias. Ademas, podrian haber contribuido a estas
poblaciones animales provenientes de Portugal, del norte de Espana, de la costa occidental
de Africa, de las Islas Madeiras y Cabo Verde, lo que habria contribuido posiblemente a una
alta diversidad genética en el grupo fundador. Posteriormente, el rapido crecimiento
poblacional sufrido por las poblaciones bovinas en los primeros afios de la colonizacién
habria minimizado la pérdida de la riqueza alélica aportada por el grupo fundador (Primo,
1992). Otro factor que podria haber contribuido en la variabilidad genética observada, es la
utilizacion de sistemas extensivos de cria con reducidos niveles de seleccion artificial en el
manejo de las poblaciones criollas. Por ultimo, en los ultimos 100 afios la introduccion en
América de las razas europeas e indicas pudo haber contribuido con nuevos alelos a través
de procesos de introgesion génica. Este fenomeno, estaria avalado por la presencia de
alelos diagnodsticos de cebu en varias poblaciones criollas. La mezcla de genes indicos se
discutira en detalle en la seccion Estructura poblacional y relaciones filogenéticas entre las
razas. La contribucion en mayor o menor medida de estos factores habria compensado la
reduccion poblacional sufrida por las poblaciones criollas en el ultimo siglo, y explicaria los

niveles considerables de diversidad genética observados en el presente trabajo.

5.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y desequilibrio de ligamiento

En una poblacion mendeliana se considera que un locus determinado presenta HWE
si las proporciones genotipicas observadas en la poblacién pueden ser completamente
especificadas por las frecuencias génicas del locus en cuestion. O en otras palabras, los
alelos de un locus se encuentran distribuidos azarosamente en la poblacion y por ende no
existe asociacién entre los pares de genes que un individuo recibe de sus padres. Las
perturbaciones en el HWE pueden ser consecuencia de varios factores, entre los que se

incluyen principalmente a:

o Errores experimentales (por ejemplo presencia de alelos nulos).
e Reproduccion no azarosa (por ejemplo endocria o exocria).

e Subdivisién Poblacional (efecto Wahlund).

o Seleccion.

e Migracién o flujo genético.
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e Factores cronologicos de muestreo (por ejemplo muestras tomadas en diferentes afios).

En los estudios que involucran el analisis de un conjunto de marcadores genéticos en
varias poblaciones, la distribucion de los desequilibrios de Hardy-Weinberg puede orientar
hacia el reconocimiento de los posibles factores que lo producen. Por ejemplo, si sélo unos
pocos microsatélites se encuentran en desequilibrio en muchas poblaciones, se podria
atribuir el desequilibrio a la seleccion natural o a la presencia de alelos nulos. Por el
contrario, si el desequilibrio ocurre en la mayoria de los marcadores de una poblacion, se
puede argumentar la presencia de una subestructura poblacional, flujo genético,
apareamiento no aleatorio, etc.

Las poblaciones bovinas generalmente violan la mayoria de los supuestos del HWE,
ya que son poblaciones finitas, con apareamientos preferenciales, con una marcada
desproporcién entre sexos, bajo una fuerte presion de seleccion artificial, con altos niveles
de endocria y/o migracion. Es por esta razon, que a priori se esperaria encontrar un alto
porcentaje de desequilibrio de Hardy-Weinberg. Sin embargo, los estudios de genética de
poblaciones realizados en una amplia gama de razas bovinas basados en el analisis de
diferentes tipos de marcadores genéticos, mostraron que en la mayoria de los casos el
porcentaje de desequilibrios resulté ser menor que el esperado por azar (MacHugh et al.,
1997; Martin-Burriel et al., 1999; Kantanen et al., 2000; Mateus et al., 2004).

En este trabajo, el HWE se evalué a través del indice de Fs para cada locus en las
once razas analizadas. El valor de probabilidad se calculd mediante el método exacto
descripto por Gou y Thompson (1992). El nivel de significancia global del HWE para todos
los loci tomados en conjunto en cada poblacion y para el conjunto de poblaciones en cada
loci se determind utilizando el método de Fisher.

En total, 19 de las 99 combinaciones locus-poblacion (9 loci en 11 poblaciones)
mostraron desviaciones significativas del HWE con valores de probabilidad inferiores al 5%.
El nimero observado de desequilibrios fue mayor al esperado simplemente por azar
(aproximadamente cinco). La proporcion de desequilibrios fue similar en los nueve loci
analizados. Sin embargo, la comparacion de los marcadores en desequilibrio entre las razas
evidencié una marcada diferencia entre ellas. Las razas Nelore y Hereford presentaron seis
y cuatro desequilibrios, respectivamente, de los 19 observados. Por el contrario en las
cuatro razas criollas analizadas, solamente dos loci no se encontraron en HWE.

La distribucion homogénea de desequilibrios entre los marcadores, no sostiene la
hipétesis que atribuye el desequilibrio de Hardy-Weinberg a la presencia de alelos nulos u
otros errores de tipo experimental. Sin embargo, los alelos nulos se presentan en general en
razas o grupos de individuos donde la mutacion en la region 3” de hibridacion de los primers

aparece con una frecuencia apreciable. Esto origina un desequilibrio hacia la homocigosis
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en el marcador que presenta la mutacion, debido a la subtipificacion del marcador afectado.
Otra argumentacion en contra de la presencia de alelos nulos, se apoya en el hecho que la
mayoria de los marcadores analizados en este trabajo forman parte del panel de
microsatélites recomendados por la ISAG para identificacion individual y resolucién de
paternidades, y por el proyecto de biodiversidad de la FAO para estudios de caracterizacion
de razas bovina. Uno de los criterios tomados en cuenta por estas instituciones fue
precisamente la ausencia de alelos nulos en los marcadores propuestos.

La prueba global de HWE para todos los loci tomados en conjunto en cada poblacion
evidencio desequilibrio en las poblaciones de Nelore, Hereford y Aberdeen Angus. El
resultado obtenido para las razas Nelore y Hereford se pude atribuir al hecho que los
individuos analizados en cada una de ellas no pertenecen a una poblacion real. La primera
se compone de animales pertenecientes a dos muestras (Arroyo del medio, Jujuy y Todos
Santos, Bolivia). Esta Ultima es un centro de inseminacion artificial, por lo tanto, los
individuos muestreados provenian de varios establecimientos ganaderos de la zona. De una
forma similar parte de los ejemplares tipificados de la raza Hereford corresponden al
laboratorio de Inmunologia de la Sociedad Rural de Uruguay, que recibe muestras de varios
establecimientos de cria de ese pais. Los 59 individuos tipificados de la raza Aberdeen
Angus, se obtuvieron de cuatro cabafias diferentes. Tres de las cuales se ubican en el norte
de la provincia de Buenos Aires, y otra pertenece al partido de Loberia (cabafia Flores
Chicas). Cuando se realizé6 una prueba de desequilibrio agrupando las poblaciones del
norte, todos los marcadores se presentaron en HWE. Por el contrario, el rodeo de Flores
Chicas presentd desequilibrio en los microsatélites TGLA53 y BM1824, mostrando un
exceso y defecto de heterocigotas, respectivamente. Estos resultados evidencian que los
dos desequilibrios de Hardy-Weinberg observados en la raza Aberdeen Angus serian
consecuencia del efecto de la poblacion de Flores Chicas y no por el mero resultado de la
subdivisién poblacional. Debido a que esta raza se encuentra sujeta a una constante presion
de seleccion artificial, no se descarta a este factor como uno de los causantes del
desequilibrio observado. La mayoria de los animales que se analizaron en Flores Chicas
fueron machos, ademas el manejo reproductivo de este establecimiento se basa en la
utilizacion de unos pocos toros, practica habitual en la mayoria de las razas bovinas. De
esta manera, es posible que un toro introducido en la poblacién haya contribuido con un
alelo que estaba ausente o presente en muy baja frecuencia hasta ese momento en el
establecimiento, produciendo varios hijos heterocigotas para este alelo. Este hecho, fue
observado en Flores Chicas, donde 19 de los 35 animales tipificados presentaron el alelo
173 en heterocigosis, mientras que no se observé ningun individuo homocigota para dicha

variante.
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Se entiende como desequilibrio de ligamiento a la asociacion no azarosa de alelos de
diferentes loci en los gametos. Entonces, si los desvios de Hardy-Weinberg son
considerados como desequilibrios intralocus, las desviaciones del equilibrio gamético
pueden tratarse como desequilibrios interloci. Los desequilibrios gaméticos pueden estar
ocasionados por una variedad de factores, que incluyen al ligamiento fisico de los genes en
una misma regidon cromosomica, fendmenos epistaticos, deriva genética, migracion, mezcla
genética, etc. (Lewontin, 1998).

En el presente trabajo se evalué mediante la prueba exacta de Fisher el desequilibrio
gamético para las 36 combinaciones de loci en cada una de las 11 poblaciones analizadas.
Se observaron un total de 18 desequilibrios de ligamiento en las 396 tablas de contingencia
analizadas. Este valor es inferior a los 19,6 desequilibrios de ligamiento esperados por azar
considerando un error de tipo | del 5%. La proporcion de desequilibrios entre los loci fue
similar, observandose un rango de 0 a 2 razas en desequilibrio por par de marcadores
estudiados. Sin embargo, la comparacion del nimero de microsatélites en desequilibrio de
ligamiento entre las raza evidencidé una cierta heterogeneidad. Mientras que s6lo dos razas
concentraron 11 de los 18 desequilibrios observados (Abeerden Angus = 6, Hereford = 5),
las demas razas analizadas presentaron uno o ningun desequilibrio de ligamiento,
exceptuando la raza Criolla Argentina que presento tres. La prueba global de desequilibrio
de Fisher y la correccion del nivel de significancia por el método de Bonferroni, evidenciaron
el equilibrio de ligamiento en todas las poblaciones y marcadores analizados.

Todos los marcadores autosémicos seleccionados en este trabajo se localizan en
diferentes cromosomas. La presencia de varios loci en desequilibrio de ligamiento en las
razas Aberdeen Angus y Hereford podria ser consecuencia de mezcla genética o sub-
estructuracion poblacional, como se mencion6 anteriormente para el desequilibrio de Hardy-

Weinberg.

5.3 Estructura poblacional y relaciones filogenéticas entre las razas

Numerosos estudios han tenido como objetivo principal el analisis de las relaciones
entre las distintas razas bovinas. Este enfoque es posible si se asume que los marcadores
genéticos utilizados son selectivamente neutros, y que las poblaciones estan en equilibrio
bajo deriva y migracion, por lo que la similitud entre las razas refleja el ancestro comun.
Algunos autores sostienen que los procesos de seleccion no han modificado las frecuencias
génicas originales, las que serian consecuencia de la historia particular de cada raza, de los
movimientos migratorios y de la distribucion geografica actual (Baker y Manwell, 1980;

Manwell y Baker, 1980; Medjugorac et al., 1994). Es por esta razon que, las distintas razas
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pueden ser agrupadas sobre la base de sus frecuencias génicas, coincidiendo dichas
agrupaciones con las realizadas previamente mediante datos histéricos y morfologicos.
Recientemente, trabajos realizados con microsatélites, ADN mitocondrial y con
polimorfismos del cromosoma Y han estudiado los centros de domesticacion, las relaciones
genéticas, las rutas migratorias y los procesos de introgresion en razas de Europa, Africa y
Asia (Bradley et al., 1994; 1996; Lotfus et al., 1994a; 1994b; MacHugh et al., 1994; 1997;
1998; Kantanen et al., 2000; Cafodn et al., 2001; Troy et al., 2001). Los resultados obtenidos
en dichos estudios coincidieron con las conclusiones obtenidas previamente a partir de
polimorfismos bioquimicos y grupos sanguineos (Baker y Manwell, 1980; Manwell y Baker,
1980; Medjugorac et al., 1994).

En el presente trabajo se utilizaron distintas herramientas para evaluar la estructura y
las relaciones genéticas de las poblaciones, entre las que se incluyen el estudio de la
distribucion de las frecuencias génicas, los test de diferenciacion poblacional, los indices de
fijacion, el analisis de AMOVA, la construccion de arboles filogenéticos y el analisis
multivariado.

En las once razas estudias se detectaron un total de once alelos privativos (10,6%),
tres en la raza Nelore, cuatro en Holando, tres en Aberdeen Angus y uno en Retinta. Sin
embargo, las frecuencias génicas de los alelos privativos fueron menores a 0,1, con la
excepcion del alelo 144 del locus BM2113 en la raza Nelore que se encontr6 en una
frecuencia de 0,1. Las demas variantes se encontraron presentes en mas de una de las
razas bovinas analizadas. Por lo tanto, las principales diferencias entre las razas y entre los
grupos de razas se basaron fundamentalmente en sus respectivas frecuencias génicas, y en
menor medida por diferencias en el tamafo de los alelos presentes. Cabe recalcar que,
algunas variantes genéticas de algunos de los microsatélites, como por ejemplo TGLA227 y

ETH?225, sélo se detectaron en las razas indicas.

5.3.1 Diferenciacion genética

En el presente trabajo se calcularon los test de diferenciacion genética y genotipica
para cada uno de los 9 microsatélites analizados entre las 11 razas bovinas estudiadas.
Ademas, se estimo la diferenciacion génica y genotipica para cada par de poblaciones. A
pesar que algunos STRs como el MGTG7 y el SPS115, presentaron el mismo alelo
mayoritario en todas las razas, todos los loci mostraron diferencias significativas a nivel
génico y genotipico entre las 11 poblaciones analizadas (p < 0,01). En cuanto a la
comparacion entre cada par de poblaciones, solamente las razas Criolla Argentina y Criolla

Chaquena Boliviana no presentaron diferencias significativas entre sus frecuencias génicas.
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En estas dos razas, solamente el locus ETH225 evidenci6 valores de probabilidad inferiores
al 5% para el test de diferenciacion genética.

Las razas Criolla Chaquefa Boliviana y Criolla Argentina son muy parecidas
fenotipicamente, siendo unas de las pocas razas americanas que, por no haber sido
seleccionadas por color de capa, presentan todos los pelajes descriptos para la especie
(Primo, 1992). Por otra parte, el area donde habita el bovino Chaquefio Boliviano
corresponde a la misma region biogeografica que la ocupada por gran parte del Criollo
Argentino. Mas alla de los limites politicos, el chaco argentino y boliviano no s6lo comparte
las mismas condiciones ambientales y biogeograficas, sino que también constituyen una
unidad desde el punto de vista historico y social. Una estrecha similitud entre estas dos
razas a nivel de ADN fue puesta de manifiesto en un estudio previo de caracterizaciéon
genética realizado mediante el analisis de ocho genes estructurales (Lirén, 1999), lo cual
apoyaria también la idea de que forman parte de la misma unidad poblacional y de
conservacion.

Otros estudios realizados con grupos sanguineos, polimorfismos bioquimicos vy
microsatélites en diferentes razas bovinas de todo el mundo también han evidenciado una
extensa diferenciacion genética entre la mayoria o en todas poblaciones analizadas (Blott et
al., 1998; MacHugh et al., 1997). Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un
limitado flujo génico entre las razas bovinas modernas que ha ocasionado una diferenciacién

genética significativa entre ellas.

5.3.2 Estructura genética. indices de fijaciéon y analisis de la varianza

En la presente tesis, la subdivision poblacional se evalu6 mediante el calculo de los
indices de fijacion: Fst (Weir y Cockherham, 1984), Gsr (Nei, 1973), Rst (Slatkin, 1995) y el
analisis de la varianza (Weir y Cockerham, 1984).

El valor promedio estimado para el indice Fst y Gst fue cercano al 8%. Estos valores
son equivalentes a los obtenidos en otros estudios de diversidad genética que utilizaron
microsatélites. Asi por ejemplo, el valor de subdivision fue del 7-11% en razas bovinas
europeas (MacHugh et al., 1998; Kantanen et al., 2000., Canon et al., 2001; Mateus et al.,
2004), del 6% en cerdos (Martinez et al., 2000) y del 8% en equinos (Cafion et al., 2000).
Como se menciond en el punto anterior, los niveles de diferenciacion genética y los valores
de Fst estimados indican un reducido flujo genético entre las razas bovinas.

Los valores estimados de Fsr y Gst variaron en forma considerable entre los
marcadores utilizados, desde 0,023 en el locus SPS7115 hasta 0,14 en el locus TGLA227.
Estos resultados son similares a los obtenidos en otros trabajos, e indican una extensa

variacion en la habilidad que poseen los diferentes microsatélites para diferenciar
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genéticamente las poblaciones (MacHugh et al., 1998; Kantanen et al., 2000). Ademas, en el
presente trabajo se estimo el indice Rst, €l que se basa en el modelo Step Wise Model
(SMM) que tiene en cuenta tanto las frecuencias génicas como el tamafio de los alelos. El
valor promedio hallado para este indice (14,4%) en todos los loci fue mayor al obtenido por
el Fst y Gsr, lo que implica que la diferenciacion entre las poblaciones no sélo esta dada por
las frecuencias génicas sino también por el tamafio de los alelos. Las diferencias del valor
del indice Rst entre los loci fueron mucho mas acentuadas que las observadas con los otros
estimadores de subdivision poblacional. Asi por ejemplo, los loci BM1824, MGTG7 vy
TGLA53 presentaron valores inferiores al 3% mientras que en el otro extremo los
microsatélites TGLA227 y ETH225 evidenciaron valores del 38% y 41%, respectivamente.

Otra forma de evaluar la estructura genética de las poblaciones es mediante el
analisis molecular de varianza o AMOVA, el cual consiste en la particiéon de la varianza
genética total en componentes de covarianzas debidos a diferencias entre los individuos
dentro de cada poblacién, entre las poblaciones y entre los grupos de poblaciones (Weir,
1996). Un primer analisis de la varianza se realizé en las 11 razas bovinas utilizando los
nueve microsatélites incluidos en el presente trabajo. El porcentaje de variacion entre las
razas fue equivalente al indice Fst. EI segundo AMOVA se realizd separando las razas
analizadas en dos grupos segun su origen cebuino o taurino. En este caso, el porcentaje de
variacion entre estos grupos fue de 7,8% frente a un 5,8% obtenido entre las poblaciones
dentro de cada grupo. Estos resultados estarian indicando que la mayor parte de las
diferencias genéticas halladas entre las razas estudiadas se corresponde con su origen.
Algunos marcadores como el ETH225 y el TGLA227 presentaron altos porcentajes de
variacion entre las razas cebuinas y taurinas (20% y 19%, respectivamente) en comparacion
con las diferencias observadas entre las poblaciones dentro de estos grupos (3,2% y 6,8%,
respectivamente). Por otro lado, los loci MGTG7 y SPS115 aportaron con menos del 1% a la
diferenciacion entre las razas taurinas y cebuinas.

La hipotesis mas aceptada actualmente sobre el origen del ganado cebu sostiene
que el tipo Bos indicus fue domesticado en forma independiente del Bos taurus en algun
lugar de la India. Estudios previos basados en polimorfismos de proteinas, grupos
sanguineos, RFLPs y microsatélites han demostrado una gran divergencia entre los dos
grupos mayores de bovinos (Brend, 1972; Naik, 1978; Manwel y Baker, 1980). Mediante el
analisis de secuencias correspondientes a la regién de control del ADN mitocondrial
(ADNmt) se ha estimado una divergencia minima de 210.000 afios para los dos taxa (Loftus
et al., 1994a; Bradley et al., 1996). MacHugh y colaboradores (1997) estimaron la
divergencia entre los grupos taurinos y cebuinos en unos 610.000-850.000 afios mediante el
analisis de microsatélites. Estos datos son apoyados por estudios basados en haplotipos del

cromosoma Y (Bradley et al., 1994).
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La gran divergencia existente entre los genomas cebuinos y taurinos se vio reflejada
en los resultados obtenidos en el analisis de AMOVA que se realiz6 separando las razas
estudiadas pertenecientes a dichos grupos. La mayor parte de la variacion hallada en los
nueve microsatélites en las once razas estudiadas se explica por su pertenencia a uno de
estos dos grandes grupos. En la figura 18, se resumen las frecuencias génicas obtenidas
para los microsatélites ETH225y TGLA227, dado que presentaron la mayor variaciéon entre
las razas cebuinas y taurinas. Esta comparacién evidencié la presencia de algunos alelos
diagnésticos para las razas indicas, ya que estas variantes no se hallaron en las primeras
(TGLA227-79, ETH225-1563, ETH225-157, ETH225-159). Para la determinacién de los alelos
diagnésticos no se considerd a las razas criollas, pues se ha reportado la introgresion de
genes indicos en alguna de estas poblaciones (Giovambattista et al., 2000; Ripoli, 2002).
Como se observa en la figura 18, las diferencias entre las razas cebuinas y taurinas no sélo
se basaron en las frecuencias génicas sino también en el tamafio de los alelos.
Llamativamente, las variantes genéticas mayoritarias de las razas indicas en los STRs
ETH225 y TGLA227 se encuentran desplazadas hacia uno de los extremos de la
distribucion.

Asumiendo que los microsatélites poseen un polimorfismo neutral, las principales
fuerzas evolutivas que han contribuido a la diversidad observada en las razas estudiadas
son la deriva genética, la migraciéon y las mutaciones. El aislamiento reproductivo como
consecuencia de factores geograficos y culturales (manejos reproductivos) ha reducido el
tamarnio efectivo de las poblaciones y ha contribuido a la subdivisién genética detectada en
los estudios de caracterizacion de razas con diversos marcadores genéticos. Por otra parte,
la migracion ha actuado como fuerza opuesta a la mutacion, reduciendo las diferencias
acumuladas por los otros procesos. Por ultimo la mutacién, fuente ultima de toda variacion,
opera en el mismo sentido que la deriva incrementando las diferencias encontradas entre las
razas. No obstante, la migracion, la deriva y la mutacion han ejercido distintas fuerzas
relativas en la determinacion de las diferencias genéticas reflejadas en la distribucion de
frecuencias génicas presentes en los diferentes grupos de razas estudiadas. Por ejemplo,
en las razas europeas, las cuales han permanecido relativamente aisladas genéticamente
desde su formacion hace menos de 200 afios, la deriva habria cumplido un papel
preponderante en las diferencias observadas en las frecuencias de los STRs (MacHugh et
al., 1997; Kantanen et al., 2000; Canon et al., 2001). Por el contrario, la mutacion en estas
razas habria tenido una menor importancia debido al poco tiempo de separacion entre ellas.
En contraste con el origen de las razas europeas y americanas, las razas cebuinas y
taurinas se habrian domesticado independientemente y habrian divergido hace mas de
250.000 afios. En este periodo las mutaciones habrian cumplido un papel muy importante en

la distincion de los dos principales grupos de bovinos.
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Figura 18. Distribucion de las frecuencias génicas promedio estimadas para el locus TGLA227 y
ETH225 agrupando las razas bovinas segun su origen en tres grupos: i) cebuinas: Brahman y Nelore;
ii) taurinas de origen europeo: Abeerden Angus, Hereford, Holando, Jersey y Retinta; y iii) taurinas
Criollas Americanas: Criolla Argentina, Criolla Chaquefia Boliviana, Criolla Saavedrefia y Criolla
Yacumena.
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Usualmente, se han considerado dos modelos tedricos extremos de mutacion para
los microsatélites: el modelo de alelos infinitos —infinite allele model, IAM- (Kimura y Crow,
1964) y el modelo de mutaciones de a pasos —stepwise mutation model, SMM- (Kimura y
Ohta, 1978). EI SMM describe las mutaciones como un proceso de ganancia o pérdida de
s6lo una unidad de repeticion, donde los alelos de una poblacion pueden mutar hacia
estados adyacentes a las variantes presentes. En contraste, bajo el IAM, las mutaciones
involucran cambios en cualquier numero de repeticiones en tandem y siempre originan
alelos nuevos, que no estan presentes en la poblacién. Numerosos estudios han concluido
que el SMM se ajusta mejor a los datos poblacionales (Shriver et al., 1993; Valdés et al.,
1993), aunque se han reportado frecuentemente mutaciones en mas de una repeticion
(Jeffreys et al., 1995, Valdes et al., 1993).

Si se tiene en cuenta al SMM, la distribucion observada en los microsatélites ETH225
y TGLA227 en las razas cebuinas, estaria acorde con el elevado tiempo estimado de
separacion de este grupo con respecto a las otras razas. Di Rienzo y colaboradores (1994)
introducen el modelo de dos fases —two phase model, TPM-, donde las mutaciones
frecuentemente implican cambios en una repeticion pero en menor medida pueden provocar
cambios en varias unidades. Una explicacion alternativa del espectro de frecuencias génicas
observadas en los loci ETH225y TGLA227 se basaria en dicho modelo, considerando que
los alelos presentes en los extremos de la distribucidn se habrian originado por mutaciones
que comprenden varias repeticiones. Esta argumentacion prescinde de un tiempo de
separacion elevado entre los grupos cebuino y taurino, necesario para acumular mutaciones
de una séla repeticion.

Por ultimo, se efectud un tercer analisis de la varianza que incluyé solamente las
razas taurinas agrupadas segun su origen europeo 0 americano (razas criollas). El
porcentaje de variacion entre las razas criollas y las europeas alcanzé solamente el 1%
versus un 6% entre las poblaciones dentro de cada grupo. Estos resultados indican que, al
contrario de lo sucedido entre las razas cebuinas y taurinas, las razas criollas americanas no
se diferencian tan claramente de las europeas. Esto podria ser explicado como
consecuencia del tiempo reducido de separacion de ambos grupos o de una introgresiéon de

genes europeos en las razas criollas posterior a su origen.
5.3.3.Arboles filogenéticos y analisis multivariado

Con el fin de determinar las relaciones genéticas entre poblaciones o razas, dos
métodos son comunmente utilizados en la literatura: la reconstruccion filogenética y el

analisis multivariado. Generalmente, la metodologia mas utilizada en el analisis de los datos

consiste en el célculo de distancias genéticas y la construccion de arboles. Alternativamente,

127



la representacion de las relaciones genéticas entre las poblaciones puede obtenerse
utilizando métodos multivariados. Estas técnicas condensan la informacion de varios alelos y
loci en unas pocas variables sintéticas. Existe una cierta conexiéon entre los arboles
filogenéticos y los métodos multivariados. Los primeros nodos de un arbol generalmente
representan las primeras dimensiones de este ultimo analisis.

Con el objetivo de evaluar las relaciones filogenéticas entre las razas bovinas
estudiadas, se calcularon tres medidas de distancias genéticas: D (Nei et al., 1983), D¢
(Cavalli-Sforza y Edwards, 1967) y Dsw (Shriver et al., 1995). A partir de cada una de las
matrices de distancia genética se construyeron dos fenogramas empleando los métodos de
UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) y NJ (Saitou y Nei, 1987). La topologia de los arboles varioé
considerablemente entre los fenogramas construidos a partir de las distancias clasicas Da y
Dc versus la Dsy, y entre los arboles generados por el método de agrupacion UPGMA
versus el de NJ. En los arboles construidos con el método UPGMA a partir de las distancias
Da y Dc se observaron dos cluster principales que incluian las razas de origen indico y
taurino, respectivamente. Dicha agrupacion se observé en todos los arboles realizados,
presentando siempre valores de boostrap cercanos al 100%. Como se mencioné
anteriormente, esta clara divergencia entre estos grupos principales de bovinos se ha
obtenido en estudios previos basados en polimorfismos de proteinas, grupos sanguineos,
RFLPs y microsatélites (Brend, 1972; Naik, 1978; Manwel y Baker, 1980; MacHugh et al.,
1997; Hanote et al., 2002).

En los arboles construidos con el método de UPGMA a partir de las distancias Da y
D¢, el grupo taurino se subdividid a su vez en dos clusters que incluyeron a las razas de
origen europeo y a las razas iberoamericanas, respectivamente. Estos resultados se
corresponden con los datos histéricos que establecen que las razas criollas americanas se
habrian originado a partir de los animales traidos por los europeos durante los primeros
afos de la conquista hace unos 500 afios. Takesaki y Nei (1996) han recomendado la
utilizacion de las distancias genéticas D¢ y Da para la construccion de arboles filogenéticos a
partir de frecuencias génicas en poblaciones relacionadas, donde la deriva genética es la
principal determinante de las diferenciacion evolutiva. A su vez, de acuerdo a Nei (1987) el
método UPGMA generalmente produce una topologia razonable de los arboles cuando se
comparan individuos con tiempos generacionales y fisiologia similar, como las poblaciones
de una misma especie. La estructura interna de los nodos correspondientes a las razas
europeas Y criollas americanas no es fuertemente apoyada por los valores de boostrap, esto
refleja probablemente un origen simultaneo de estas razas y/o una mezcla genética entre
ellas. Estos bajos niveles de boostrap coinciden con los reportados en otros estudios de
relaciones filogenéticos entre razas relacionadas de bovinos (McHugh et al., 1997; Cafon et
al., 2001).
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En los fenogramas construidos con el algoritmo NJ, desparece la distincion entre
razas americanas y europeas. Aunque no surge una topologia evidente en la comparacion
de estos arboles, las razas cebuinas se encontraron muy alejadas del resto de las razas
taurinas, lo que refleja el origen independiente de este grupo. Por el contrario las razas
taurinas criollas y europeas se entremezclaron por todo el arbol y tendieron a separarse
escasamente de la raiz del dendograma. Esta estructura denota la dicotomia existente en el
tiempo relativo de evolucién independiente de las razas incluidas en el presente trabajo
(mas de 200.000 afios para las cebuinas, 500 afios para las criollas Americanas y menos de
200 anos para las europeas). La distancia Dsy, que se basa en el SMM y por lo tanto tiene
en cuenta el tamafo de los alelos, reforzé la separacién de Nelore y Brahman de las demas
poblaciones. Como se discutié previamente, las mutaciones tuvieron un papel importante en
la divergencia genética observada entre los dos grupos principales de bovinos. Sin embargo,
entre las razas taurinas la mutacion no ha tenido el tiempo suficiente para ejercer su fuerza
diversificadora.

Una interesante observacion de los arboles construidos con el método de NJ, es la
agrupacioén de las razas Criolla Yacumena y Retinta con las cebuinas. Este comportamiento
podria deberse a un cierto grado de introgresion de genes cebuinos en estas razas taurinas.
Las razas bovinas espafiolas se clasifican en tres grupos diferentes: Red convex, Brown
concave y Black orthoide. Dichos bovinos han arribado a la peninsula Ibérica siguiendo las
principales migraciones humanas. Una de las rutas de inmigracion de bovinos provino del
medio oriente y atravesd Europa. Estas poblaciones estan hoy representadas por las razas
del grupo Brown concave. Otra ruta procedié probablemente de Africa, a través del estrecho
de Gibraltar y estaria representada en la actualidad por los bovinos del grupo Red convex
(Felius, 1995). A este ultimo grupo pertenecen la raza Alentejana de Portugal y la raza
andaluza Retinta (Felius, 1995; Cafion et al., 2001). El tercer grupo, el Black orthoide
(también denominado ibérico), es considerado como un ejemplo de los antiguos bovinos
salvajes, que existieron en la peninsula Ibérica antes de la llegada de las otras migraciones
(Sanchez-Belda, 1984). Segun otra hipdtesis, el grupo Ibérico seria descendiente del
Lonhorn Hamitico, introducido por los berberiscos de Africa del Norte, quienes invadieron la
peninsula Ibérica en tiempos prehistoricos (Felius, 1995). MacHugh y colaboradores (1997)
han demostrado una introgresion apreciable de genes indicos en las poblaciones de taurus
africanas. La pertenencia de la raza Retinta al grupo Red convex originado de Africa, podria
explicar su agrupacion con las razas cebuinas en los arboles filogenéticos. Con respecto, a
la raza Criolla Yacumenfa, una explicacién plausible sobre su agrupacién con las cebuinas
se basaria en la mezcla genética reciente con razas indicas.

La topologia variable de los arboles fiologenéticos encontrada en las razas europeas

y criollas americanas segun las distancias y los algoritmos de construccién utilizados, asi
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como los bajos niveles de boostrap observados en la mayoria de los nodos, pueden ser
producidos por la mezcla genética de algunas razas. Este fendmeno contradice los
principios generales de los métodos de reconstruccion filogenética (Felsenstein, 1982).
Cabe mencionar que la introgresién es una hecho frecuente en la dinamica poblacional de
las razas bovinas (Grosclaude et al., 1990; MacHugh et al., 1997, Cymbrén et al., 1999,
Giovambattista et al., 2000; Mirol et al., 2003). Otra explicacién de los resultados obtenidos
se apoya en el numero de marcadores genéticos utilizados en este trabajo. Sobre la base de
estudios tedricos, Takezaki y Nei (1996) han concluido que uno de los factores importantes
que influyen en la posicidn correcta de las poblaciones en un arbol filogenético es el numero
de loci utilizados. Sin embargo, numerosos estudios realizados con razas histéricamente
relacionadas en diferentes especies de mamiferos han obtenido bajos valores de boostrap a
pesar de haber incluido una mayor cantidad de marcadores genéticos (Cavalli-Sforza y
Piazza 1993; Bowcock et al., 1994; MacHugh et al., 1997; Wimmers et al., 2000; Koskinen y
Bredbacka, 2000; Moazami-Goudarzi y Laloe, 2002). Pese a que existe una diferenciacion
genética significativa entre las razas, la estructura no robusta de los arboles puede ser
explicada por discrepancias en la topologia manifestada por cada uno de los locus
analizados. Laval y colaboradores (2000), en un trabajo de caracterizacion de cerdos
europeos con 25 microsatélites, sugirieron la presencia de una divergencia de las razas en
forma de estrella (varias poblaciones se originan al mismo tiempo). De acuerdo con este
esquema, las distancias genéticas esperadas entre las razas serian iguales y cualquier
diferencia observada entre ellas seria producto de la deriva genética. A su vez, bajo este
modo de divergencia, se espera una incongruencia en la estructura determinada por cada
locus, asi como también una independencia del numero de marcadores genéticos utilizados.

Una alternativa a la utilizacion de los arboles filogenéticos para el estudio de las
relaciones genéticas entre las poblaciones o especies, es la aplicacion de las técnicas
multivariantes. Estas metodologias no asumen la ausencia de mezcla genética entre las
poblaciones estudiadas y permite la incorporacion de diferentes tipos de marcadores
genéticos (polimorfismos bioquimicos, grupos sanguineos, microsatélites, SNPs, etc.) y
morfoldgicos. Con el fin de resumir las relaciones entre las razas se realizé el andlisis de
componentes principales (ACP). Para este analisis se utilizaron las frecuencias génicas
transformadas segun Cavalli-Sforza (1994) correspondientes a los 98 alelos encontrados en
las todas las razas con la excepcion de Jersey. La inclusién de esta raza en el ACP generé
distorsiones en la representacion espacial de los CP, probablemente debido al escaso
numero de animales tipificados. En este caso, el primer CP fue explicado por la separacion
de la raza Jersey de todas las demas. Lo mismo sucedié en los arboles filogenéticos que
incluyeron dicha raza (resultados no mostrados). Sin embargo, numerosos estudios

filogenéticos que han incorporado a la raza Jersey, han obtenido resultados similares (Baker
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y Manwel, 1980; Medjugorac et al., 1994; Blott et al., 1998; Kantanen et al., 2000).
Kantanen y colaboradores (2000), en un estudio de 20 razas europeas con 19 polimorfismos
bioquimicos y de grupos sanguineos y con 10 microsatélites han concluido que la raza
Jersey no poseia ninguna relacion fillogenética cercana con ninguna de las 19 razas
restantes. Debido a las distorsiones ocasionadas en los arboles filogenéticos por la raza
Jersey y al nimero escaso de animales tipificados (N = 10), se decidioé excluir a dicha raza
de los analisis filogenéticos y multivariados.

Los resultados obtenidos por ACP se corresponden con los datos histéricos sobre el
origen de los tres principales grupos de razas incluidas en este estudio. Las tres primeras
dimensiones del ACP explicaron un total de 67% de la varianza. El primer CP (40%) dividi6
las razas en dos grupos claramente diferenciados que se correspondieron con su origen
taurino e indico. El segundo CP (15%) subdividi6 las razas taurinas en un cluster europeo y
en otro iberoamericano, aunque esta division no fue tan marcada como en el primer CP. El
tercer CP (12%), no aporté ninguna informacion relevante y solo diferencié la raza Hereford
de las demas. Por lo tanto, la representacion grafica de los dos primeros CP permitid
discriminar los tres grupos principales de razas segun su origen historico.

El primer CP, separ¢ las razas cebuinas y taurinas revelando un compromiso en la
estructura de las poblaciones estudiadas. Ademas, se corresponde con la primera division y
con los altos valores de boostrap hallados en los arboles filogenéticos. Varios alelos
contribuyeron en gran medida a la determinacién de dicho componente, los cuales se
presentaron con frecuencias génicas considerables en las razas Nelore y Brahman; por el
contrario, en las demas razas taurinas estuvieron ausentes o en bajas frecuencias. Estos
alelos podrian utilizarse como diagndsticos para medir la introgresién de genes indicos en
las razas criollas americanas. Cuando se observa la distribucion de las razas a lo largo del
primer CP, la raza Retinta y las criollas se ubican en una relacion intermedia entre las
cebuinas por un lado y las taurinas europeas por el otro, aunque a una distancia mas
cercana a estas ultimas. Esta posicion intermedia apoya la hipotesis sobre la introgresion de
genes indicos reportada para estas razas y que sera discutida en detalle posteriormente. A
su vez, la raza Brahman se hallé en una posicion mas cercana a las taurinas. Estos
resultados se condicen con la formacién y caracteristicas de manejo de dicha raza originaria
de los Estados Unidos. La sociedad de criadores de la raza Brahman posee un libro de
registro abierto que permite la mezcla con ganado taurino; aceptandose la inscripcion de
animales luego de cuatro generaciones de cruzas absorbentes con ganado indico.

El segundo CP discriminé a las razas taurinas europeas e hispanoamericanas.
Cuando se compararon las frecuencias génicas de los alelos que mas aportaron al CP2, no
se observo una clara divergencia en las frecuencias génicas entre los dos conjuntos de

razas. La raza Retinta se agrup6 con las razas criollas. La separacion de las razas a lo largo
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de este eje, se corresponde con la segunda gran division de razas observada en los arboles
construidos con el método de UPGMA utilizando las distancias Da y Dc. La raza Criolla
Argentina y la raza Criolla Chaquefia Boliviana se ubicaron muy cercanas a lo largo de los
dos primeros ejes del ACP. Cabe mencionar que estas razas fueron las Unicas que en el test
de diferenciacion genética no presentaron diferencias significativas entre sus frecuencias
génicas.

En resumen, la disposicién de las razas en los dos primeros ejes del analisis de
componentes principales se correspondié con los datos histdricos que explican el origen y
diferenciacion de los principales grupos de razas bovinas estudiadas.

5.4 Introgresion de genes indicos en las razas criollas sudamericanas

En el curso de la evolucion, las poblaciones que han permanecido aisladas entre si
por largos periodos de tiempo a causa de factores geograficos, ecoldgicos o culturales
ocasionalmente pueden entrar en contacto. Este hecho genera poblaciones hibridas con
ciertas caracteristicas genéticas, como por ejemplo la presencia de frecuencias alélicas
intermedias a las poblaciones parentales (Cavalli-Sforza y Bodmer, 1995). Se han propuesto
varios estadisticos con el fin de estimar la contribucién relativa de las poblaciones parentales
a la poblacion hibrida (Chakraborty, 1986), la mayoria de los cuales se basan en la
utilizacion de las frecuencias génicas.

La estimacion del porcentaje de introgresién de genes indicos o taurinos en las razas
criollas se realizé mediante la aplicacion de dos metodologias. La primera se bas6 en
calcular el porcentaje de introgresion de 5 cinco alelos privativos cebuinos (ETH225.153,
ETH225.157, ETH225.159, TGLA227.79 y TGLA122.136). Las cuatro razas criollas
presentaron evidencias de mezcla, aunque con frecuencias inferiores al 10%. La raza
argentina evidencio los valores inferiores de introgresién génica promedio para los tres loci.
Por el contrario, las razas criollas bolivianas alcanzaron valores superiores de mezcla
génica. El segundo procedimiento utilizado para evaluar la introgresion indica se basé en las
frecuencias génicas y en el tamafio de todos los alelos encontrados en los nueve
microsatélites autosémicos analizados utilizando el coeficiente de mezcla mY (Bertorelle y
Excoffier, 1998). Los valores hallados con este indice fueron superiores a los calculados por
el método de alelos privativos, aunque no superaron el 11%. De la misma forma que lo
obtenido con la metodologia basada en alelos privativos, la raza Criolla Argentina presenté
los valores inferiores de mezcla (mY = 2,6%), mientras que las razas bolivianas alcanzaron

valores cercanos al 10% (figura 19a).
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A nivel citogenético, los dos tipos mayores de bovinos (cebuinos y taurinos) pueden
diferenciarse mediante el analisis de la morfologia del cromosoma Y (Kieffer y Cartwrigh,
1968). Mientras que los taurinos poseen un cromosoma Y de tipo submetacéntrico, las razas
indicas presentan un cromosoma de tipo acrocéntrico. Estas diferencias morfolégicas tienen
su correspondencia a nivel molecular. En este sentido, se ha reportado la presencia de
alelos diagndsticos en marcadores de tipo microsatélites (Hanotte et al., 1998; Edwards et
al., 2000) y en loci estructurales como el SRY 'y el ZFY (Kikkawa et al., 2003; Clawson et al.,
2004). En el presente trabajo el porcentaje de introgresién de genes indicos por via paterna,
se calculdo a partir de las frecuencias génicas de dos microsatélites de la region no
recombinante del cromosoma Y (INRA124 e INRA189). Dichos STRs poseen dos alelos de
124 y 88 pb, respectivamente, que han sido reportados como alelos privativos del grupo
indico (Hanotte et al., 1998; Edwards et al., 2000). La totalidad de los animales que
presentaron el alelo 124 del locus INRA124 también evidenciaron el alelo de 88 pb en el
INRA189. El porcentaje de introgresion estimado a partir de los marcadores del cromosoma
Y fue aproximadamente de dos 6rdenes de magnitud superior al calculado mediante los
marcadores autosémicos. En la raza Criolla Argentina se observé un porcentaje de
introgresion cebuina del 4%, mientras que las criollas bolivianas presentaron valores de
mezcla que variaron desde el 22 al 26% (figura 19b).

Los trabajos pioneros sobre ADN mitocondrial bovino demostraron la existencia de
dos principales haplogrupos, que representan los linajes taurino y cebuino (Loftus et al.,
1994a; Bradlet et al., 1996). Posteriormente, varios trabajos que analizaron la regién de
control del ADN mitocondrial en razas taurinas de Europa, Africa y Cercano Oriente
demostraron la presencia de cuatro haplogrupos principales. Mientras que tres de ellos
fueron encontrados en Europa y en el Cercano Oriente, el restante correspondié solamente
a los animales de Africa, con excepcién de algunos individuos del sur de Portugal que
tendrian un origen africano. Estos datos junto a la evidencia de una filogenia en forma de
estrella, avalan la hipétesis de una domesticaciéon independiente en Africa (Bradley et al.,
1996; Troy et al., 2001). Recientemente, varios autores han estudiado la regiéon de control
del ADN mitocondrial en razas criollas sudamericanas, detectando sélo la presencia de
secuencias caracteristicas de Bos taurus europeos y africanos (Magee et al., 2002; Miretti et
al., 2002; Mirol et al., 2003; Caravajal-Carmona et al., 2003). En la figura 19a se representa
los porcentajes de haplotipos taurinos (100%) y cebuinos (0%) en las razas criollas de

Argentina y Bolivia.
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Figura 19. Introgresion de genes indicos

en las razas Criolla Argentina (CAr),
Criolla Chaquefia Boliviana (ES), Criolla
Saavedrena (Saa) y Criolla Yacumena (Y).
Se representa el porcentaje de mezcla
para tres tipos de marcadores: a) ADN
mitocondrial (tomado de Miretti et al,
2002; Mirol et al., 2003); b) Microsatélites
del cromosoma Y; c) Microsatélites
autosomicos. El porcentaje de mezcla
para los haplotipos mitocondriales y del
cromosoma Y se calculd por conteo
directo y para los loci autosémicos
mediante el indice mY. Z y T
corresponden a genes taurinos 'y

cebuinos, respectivamente.



Si se ordenan los marcadores mitocondriales, autosémicos y holandricos segun el
porcentaje de introgresion presentada, en un extremo se encuentra el ADN mitocondrial con
un 0% de genes indicos y en el otro los marcadores del cromosoma Y con
aproximadamente un 20%. Por otra parte, los marcadores autosomicos evidenciaron valores
intermedios (alrededor del 10%) con respecto a los loci de herencia uniparental. Durante la
segunda mitad del siglo XX, las razas cebuinas son introducidas masivamente en Bolivia y
en el norte de Argentina desde Brasil con el fin de mejorar la ganaderia en zonas tropicales
y subtropicales. Esta introduccion produjo una drastica disminucién en el tamafo y grado de
pureza de las poblaciones criollas, causada principalmente por cruzamientos absorbentes.
En coincidencia con las evidencias histéricas, el patron de mezcla observado en los tres
tipos de marcadores revelaria que la introgresion en los criollos sudamericanos ha ocurrido
por via paterna principalmente mediante la introduccién de machos cebuinos a Bolivia y
Argentina desde Brasil. Ademas, el gradiente noreste-suroeste de introgresion de genes
indicos reportado para las razas criollas sudamericana revela que los mayores niveles de
mezcla se encuentran en las zonas tropicales de Brasil y los menores en las regiones
templadas de Argentina y Uruguay, presentando Bolivia valores intermedios (Tabasco et al.,
1985; Postiglioni et al., 1998; Giovambattista et al., 2001). Estas evidencias también
sugieren un papel importante del clima y posiblemente de la altitud, que habrian servido
como barrera a la expansion de las razas cebuinas, y junto con los factores historicos
habrian determinado el patron de mezcla observado en las razas criollas estudiadas. Cabe
destacar que, similares patrones de introgresién por via paterna se han observado en razas
bovinas del continente africano y del sudeste asiatico (MacHugh et al., 1996; Kikkawa et al.,
2003; Clawson et al., 2004).

Algunos autores, han sugerido que el acervo genético de los criollos americanos
presenta componentes de origen africano, los que habrian provenido desde la peninsula
ibérica o de las costas africanas (Felius, 1995; Rouse, 1973). Dos de los microsatélites
estudiados en este trabajo, uno autosémico y otro correspondiente al cromosoma Y,
presentan alelos que se han reportado como privativos o diagndsticos de razas taurinas
africanas. MacHugh (1996) describi6é al alelo de 122 pb del locus BM2113 como un alelo
diagnostico de las razas taurinas africanas. Este alelo se hallé presente con una frecuencia
de 0,38 en las razas taurinas de Africa, 0,02 en las cebuinas y estuvo ausente en las
taurinas europeas. Sin embargo, en este trabajo no se evidencié la presencia de dicho alelo
en ninguno de los animales criollos analizados y solo la raza Retinta presenté dicha variante
con una frecuencia de 0,05. La ausencia del alelo 122 se ha reportado en otras seis razas
criollas de Méjico (Russell et al., 2000).

El otro marcador descripto como privativo de razas africanas fue el microsatélite

holandrico INRA189. Edwards y colaboradores (2000) describieron la presencia en la raza
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N’'Dama (taurina africana) de dos alelos de 90 pb y 104 pb con una frecuencia de 0,83 y
0,17, respectivamente. Estas variantes no se detectaron en las otras razas también
estudiadas por estos autores (Hereford, Nelore y Ongole). El analisis del locus INRA189, en
el presente trabajo evidencio la presencia del alelo de 90 pb solamente en la raza criolla
Saavedrefia, en una proporcion del 17%.

En resumen, los marcadores de tipo autosémico y holandrico estudiados en este
trabajo no evidenciaron en las razas Criolla Argentina, Criolla Chaquefia Boliviana y Criolla
Yacumefia la presencia de alelos caracteristicos de bovinos taurinos africanos, siendo la
excepcion la raza Saavedrena que presentd alelos africanos del cromosoma Y. Por el
contrario, como se menciond anteriormente, varios trabajos simultdneos que estudiaron la
region de control del ADN mitocondrial en diversas razas bovinas criollas sudamericanas
(argentinas, bolivianas, brasileras, colombianas e islas caribefias) demostraron la presencia,
con frecuencias variables, de haplotipos correspondientes al haplogrupo taurino africano
(Magee et al., 2002; Miretti et al., 2002; Mirol et al., 2003; Caravajal-Carmona et al., 2003).
Las considerables variaciones observadas en la incidencia de los alelos diagnosticos
africanos en las razas criollas americanas podrian ser consecuencia de factores historicos,
demograficos y de manejo reproductivo, tales como: i) la presencia de varias rutas
migratorias procedentes de diferentes origenes (Portugal, Espafia, y posiblemente de las
Islas Canarias, Cabo Verde, Madeiras y diferentes colonias africanas); ii) sucesivos cuellos
de botellas a lo largo de las rutas de expansion de los criollos en Sudamérica; v iii) el uso de
cruzamientos absorbentes mediante la utilizacion de machos.

Sobre la base del estudio de los loci autosémicos, holandricos y mitocondriales se
puede resumir que el acervo genético de los bovinos criollos se habria formado por genes
de origen taurino europeo y en menor medida africanos. Ademas, el germoplasma actual de

algunas poblaciones tendria hasta un 10% de genes de origen indico.

5.5 Asignacion de los individuos a sus razas de origen

En los ultimos tiempos se ha generalizado el uso de marcadores genéticos con
elevado grado de polimorfismo, como los microsatélites en los estudios de diversidad y
estructura genética de las poblaciones. Asociado a estas aplicaciones ha surgido un
creciente interés sobre la posibilidad de utilizar estos marcadores para asignar individuos a
determinadas poblaciones o razas. La metodologia de asignacion se ha utilizado para
diferentes propdsitos, como por ejemplo la demarcacion de poblaciones (Paetkau et al.,
1995; MacHugh et al., 1998; Primer et al., 1998; Roques et al., 1999; Bjornstad y Roed.,
2002), estudios poblacionales en especies migratorias (Haig et al., 1997), determinacion del
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origen de poblaciones contemporaneas (Nielsen et al., 1997) y resoluciéon de casos forenses
(Primmer et al., 2000). Ademas, estas técnicas son potencialmente aplicables a la
conservacion y manejo de recursos genéticos, asi como también a la trazabilidad de
alimentos procedentes de especies domesticas o silvestres.

En el presente trabajo se utilizaron dos procedimientos de asignacién de
individuos a sus respectivas razas, uno basado en las distancias genéticas Das (alelle shared
distance, Bowcock et al., 1994) y Dswasm (Stepwise alelle shared distance measure,
MacHugh, 1996) y el algoritmo NJ y el otro basado en las frecuencias génicas. Se incluyeron
en este andlisis solamente las razas criadas en la Argentina. A pesar que la distancia Das no
tiene en cuenta la informacion contenida en el niumero de repeticiones de los microsatélites,
esta medida mostré6 una mayor eficiencia para la agrupacién de los individuos a sus
respectivas razas en comparacion con la distancia Dswasu. Esta ultima, presenté a las razas
cebuinas formando un cluster con las ramas de mayor tamafo, comparadas con las
presentadas por las razas taurinas. Esto se debi6 a diferencias en el nimero de repeticiones
de los alelos hallados en los animales de origen indico. Bajo el modelo de mutaciones SMM,
estas diferencias se interpretan como un mayor tiempo de separacion de los individuos
pertenecientes a este grupo de razas y concuerda con la topologia de los arboles de
poblaciones y la distancia que presentaron las razas en el anadlisis de componentes
principales.

Con respecto a los individuos de origen taurino, en ambos dendogramas se
observaron diferentes niveles de exactitud en la agrupacion de los animales a sus
respectivas razas. Las razas europeas Abeerden Angus, Jersey y Hereford presentaron
entre 70 y 80% de los individuos correctamente agrupados. Los animales de las razas
Criolla Argentina y Holando se encontraron dispersos por el resto del arbol junto con los
individuos no agrupados de las demas razas. El dendograma construido a partir de la
distancia Das presentd una topologia levemente superior a la obtenida con la distancia
Dswasu. Esto se deberia a un papel preponderante de la deriva genética con respecto a la
mutacioén en la diferenciacion de las razas europeas e indicas.

El segundo procedimiento de asignacion de los individuos a sus respectivas razas
utilizado se baso en las frecuencias génicas. De la misma manera que en la construccion de
los arboles filogenéticos de individuos, se incluyeron en este andlisis solamente las siete
razas criadas en la Argentina. El nivel de asignaciones correctas de los individuos a sus
respectivas razas se incrementd dramaticamente con la adiciéon de los primeros marcadores.
Solamente con 4 microsatélites se obtuvo un porcentaje promedio de asignacion correcta
superior al 80%. El posterior incremento en el nimero de loci produjo un aumento

progresivamente mas lento en la tasa de determinaciones correctas. Utilizando los 9
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marcadores este porcentaje varid6 desde un 91% en la raza Holando hasta un 100% en
Jersey, obteniéndose un valor promedio de 96% para el total de las razas

Al igual que lo descripto para los arboles de individuos, el porcentaje de asignacién
correcta fue diferente en las distintas razas estudiadas. Las razas cebuinas Nelore y
Brahman presentaron un porcentaje de asignacion del 95%, aunque la totalidad de los
individuos mal asignados lo hicieron en la otra raza del mismo origen. De la misma manera,
las poblaciones de origen taurino, distribuyeron el error entre las demas razas del mismo
origen. La distribucién del error estructurada en los dos principales grupos de bovinos
(cebuinos y taurinos) coincide con la gran diferenciacion genética que existe entre ellos y
que ha sido discutida anteriormente. Cabe mencionar que la raza Jersey presento un 100%
de individuos bien asignados cuando se analizaron 6 o mas marcadores. El promedio
minimo de asignacién correcta de los individuos simulados de la raza Jersey fue del 86%
con sélo un marcador. Esta precisién es consecuencia de la gran divergencia genética que
presenta Jersey con el resto de las razas europeas (Baker y Manwel, 1980; Medjugorac et
al., 1994; Blott et al., 1998; Kantanen et al., 2000).

La alta eficiencia en los niveles de asignacion de los individuos a sus razas obtenida
en este trabajo con los nueve microsatélites estudiados, concuerda con los resultados
obtenidos en otros estudios (Buchanan et al., 1994; MacHugh et al., 1998; Diez-Tascon et
al., 2000; Cafiodn et al., 2000, 2001; Maudet et al., 2002; Moazami-Goudarzi y Laloe, 2002).
En contraste con los elevados valores de asignacion correcta, estos trabajos han obtenido
una pobre estructuracion de las poblaciones, manifestada en los bajos niveles de boostrap
encontrados en los arboles filogenéticos. La estructura poco robusta de los dendogramas no
es necesariamente una desventaja para los procedimientos de asignacién de individuos, ya
que esta metodologia se beneficia con la independencia de los marcadores genéticos
(Moazami-Goudarzi y Laloe, 2002). La falta de correlacion entre los loci con respecto a la
topologia de un arbol filogenético, permite diferenciar las poblaciones con menos
marcadores. De esta manera, cada uno de los locus o unos pocos de ellos podrian
diferenciar una poblacion distinta, debido a la presencia de distintivas frecuencias génicas.

Bjornstad y Roed (2002) evaluaron, utilizando los datos de 26 microsatélites en ocho
razas de caballos, los factores que podrian afectar la precision en la asignacién correcta de
individuos a sus razas de origen. Estos autores reportaron una correlacién positiva entre los
niveles de asignacion correcta y el niumero de alelos, y en menor medida con la
diferenciacion poblacional medida a través del indice Fst. Por el contrario, no encontraron
una asociacion significativa con la heterocigosidad. Por otra parte, Blott y colaboradores
(1999) realizaron el mismo analisis con 20 microsatélites en siete razas bovinas europeas,
observando una asociacion significativa entre la asignacion correcta respecto al numero de

alelos y la heterocigosidad. Sin embargo, no hallaron correlacion con el indice Fsr.
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En el presente estudio, los marcadores mas eficientes en la determinacion del origen
racial de los individuos fueron los que presentaron un mayor nimero de alelos y en menor
medida los que mostraron valores superiores de Fsr. Sin embargo, no se observo una
asociacion evidente entre la proporcion de asignaciones correctas y los heterocigosidad
esperada promedio. Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Bjornstad y
Roed (2002) para las tres variables analizadas. En cambio difieren de los resultados
obtenidos por Blott y colaboradores (1999), en cuanto a la importancia de la heterocigosidad
y el Fst. La asociacion entre el numero de alelos y la exactitud en la determinacién de la
raza de origen de los individuos revela la importancia de seleccionar marcadores genéticos,
como los microsatélites, que presenten un numero elevado de alelos. Blott y colaboradores
(1999) compararon la habilidad de los microsatélites frente a loci bialélicos para discriminar
entre siete razas bovinas. Estos autores concluyeron que para alcanzar una tasa de error
del 5% se requieren aproximadamente 10 STR. En contraste, se necesitaron 65 loci
bialélicos para alcanzar dicho error.

Los marcadores mas eficaces para la asignacion racial de los individuos serian
aquellos que presenten fijados diferentes alelos en las distintas razas (alelos privativos). La
mayoria de las razas bovinas modernas, se han seleccionado y se distinguen por unas
pocas diferencias fenotipicas como el color de capa, presencia de cuernos, etc.
Actualmente, se han identificado algunos de los genes que controlan esos caracteres
(Georges et al., 1993; Grobet, et al., 1997) y es posible que en un futuro no muy lejano se
conozca la mayoria de ellos. Con esta informacién se podrian desarrollar unos pocos
marcadores basados en el polimorfismo de nucledtido simple (SNPs) que diferencien la
mayoria de razas (Georges y Andersson, 1996). Las nuevas tecnologias de automatizacion
desarrolladas para la tipificacion genética de estos loci, permitirian un analisis mas rapido y
efectivo (Delahunty et al., 1996). Sin embargo, los microsatélites han demostrado ser mas
eficientes que los marcadores bialélicos y actualmente serian los marcadores de eleccion

para los test de asignacion racial.

5.6 Estadisticos forenses

5.6.1 Poder de exclusion

La tipificacion mediante marcadores genéticos es utilizada frecuentemente por las
asociaciones de criadores de animales domésticos para complementar la informacién
proveniente de los registros genealdgicos o pedigries de sus animales y con el fin de
mantener la pureza y el tipo de la raza. Ademas, esta metodologia se utiliza habitualmente

para confirmar el material genético en los test de progenie y experimentos de seleccion. La
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capacidad de cualquier sistema de marcadores para excluir una relaciéon genética
determinada esta condicionada por los genotipos de los individuos tipificados, la frecuencia
de los alelos presentes en la poblacion y el numero de loci analizados. Los marcadores mas
informativos son los que presentan herencia codominante. Desde el inicio de esta practica
hasta la actualidad, la identificacion se ha llevado a cabo mediante polimorfismos
bioquimicos y grupos sanguineos. Sin embargo, durante los ultimos afos, paises como
Estados Unidos, Nueva Zelanda, Australia y la Comunidad Europea, han implementado
planes nacionales para el estudio de los genomas de las diferentes especies de animales
domésticos. Sin embargo, en la Argentina la tipificacién de los grupos sanguineos y los
polimorfismos bioquimicos siguen siendo los estandares oficiales para la certificacion de
paternidad y la inscripcion de productos. Por el contrario, la mayoria de las asociaciones de
criadores de los paises desarrollados ya han incorporado las pruebas de ADN con el fin de
reemplazar las técnicas tradicionales por las basadas en microsatélites, utilizando de forma
Unica la certificacion mediante polimorfismos de ADN.

Una forma de cuantificar la eficacia de un conjunto particular de marcadores
genéticos consiste en calcular la probabilidad de exclusion a priori (PE), la que se define
como la probabilidad que un sistema genético especifico brinde evidencias que conduzcan a
la exclusion de un determinado suceso (Ejemplo, la paternidad discutida de un padre, la
correspondencia entre la evidencia y la referencia en casos forenses, etc.). En el presente
trabajo, se evalu6 el poder de exclusion de nueve microsatélites (BM2113, BM1824, SPS115,
INRA023, ETH225, TGLA122, TGLA227, MGTG7 y TGLA53) en las razas bovinas de mayor
importancia econémica de la provincia de Buenos Aires (Abeerden Angus, Holando,
Hereford, Nelore y Brahman). Este indice se evalud en el contexto de cuatro escenarios que
se presentan frecuentemente en los casos de paternidad e identificacion individual: (i)
exclusiéon de un padre conociendo los genotipos de la cria y su madre; (ii) exclusién de un
padre conociendo solo el genotipo de la cria; (iii) exclusion de ambos progenitores y (iv)
identificacion individual. El poder de exclusion simple (inconcordancia de al menos un alelo)
supero el valor de 0,99 en todas las razas estudiadas, excepto en las paternidades donde no
se dispuso de la informacion genética de la madre. Para reducir el efecto de los errores de
tipificacion genética, de las mutaciones (Chakraborty et al., 1974) y de la presencia de alelos
nulos (Pemberton et al., 1995) se ha sugerido la aplicacion del criterio de exclusién en mas
de un locus (Chakraborty et al., 1974). Bajo este criterio, los valores de poder de exclusion
obtenidos decrecieron notablemente y mas aun en las paternidades donde no se contd con
el genotipo materno. Asi por ejemplo, en las razas Nelore y Brahman se obtuvieron los
menores valores de exclusion (0,75 y 0,76, respectivamente). Por el contrario, los mayores
valores de exclusién se alcanzaron en los casos de identificacion individual, observandose
un rango de 0,99999703 a 0,99999999997. De forma clasica con mas de una o dos
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exclusiones se considera la exclusion del caso como probada. Sin embargo en la actualidad
se ha ido generalizando la utilizacién de un criterio no absoluto en la interpretacién de las
discordancias genéticas. De todas maneras los valores hallados de simple exclusion
superiores a 0,996 en los casos de paternidad donde se contd con la informacién de la
madre se podrian considerar como aceptables. Mas aun, el poder de exclusion obtenido en
los casos de identificacion individual es razonablemente alto. Sin embargo, en los casos de
paternidad en donde no se posee el genotipo materno los valores de exclusion resultaron
insuficientes (la PECs vario de 0,94 en Brahman a 0,991 en Holando). En este tipo de casos
para alcanzar un valor aceptable de exclusién se hace necesario aumentar el numero de
marcadores analizados.

En la figura 20, se representa la probabilidad combinada de simple exclusion
correspondiente a un numero variable de loci (de 1 a 30) con 2, 3, 4 y 5 alelos
equifrecuentes. Se representan las dos situaciones mas comunes de paternidad: i)
presencia de los genotipos de la cria, el padre y la madre; ii) genotipo de la madre
desconocido. Los valores de exclusién para el segundo caso de paternidad, considerando 9
marcadores (el numero de marcadores analizados en el presente trabajo), varié desde 0,699
para marcadores con dos alelos hasta 0,992 para sistemas con cinco variantes con igual
frecuencia. Los valores experimentales encontrados en este trabajo para los nueve
marcadores estudiados se correspondieron con el estimado para 4 o 5 loci equifrecuentes.
Segun la comparacion de los calculos tedricos y experimentales, se necesitarian 12
marcadores con 4 alelos equifrecuentes para alcanzar un valor medianamente aceptable de
exclusiéon de 0,99. Para obtener el mismo valor utilizando 2 alelos, se necesitarian un total

de 32 marcadores con frecuencias iguales.
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Probabilidad de Exclusion combinada

Probabilidad de Exclusion combinada

—
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Figura 20. Probabilidad de exclusion combinada de un ndmero variable de loci con 2, 3, 4 y 5 alelos
con iguales frecuencias génicas. Se representan dos situaciones frecuentes de paternidad: a)
presencia de los genotipos de la cria, el padre y la madre; b) genotipo de la madre desconocido.
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Como se observa en la figura 20, el nimero de loci analizados para alcanzar un valor
aceptable de exclusion en las situaciones frecuentes de paternidad es critico. En el caso,
donde se cuenta con el genotipo de la madre, la cria y el padre, se necesitarian 5
marcadores genéticos con 5 alelos para alcanzar un valor de 0,99 o 22 loci bialélicos para
lograr la misma cifra. Si bien estos calculos son tedricos, ya que implican la presencia de
marcadores con alelos de igual frecuencia, es comun encontrar microsatélites que posean
variantes con frecuencias similares. Por otra parte, valores semejantes se pueden obtener
con STRs que posean un mayor numero de alelos como los estudiados en este trabajo (N,
promedio = 6,8) con frecuencias no tan equivalentes. Sin embargo, para marcadores con
loci bialélicos como los SNPs, ésta situacién seria mucho mas dificil de lograr. En
conclusion, los loci multialélicos como los microsatélites, serian los marcadores genéticos de

eleccion para la resolucion de paternidades discutidas.

5.6.2 Resumen de los casos analizados

Asignacion de paternidades en situaciones de apareamiento multiple

Clasicamente, en la inferencia de paternidades se excluyen todos los posibles padres
candidatos de un descendiente particular utilizando la informacién genética disponible. Si el
procedimiento genera solamente la exclusion de todos los padres alegados excepto uno, la
paternidad se asigna a dicho individuo. Esta es la metodologia utilizada frecuentemente en
la determinacion de paternidades humanas y de animales domésticos (Chakraborty et al.,
1974; Jamieson et al., 1997). Sin embargo, la aplicacion de la regla de exclusion se torna
insuficiente para resolver paternidades cuando se consideran poblaciones naturales o
especies domésticas de manejo extensivo. Este tipo de practica es habitual en los criadores
de ganado bovino de la Argentina, donde es muy comun la utilizacién de un sistema de
monta colectiva. Esta forma de cria, se traduce en la apariciéon de casos de paternidad
caracterizados por la presencia de varios machos candidatos y usualmente en la falta de
informacion genética de la madre. En este contexto es frecuente que mas de un padre
putativo resulten no excluidos de la paternidad de una cria determinada (Meagher, 1986).
Otro problema del método de exclusion es que considera la inconcordancia entre los
genotipos de un padre putativo y la cria como evidencia conclusiva de exclusion de la
paternidad. Sin embargo, en la practica estas diferencias pueden originarse por errores de
tipificacion de los marcadores genéticos, por mutaciones (Chakraborty et al., 1974) y por la
presencia de alelos nulos (Pemberton et al., 1995). Para superar los problemas del método
de exclusién en la asignacion de paternidades se han desarrollado dos metodologias

alternativas: i) asignacion fraccionaria (Devlin et al., 1988; Roeder et al., 1989; Smouse et
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al., 1994, Neff et al., 2001); y ii) asignacion categorica (Meagher, 1986; Marshall et al.,
1998; Slate et al., 2000).

Con el fin de evaluar la utilidad de la bateria de microsatélites utilizados y la
metodologia estadistica se estudié un caso complejo de asignacion de paternidades. El caso
correspondié a una disputa judicial entre dos criadores de la raza Holando de la provincia de
Buenos Aires por la apropiacion indebida de cinco terneros. La metodologia propuesta
consistio en la determinacion de la paternidad de 5 crias y 5 padres candidatos, sin la
informacion del genotipo materno de ninguna de las crias. Para ello, se tipificaron en los 10
animales los 9 microsatélites analizados en esta tesis y el locus BoLA-DRB3. El método
estadistico utilizado consistié en la determinacién de la paternidad del padre mas probable
mediante el procedimiento de asignacién categérica implementado en el programa Cervus®
2.0. La paternidad de cada padre putativo para cada cria, se evalué mediante el calculo del
LOD score (logaritmo del indice L, probabilidad de paternidad de un determinado padre
relativa a la probabilidad de paternidad de un padre arbitrario de la poblacién) y el indice +
(logaritmo del cociente entre las razones de verosimilitud de los dos padres putativos mas
probables). Ademas, para evaluar el nivel de confianza del indice + se simularon 10.000
inferencias de paternidad contemplando los siguientes parametros: numero y proporcion de
padres muestreados, proporcion de loci tipificados y tasa de error (1%).

Los resultados obtenidos mostraron que solamente la cria C5 evidencio la exclusion
en mas de un loci para los cinco padres. Las crias C4 y C7 no pudieron ser excluidas del
padre P10; mientras que la C8 no fue excluida del toro P9. Las tres crias fueron asignadas a
un solo padre con un 95% de significancia, presentado un LOD score que vario desde 2,53 a
3,55. Los machos P1 y P2 presentaron la exclusién en un sélo alelo con respecto a la cria
C6. La inconcordancia en un sdlo locus no se consideré como evidencia concluyente de la
exclusion de estos machos putativos como padres de esta cria, pues como se menciond
anteriormente dichas diferencias pueden surgir de errores de tipificacion, de la presencia de
alelos nulos y de mutaciones. Sin embargo, aplicando el criterio de doble exclusién y el
indice + la paternidad fue asignada al macho P1. Los resultados obtenidos evidencian que
el método de asignacion categorica es un criterio probabilistico de gran utilidad para asignar
una cria a un macho determinado en casos complejos de paternidad donde dos o mas

reproductores no han podido ser excluidos.
Identificacion individual en casos de abigeato
La substraccion de ganado es un hecho frecuente en la Republica Argentina. Los
animales robados son generalmente faenados en el lugar del hecho, dejando restos

bioldgicos que se pueden emplear como material periciable. A su vez, cuando los

144



sospechosos son detenidos con la posible carne robada, ésta también se tipifica del mismo
modo que las muestras anteriores. Los casos de abigeato se resuelven analizando las
muestras obtenidas en ambos sitios y realizando el estudio comparativo mediante las
tipificaciones del ADN. En el presente trabajo se analizaron un total de 108 muestras
correspondientes a 35 casos de robo de ganado bovino que ocurrieron en la provincia de
Buenos Aires. Debido al estado de descomposicion de muchas de las muestras analizadas
soOlo se pudieron resolver el 71% de los casos. La gran mayoria de las muestras enviadas
en alcohol pudieron ser tipificadas sin grandes inconvenientes por la técnica de PCR,
independientemente del tipo de tejido u érgano considerado. Sin embargo, las muestras que
llegaron en avanzado grado de descomposicion y las fijadas en formol resultaron
frecuentemente negativas para PCR pese a los sucesivos intentos de extraccion de ADN.
Estos resultados indicarian que la forma de conservacion y remision de las muestras son
factores de suma importancia para la recuperacion de ADN de calidad periciable.

Una vez realizada la tipificacion de los marcadores genéticos, la metodologia
estadistica empleada en la resolucion de dichos casos se basé en comparar el patron
genético de los restos organicos de los animales faenados ilegalmente (referencia) con las
muestras biologicas secuestradas a los imputados (evidencia). Para concluir que las
muestras de referencia y evidencia no pertenecieron al mismo individuo se utilizé el principio
de doble exclusion con el objeto de reducir el efecto de los errores de tipificacion genética,
de las mutaciones (Chakraborty et al., 1974) y de la presencia de alelos nulos (Pemberton et
al., 1995). En el 44% de los 25 casos analizados positivamente se observd la exclusion
genética en al menos 2 loci entre las muestras de referencia y las evidencias,
concluyéndose que dichas muestras pertenecieron a diferentes animales.

En el resto de los casos analizados, al menos una muestra de referencia y otra
perteneciente a la evidencia presentaron el mismo genotipo en todos los marcadores
analizados. La coincidencia entre el perfil genético de las dos muestras, no puede
interpretarse como una prueba absoluta de que ellas pertenezcan al mismo individuo. Esto
se debe a que el perfil genético encontrado, en teoria, puede ser compartido por otro
individuo tomado al azar de la poblacion. Por ende, es necesario estimar cual es la
probabilidad que ese perfil genético se presente en la poblacién general (indice L) y de esta
manera cuantificar el peso de la evidencia genética. Si la muestra de referencia no
pertenece al mismo individuo que la evidencia secuestrada al sospechoso de robo, sino que
corresponde a otro individuo diferente de la poblacién se asume que el individuo que aporta
la evidencia no esta relacionado genéticamente con el animal faenado (esta argumentacién
corresponde a la hipdtesis de la defensa). En este caso el indice L puede ser estimado

como el reciproco de las frecuencias genotipicas en la poblacion.
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En los casos de abigeato estudiados en este trabajo no se contd con la informacion
referente a la raza de origen de la muestra secuestrada a los sospechosos de robo. En
consecuencia, la poblacion de los individuos que potencialmente pueden haber contribuido a
la evidencia estuvo compuesta por los animales de las diferentes razas o subpoblaciones de
animales que conviven en la provincia de Buenos Aires (en los casos forenses se consideré
a las razas como subpoblaciones de la poblacion general compuesta por los bovinos de una
zona determinada). Usualmente, la raza o subpoblacién a la cual pertenece la evidencia es
irrelevante, porque se pretende calcular la probabilidad de concordancia genética de las
muestras asumiendo que el perfil genético encontrado corresponde a otro individuo de la
poblacion. Una forma de resolver esta situacién, es calcular las frecuencias genotipicas a
partir de las frecuencias alélicas de la poblacion general, la que estaria formada por los
individuos de las razas mas importantes de cria de la provincia de Buenos Aires (Aberdeen
Angus, Hereford, Holando, Nelore y Brahman). Los valores hallados para el indice L
considerando dicha poblacion general variaron de 1,2 E-07 a 4,1 E-12.

Sin embargo, para inferir las frecuencias genotipicas a partir de las génicas de una
poblacion se requiere que las frecuencias génicas de las subpoblaciones que la componen
sean homogéneas. Esta suposicion ha sido un tema de intensos debates en la comunidad
de las ciencias forenses humanas (Evett y Weir, 1998). Algunos autores han sugerido que
un criterio conservador, seria considerar que el individuo que aporté la evidencia y el
sospechoso de contribuir a la referencia pertenecen a la misma subpoblacion (Balding y
Nichols, 1994). Estos autores asumen que estos individuos elegidos de la subpoblacién
serian probablemente mas similares que si fueran tomados al azar de la poblacion general.
Sin embargo, generalmente se desconoce el origen de dicha subpoblacion. Una forma de
incorporar la estructura poblacional en el célculo del indice forense, es mediante la
utilizacion del indice Fsr de la poblacion general (Evett y Weir, 1998). Algunos autores han
concluido que las razas o grupos humanos no se diferencian notablemente entre si y por lo
tanto recomiendan no aplicar la correccion mediante Fst. Esto no ocurre en la especie
bovina, la cual se compone de grupos de individuos o razas relativamente aisladas entre si
desde el punto de vista genético. En el presente trabajo, cuando se aplicé la correccién por
Fst el indice L varié de 1,1 E-04 a 9,4 E-08. Los resultados asi obtenidos fueron varios
ordenes de magnitud superiores a los calculados sin el ajuste por estructuracion poblacional.
Uno de los criterios seguidos en este trabajo para el calculo del indice L, se baso en utilizar
la metodologia estadistica mas conservadora (aquella que favorece a la hipotesis de la
inocencia del acusado). No obstante, los valores corregidos del indice L fueron
excesivamente minimizados.

Otra manera de considerar la estructura poblacional consistié en evaluar en cada uno

de los casos de abigeato el indice L para cada una de las razas bovinas (Aberdeen Angus,
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Hereford, Holando, Nelore y Brahman). En la mayoria de los casos examinados los valores
obtenidos para dicho indice variaron notablemente entre las cinco razas estudiadas. Sin
embargo, las mayores diferencias se observaron entre las subpoblaciones de origen cebuino
y taurino, mientras que las tres razas europeas presentaron valores similares. Los valores
de L calculados en la poblacién general se hallaron dentro del rango presentado por el
conjunto de las razas estudiadas. Al comparar los valores estimados para L para cada una
de las razas se observd que en ocho muestras de las once analizadas la raza Aberdeen
Angus mostré los mayores valores de dicho indice. Ademas, la raza Hereford y la raza
Brahman mostraron los mayores valores en las muestras restantes. Una forma
conservadora de realizar el calculo de L podria basarse en elegir la raza que presento los
valores mayores de dicho indice. En los diez casos analizados, estas estimaciones variaron
de 1,7 E-06 a 1,0 E-11. Estos resultados fueron siempre superiores a los calculados en la
poblacién general. Llamativamente, en el caso niumero 8 los valores obtenidos de L fueron
muy similares entre las razas Brahman y Aberdeen Angus. Esta muestra podria
corresponder a una cruza entre dichas razas, una practica ganadera bastante frecuente en
nuestro pais.

En el presente trabajo, se propone utilizar otra forma conservadora de evaluar el
indice L. Este enfoque alternativo se basa en determinar primero el origen racial de la
evidencia mediante la aplicacion de los métodos asignacion de individuos y posteriormente,
estimar el indice L empleando las frecuencias de la raza asignada. Esta argumentacion se
basa en que la raza asignada a la evidencia, seria la que ostenta valores mas
conservadores de L. Las once muestras pertenecientes a los diez casos de abigeato
analizados, se asignaron en todos los casos a la raza que presentd los mayores valores del
indice L. De esta manera, la metodologia de asignacion de los individuos a sus razas de

origen demostré ser de utilidad en el campo de la genética forense de animales domésticos.
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A continuacion se detallan las principales conclusiones obtenidas en el presente trabajo.

A pesar que los bovinos criollos descienden de un reducido grupo fundador, y han
sufrido drasticas reducciones poblacionales, estas poblaciones presentaron valores

superiores o intermedios de variabilidad genética.

Las poblaciones locales de razas europeas e indicas presentaron valores de diversidad

geneética semejantes a los reportados en otros otras regiones.

El calculo de los niveles de diferenciacion genética y los valores de Fst estimados entre
las razas evidenciaron un limitado flujo génico entre ellas. Las principales diferencias
entre las razas y entre los grupos de razas se basaron fundamentalmente en sus
respectivas frecuencias génicas, y en menor medida por diferencias en el tamafio de las

variantes alélicas y en la presencia de alelos privativos.

Las razas Criolla Argentina y Criolla Chaquefia Boliviana no presentaron diferencias
significativas en sus frecuencias génicas, por lo que podrian formar parte de la misma

unidad poblacional.

Los mayores niveles de diferenciacion génica observados en las razas analizadas serian
consecuencia de la principal y mas antigua divergencia de los bovinos (grupo taurino y
cebuino). La ausencia de una evidente estructuraciéon de la variabilidad genética dentro
del grupo taurino indicaria un origen simultdneo y mas reciente de las razas

pertenecientes a este grupo.

El acervo genético de los bovinos criollos se habria formado por genes de origen taurino
europeo y, en menor medida africano. Ademas, el germoplasma actual de algunas
poblaciones tendria hasta un 10% de genes autosdmicos de origen indico. La
comparacion de los resultados obtenidos con los marcadores autdésomicos, holandricos y
mitocondriales mostraron que los criollos sudamericanos presentan un patrén genético

caracteristico de introgresion de genes indicos a través de la linea paterna.

Los nueve microsatélites analizados en las principales razas bovinas de la Provincia de
Buenos Aires permitieron asignar los individuos a sus razas de origen con un error
promedio del 4%. Los marcadores mas eficientes para dicho propdsito fueron los que

presentaron un mayor numero de alelos y en menor medida los que mostraron valores
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superiores de Fgsr. La asociacion entre el nimero de alelos y la exactitud en la
determinacion de la raza de origen de los individuos revela la importancia de seleccionar
marcadores genéticos, como los microsatélites, que presenten un numero elevado de

alelos.

El poder de exclusion calculado para los casos de identificacion individual vy las
paternidades superé el valor de 0,99 en todas las razas estudiadas, excepto en las
paternidades donde no se dispuso de la informacidon genética de la madre. En este
ultimo caso seria necesario incluir al menos 12 microsatélites para obtener valores

aceptables de probabilidad.

Las metodologias experimentales y estadisticas utilizadas junto a la informacion
producto de la caracterizacion de las poblaciones locales permitieron resolver casos de
abigeato y de paternidades complejas, aportando evidencias concretas para la

resolucion de este tipo de disputas judiciales.

Dada la estructuraciéon poblacional presente en la especie bovina, un buen criterio para
el calculo del indice L seria la seleccién de la raza con mayor valor de probabilidad. En
este contexto, las técnicas de asignacion racial serian de gran utilidad para la eleccion
de dicha raza. La aplicaciéon de este criterio conservador permite optimizar la valoracion

de la evidencia genética en la resolucién los casos de hurto de ganado.
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