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4. Resumen

En Colombia los sistemas de produccion ovina se manejan en condiciones
extensivas y corresponden principalmente a sistemas de produccién campesina por
lo que su manejo genético ha llevado al incremento de la homocigosis y por ende a
la pérdida de la productividad. El objetivo de este estudio fue determinar la
diversidad genética en 13 razas ovinas presentes en Colombia, utilizando un panel
de 11 marcadores moleculares microsatélites. Para ello se visitaron 56 granjas
localizadas en 11 departamentos del territorio nacional en las cuales se tomaron
muestras de sangre de 549 individuos, que fueron genotipadas y analizadas. Un
total de 157 alelos fueron encontrados (promedio de 14,27 alelos/locus), con un
rango de heterocigocidad observada y esperada de 0,444 a 0,840 y 0,672 a 0,857,
respectivamente y un Contenido de Informacién Polimérfica (CIP) promedio de
0,741. El Poder de Exclusion (PE) de los 11 loci en conjunto fue superior al 99,99%.
Treinta y tres de 143 pruebas de equilibrio de Hardy Weinberg realizadas mostraron
desvios significativos (p< 0,05) debido a un déficit generalizado de individuos
heterocigotos en las razas. El Fis promedio de las 13 razas fue de 0,078, variando
entre 0,009 para la raza CRRD y 0,145 para la raza PCN, lo cual sugiere que entre
las razas se presentan niveles bajos a moderados de consanguinidad. Las ovejas
colombianas presentaron un bajo grado de diferenciacion genética entre las distintas
razas (Fs= 0,039) y el andlisis de STRUCTURE mostré complejos patrones de
mezcla en todas las razas estudiadas. En términos generales las ovejas
colombianas presentaron una alta variabilidad genética lo cual es muy importante
para futuros programas de seleccion y mejoramiento genético. Sin embargo, se
sugiere implementar estrategias de manejo adecuadas en los animales, dirigidas a

minimizar la endogamia para evitar la pérdida de la variabilidad genética.

Palabras clave: ADN, diversidad genética, microsatélites, oveja colombiana.



Abstract

In Colombia the sheep production systems are managed under extensive conditions
and mainly correspond to peasant production systems so their genetic management
has led to increased homozygosity and hence productivity loss. The aim of this study
was to determine the genetic diversity in 13 sheep breeds present in Colombia, using
a panel of 11 microsatellite molecular markers. Fifty six farms located in 11
departments of the country were visited and blood samples from 549 individuals were
taken, genotyped and analyzed. A total of 157 alleles were found (average of 14.27
alleles/locus), with a range of observed and expected heterozygosity from 0.444 to
0.840 and 0.672 to 0.857 respectively and an average Polymorphic Information
Content (PIC) of 0.741. The Power of Exclusion (PE) of the 11 loci together was
higher than 99.99%. Thirty-three of 143 Hardy Weinberg tests performed showed
significant deviations (p <0.05) due to a general lack of heterozygous individuals in
the breeds. The Fis average of the 13 breeds was 0.078, ranging from 0.009 for the
CRRD breed to 0.145 for the PCN breed, suggesting that between breeds are
presenting low to moderate levels of inbreeding. Colombian sheep showed a low
degree of genetic differentiation between breeds (Fs; = 0.039) and STRUCTURE
analysis showed complex mixing patterns in all breeds studied. Overall Colombian
sheep showed high genetic variability which is very important for future selection and
animal breeding programs. However, it is suggested that implementing appropriate
management strategies in the animals, could minimize the inbreeding in order to

prevent the loss of genetic variability.

Keywords: DNA, genetic diversity, microsatellite, Colombian sheep.



5. Introduccion general

La oveja (Ovis aries) es uno de los animales domésticos de mas amplia distribucion
geografica, debido a su extraordinaria capacidad de adaptacion a diferentes
condiciones de clima, vegetacion y manejo. Su domesticacion se inicié en Europa y
fue probablemente una de las primeras especies de ganado en ser domesticadas en

el mundo, hace unos 9000 afios (De la Barra et al., 2010).

La cria de ovejas u ovinocultura es una buena alternativa de produccion
agropecuaria en el pais, debido a la suma de cualidades que tiene la especie y las
posibilidades geograficas colombianas que la hacen viable, ademas de las
condiciones favorables que presenta el mercado debido a su creciente demanda;
esta situacion convierte a los ovinos en una de las especies con mas perspectiva de

desarrollo en el &rea pecuaria en Colombia (Barrios, 2005).

Para el afio de 2012, segun el censo realizado por el instituto Colombiano
Agropecuario ICA, el inventario ovino nacional se estimé en 1.142.893 animales, los
cuales se encuentran distribuidos a lo largo de todo el territorio nacional. Sin
embargo hay departamentos con una mayor actividad en lo que a ovinocultura se
refiere destacandose los departamentos de la Guajira, Magdalena, Cérdoba, Cesar y

Santander, los cuales concentran alrededor del 80% del inventario ovino nacional.

Pese a esto, la produccién ovina en Colombia se ha caracterizado por un bajo uso
de insumos y un bajo nivel tecnolégico en todas las aéreas productivas y
generalmente, esta asociada a sistemas tradicionales y artesanales de produccion.
Estos sistemas atienden principalmente el consumo interno de las granjas y el
comercio local, por lo que son poco importantes en su aporte al producto interno
bruto, pero tienen gran impacto en la economia y alimentaciéon campesina (Espinal
et al., 2006).

Aungue en el pais la cadena de ovinos es relativamente joven en comparacion con
cadenas de mas trayectoria institucional, se presenta la necesidad de plantear
programas de mejoramiento genético que cumplan con las necesidades del
productor mejorando los indices en los parametros productivos y reproductivos para
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obtener un producto de mayor calidad y asi poder competir con los mercados
internacionales (Espinal et al., 2006).

Como parte de la politica de mejoramiento genético en animales, esta la
caracterizacion genética de los individuos que permite identificar relaciones de
parentescos y determinar la estructura genética poblacional. En la actualidad se
desconoce la diversidad genética de los ovinos colombianos, y se estima que la
poblacion pura de ovinos criollos ha disminuido considerablemente debido al
cruzamiento indiscriminado con razas importadas y la absorcidén con razas europeas,
presumiendo ademas altos niveles de consanguinidad (baja variabilidad genética) lo
gue constituye un aspecto no deseable en la produccion (Martinez y Vasquez,
2005).

Por lo anterior es necesario generar un banco de informacion basado en registros
confiables que contengan datos detallados de composicion racial, diversidad
genética, genealogia, produccion, informacion sanitaria y reproductiva, etc, con el fin
de que los productores e investigadores puedan utilizar estos datos en estudios de
conservacion y en el desarrollo de planes de mejoramiento genético para la
explotacién y manejo de estas razas (Cheng et al., 2008), mas si se tiene en cuenta

gue en el pais es muy escasa la informacion de este tipo para el ganado ovino.

Para tener éxito en el manejo de esta variabilidad y en los parametros de produccién
en ovinos, es necesario implementar pruebas precisas basadas en marcadores de
ADN que identifiqguen los individuos y que certifiquen el origen filial de los mismos
con el fin de disponer de un registro fiable de sus genealogias. Los marcadores
moleculares usados para estos andlisis de variabilidad genética deben ser lo
suficientemente informativos y deben permitir discriminar poblaciones entre si e
individuos dentro de la poblacibn (Baumung et al., 2006). Los marcadores
moleculares mas usados en la actualidad para evaluar los anteriores parametros son
los microsatélites o STR’s debido a su alto polimorfismo, herencia codominante,
frecuencia abundante en el genoma, comportamiento selectivamente neutral, facil

acceso Yy alta reproducibilidad (Dodgson et al., 1997).

A pesar de que en paises como Espafia, Italia, Iran, Chile, etc se han realizado

numerosos estudios de diversidad genética en sus poblaciones ovinas utilizando

11



marcadores moleculares microsatélites, es de resaltar que en Colombia no existen
estudios sobre la diversidad genética, los grados de estructuracion genética y de
introgresion con razas foraneas. Todo esto indica, que en Colombia hay un gran
potencial para trabajar en el sector de la ovinocultura, y teniendo un mayor
conocimiento de la estructura genética de estas razas ovinas, se podra identificar los
parentescos entre los animales evaluados, consolidando asi el registro genealdgico
soportado por la informacién genética de cada individuo, y de esta manera poder

cumplir con los requisitos de trazabilidad y competir en el mercado internacional.

Es por esto que es necesario hacer investigaciones de este tipo que fomenten no
solo el conocimiento sino también la conservacion de la diversidad genética de los
ovinos colombianos. Este es un proceso largo, pero es necesario comenzar a
realizarlo y para ello es indispensable el apoyo de instituciones gubernamentales, las

universidades y productores asociados.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

- Determinar la diversidad genética de las poblaciones ovinas colombianas

mediante el uso de marcadores moleculares microsatélites.

6.2. Objetivos Especificos

- Determinar los niveles de endogamia en las poblaciones ovinas colombianas.

- Evaluar el nimero minimo de marcadores moleculares para obtener un poder

de exclusiéon minimo del 99.9%.

- Crear un banco de germoplasma para un posterior andlisis genémico de las

ovejas.
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7. Marco Tebdrico

La oveja (Ovis aries) ha sido una de las especies de animales de granja
econdmicamente y culturalmente mas importantes desde su domesticacion en el

cercano oriente aproximadamente 9.000 afios A.C (Peters et al., 2004).

Todas las especies utilizadas para la alimentacion y la agricultura son el resultado de
la domesticacion de especies progenitoras salvajes, las cuales han estado
evolucionando continuamente a una tasa acelerada debido a las actividades de
seleccion humanas. Por ser un animal doméstico de miles de afios de antigtiedad,
existen en el mundo gran cantidad de razas ovinas con gran variacion en cuanto a
las caracteristicas y aptitudes para las mas diversas producciones las cuales se han
adaptado a una gran variedad de ambientes y han sido utilizadas para producir
diversos tipos de alimentos y productos agricolas (Scintu y Piredda, 2007). .

El ganado ovino es uno de los mejores medios para revalorizar importantes areas
del territorio nacional y mundial, debido a que este tipo de ganado se destaca por
una serie de caracteristicas que le hacen insustituible, y entre ellas cabe remarcar
varios aportes de indole econémico y social que este ganado ofrece (Espinal., et al
2006) :

- Aprovecha para su alimentacién basica, una serie de recursos herbaceos y de
subproductos agricolas que pueden sustituir el uso de concentrados en su

alimentacion.

- Debido a su reducida dimension corporal se adapta mucho mejor que el
ganado vacuno a areas poco productoras (semiaridas, de poca pluviosidad,

zonas de topografia accidentada, etc).
- La oveja, en general, se puede considerar como una especie cosmopolita y

de facil manejo que se adapta relativamente bien a condiciones climaticas

muy diversas.
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- Por sus caracteristicas de pastoreo (en general gregario) y por su capacidad
para consumir algunos subproductos agricolas, la oveja se complementa muy

bien con ciertas explotaciones agricolas (especialmente la de cereales).

- Del ganado ovino se pueden extraer multiples productos (carne, leche, lana y
piel), siendo fuente de alimentos tradicionales de gran calidad.

- Como ganaderia de ocupacion de areas desfavorecidas induce el
asentamiento de familias en zonas donde frecuentemente la Unica alternativa

es la produccion de la ganaderia ovina y/o caprina.

No obstante, a pesar de todas estas realidades, el ganado ovino no ocupa el lugar
que, desde una vision objetiva, le corresponderia y que hacia presagiar su evolucién
en la antigiiedad (Buxade, 1996).

En la actualidad el inventario ovino en el mundo esta fuertemente influenciado por
dos factores importantes como son el desarrollo tecnologico que permite tener un
avance importante en el incremento del inventario de este ganado como es el caso
de Australia y Nueva Zelanda que entre los dos poseen el 13% del inventario de este
ganado en el mundo (Espinal et al., 2006). El otro factor importante es la tradicion
de consumo de estas especies debido a que por tendencias culturales la vaca es
considerada como animal sagrado como en el caso de India y el cerdo es
considerado como un animal impuro en los paises que profesan la religion judia y

musulmana (Espinal et al., 2006).

El pais con mayor numero de animales ovinos en su inventario es China, que posee
cerca del 16% del inventario mundial con 170.882.215 cabezas para el afio del 2006.
Colombia esta ubicada en el puesto 63 con un total de 2.180.000 animales para este
mismo afio segun la FAO (Espinal et al., 2006). El inventario colombiano esta
constituido principalmente por ejemplares criollos (moro colombiano, criollos de lana
y pelo) y sus cruces con ejemplares de razas foraneas (Corriedale, Romney,
Katahdin, Pelibuey, etc) los cuales son traidos principalmente de Europa (Martinez y
Vasquez, 2005).
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En nuestro pais la cadena de ovinos es relativamente joven en comparacion con
cadenas de mas trayectoria institucional como lo puede ser la bovina. La produccion
ovina y caprina en el pais se distribuye de manera atomizada en todos los
departamentos, sin embargo hay zonas descritas con mayor actividad productiva
como lo son la costa Atlantica, Antioquia, Boyaca y el eje cafetero, los cuales poseen
una participacion importante dentro del total nacional. Aunque la oveja en el sector
productivo regional y nacional se ha ido posicionando poco a poco debido a la
calidad de sus productos, en nuestro pais aun los esfuerzos y recursos para avanzar

y mejorar este sector son escasos (Espinal et al., 2006).

En Colombia, el sector ovino se ha caracterizado por un manejo inadecuado de las
razas, identificando éstas fenotipicamente y de la misma manera tratando de
identificar a los descendientes de los mejores reproductores. Esto se convierte en
una probleméatica para la economia del sector ya que no hay precision en los datos,
ni confiabilidad en la escogencia de los animales para una evaluacion genética y una
mejor produccion de cada granja, por lo que existe mucho potencial para un

mejoramiento genético (Martinez y Vasquez, 2005).

La intensificacion en los sistemas de produccién ovina debe estar acompafiada por
un acelerado desarrollo en los sistemas de registro para evaluaciones genéticas. Los
registros promueven el eficiente diagnostico de fincas, aumentan la confiabilidad en
la escogencia de animales para la produccién, ademas, incrementan el valor
comercial de los animales y permiten la trazabilidad y su venta confiable. En este
aspecto, los animales deben ser identificados y registrados individualmente para
evitar errores en las bases de datos y aumentar la confiabilidad de los resultados
(Wismans y Akkerman, 2001).

La consolidacion del sistema de registro se puede optimizar mediante el uso de
técnicas moleculares que permiten caracterizar poblaciones, determinar parentesco
entre animales e identificar individuos portadores de variantes genéticas asociadas a
mayor produccion, resistencia a enfermedades o portadores de variantes deletéreas
(Muigai et al., 2009).
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Una de las técnicas mas utilizadas para realizar este tipo de analisis es el estudio de
polimorfismos del ADN por medio de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
(Mullis y Faloona, 1987), que consiste en la amplificacion in Vitro de fragmentos de
DNA especificos. La PCR es la técnica mas aplicada para el estudio de loci
altamente polimérficos como son los STRs (Short Tandem Repeats) o microsatélites,
gue constituyen regiones de ADN repetitivo de dos a siete pares de bases repetidas
una a continuacion de la otra, por lo que se les conoce como di, tri o
tetranucleotidicas y suponen una fuente de marcadores de gran valor, debido a su
abundancia a lo largo de los genomas eucariotes, a su naturaleza altamente
variable, es decir, polimérficas (Baumung et al., 2004) y su amplificacién

relativamente sencilla por medio de la PCR.

Estos generan un patron de fragmentos de ADN, que son especificos para cada
individuo, los cuales estan integrados por las combinaciones provenientes del linaje
paterno y materno. En la actualidad se dispone de una cantidad de marcadores
STRs, que han sido utilizados en diferentes poblaciones ovinas de todo el mundo y
han mostrado tener un alto polimorfismo. (Baudouin et al., 2004; Maudet et al.,
2002).

Los andlisis por medio de marcadores moleculares microsatélites también pueden
ser usados para monitorear la estructura genética de las poblaciones y detectar
cambios en la frecuencia de los genes debido a endogamia, flujo génico y deriva
genética, lo cual hace posible preservar la diversidad biolégica de los animales
domésticos debido a que el uso de programas de reproduccion asistida, tales como
la inseminacion artificial y la transferencia de embriones pueden reducir rapidamente

la variabilidad genética de las poblaciones (Rosa et al., 2013).

Aungue en otros paises se han realizado numerosos estudios de caracterizacion
genética en ovinos utilizando marcadores moleculares microsatélites (Dalvit et al.,
2008; Ligda et al., 2009; Arora et al., 2011), en Colombia hasta el momento no se
encuentran reportes de este tipo de estudio en este ganado. Todo esto indica, que
en nuestro pais hay un gran potencial para trabajar en el sector de la ovinocultura, y

teniendo un mayor conocimiento de la estructura genética de estas razas ovinas, se
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podra identificar los parentescos entre los animales evaluados y asi consolidar el
registro genealdgico soportado por la informacion genética de cada individuo.
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8. Cuerpo del trabajo

El presente trabajo de investigacion aporté varios productos. El primero de ellos, se
formulé con unos resultados preliminares. Se escribi6 un resumen que fue
presentado al Comité del XII Encuentro Nacional y V internacional de Investigadores
de las Ciencias Pecuarias, ENICIP, 2013. El segundo producto corresponde a un
articulo para publicar que incluye los resultados finales del trabajo. A continuacion se

dara cuenta de cada uno de ellos:

8.1. Resumen presentado al ENICIP:

Caracterizacion genética de ovinos en Colombia
Genetic characterization of sheep in Colombia

Ricardo Ocampo Gallegoz1, Biol, MSc; Henry Cardona Cadavidi, Zoot, MSc, Dr; Mario Ceron
Mufiozz, Zoot, MSc, Dr

*Proyecto “Caracterizacion genética de ovinos en Colombia por medio de marcadores
microsatélites” financiado por CODI Universidad de Antioquia (Cédigo 2012-5019) y CODI-
UdeA Sostenibilidad 2011-2012. 1Grupo de investigacion en Genética, Mejoramiento y
Modelacién Animal (GaMMA), Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia,
Medellin, Colombia.
E-mail: ricardo.ocampo23@gmail.com

Antecedentes: La ovinocultura es una buena alternativa de produccion agropecuaria debido a la
suma de cualidades que tiene la especie y las condiciones favorables que presenta el mercado
debido a su creciente demanda; esta situacion convierte a los ovinos en una de las especies con
mas perspectiva en Colombia. Actualmente la diversidad genética en los ovinos colombianos es
desconocida y ademas se presumen altos niveles de consanguinidad por la poca utilizacion de
registros genealdgicos y al uso de reproductores nacidos en la misma granja. Por esto es necesario
implementar pruebas precisas basadas en marcadores de ADN para la caracterizacion de su
diversidad genética y estimar los niveles de consanguinidad de las poblaciones. Objetivo:
Determinar la diversidad génica y genotipica de las poblaciones ovinas colombianas a través de
marcadores moleculares microsatélites. Métodos: En una muestra de 549 ovinos se amplificara
por PCR un panel de 11 microsatelites (recomendados por la FAO). Para determinar la
variabilidad genética sé analizaran parametros como la endogamia (Fis y Fit), la estructuracion
genética (Fst), la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), el nimero promedio de alelos
(NPA) y el contenido de informacion polimorfica (CIP). También se realizaran pruebas de
equilibrio de Hardy-Weimber (EHW) y se estimara el poder de exclusién (PE) de cada marcador
para realizar pruebas de filiacion. Resultados: Se visitaron 56 fincas en los departamentos de
Antioquia, Boyaca, Caldas, Cesar, Cérdoba, Guajira, Magdalena, Risaralda, Santander, Sucre y
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Valle del Cauca. Se seleccionaron 549 individuos de las razas criollas, ademas de las razas
foraneas Katahdin, Dorper, Pelibuey, Santa Inés, Dorset, Hampshire, Corriedale. A cada individuo
se le extrajo el ADN con un kit comercial a partir de una muestra de sangre (7ml), obteniéndose
una concentracion promedio de ADN de 120,16 ng/ul (D.S= 73.10) y pureza promedio de 1,87
(Absorbancia 260/280). Las condiciones de PCR para cada microsatélite fueron estandarizados
con 5 animales criollos. Todos los marcadores mostraron ser polimdrficos. Proximamente se
realizara la genotipificacion de todos los animales y sus respectivos andlisis genéticos.
Conclusiones: Los resultados de este proyecto generardn nuevo conocimiento entorno a la
diversidad genética de los ovinos en el pais.

Palabras clave: ADN, diversidad genética, oveja criolla, STR.
Key words: creole sheep, DNA, genetic diversity, STR.
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8.2. Articulo para publicar:

DIVERSIDAD GENETICA DE OVINOS EN COLOMBIA POR MEDIO DE

MARCADORES MICROSATELITES
Genetic diversity of sheep in Colombia by microsatelite markers

R. Ocampo®’, H. Cardona?, R. Martinez"

# Facultad de Ciencias Agrarias, Departamento de Produccion Agropecuaria,
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.
® Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria CORPOICA, Mosquera,

Cundinamarca.
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8.2.1. Resumen

En Colombia los sistemas de produccion ovina se manejan en condiciones
extensivas y corresponden principalmente a sistemas de produccién campesina por
lo que su manejo genético ha llevado a incremento de la homocigosis y por ende la
perdida de la productividad. El objetivo de este estudio fue determinar la diversidad
genética en 13 razas ovinas presentes en Colombia, utilizando un panel de 11
marcadores moleculares microsatélites. Para ello se visitaron 56 granjas localizadas
en 11 departamentos del territorio nacional en las cuales se tomaron muestras de

sangre de 549 individuos, que fueron genotipadas y analizadas. Un total de 157
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alelos fueron encontrados (promedio de 14,27 alelos/locus), con un rango de
heterocigocidad observada y esperada de 0,444 a 0,840 y 0,672 a 0,857,
respectivamente y un Contenido de Informacion Polimérfica (CIP) promedio de
0,741. El Poder de Exclusion (PE) de los 11 loci en conjunto fue superior al 99,99%.
Treinta y tres de 143 pruebas de equilibrio de Hardy Weinberg realizadas mostraron
desvios significativos (p< 0,05) debido a un déficit generalizado de individuos
heterocigotos en las razas. El Fis promedio de las 13 razas fue de 0,078, variando
entre 0,009 para la raza CRRD y 0,145 para la raza PCN, lo cual sugiere que entre
las razas se presentan niveles bajos a moderados de consanguinidad. Las ovejas
colombianas presentaron un bajo grado de diferenciacion genética entre las distintas
razas (Fst= 0,039) y el analisis de STRUCTURE mostr6 complejos patrones de
mezcla en todas las razas estudiadas. En términos generales las ovejas
colombianas presentaron una alta variabilidad genética lo cual es muy importante
para futuros programas de selecciébn y mejoramiento genético. Sin embargo, se
sugiere implementar estrategias de manejo adecuadas en los animales, dirigidas a

minimizar la endogamia para evitar la pérdida de la variabilidad genética.

Palabras clave: ADN, diversidad Genética, Microsatélites, Oveja Colombiana.

8.2.2. Abstract

In Colombia the sheep production systems are managed under extensive conditions
and mainly correspond to peasant production systems so their genetic management
has led to increased homozygosity and hence productivity loss. The aim of this study
was to determine the genetic diversity in 13 sheep breeds present in Colombia, using
a panel of 11 microsatellite molecular markers. Fifty six farms located in 11
departments of the country were visited and blood samples from 549 individuals were
taken, genotyped and analyzed. A total of 157 alleles were found (average of 14.27
alleles/locus), with a range of observed and expected heterozygosity from 0.444 to
0.840 and 0.672 to 0.857 respectively and an average Polymorphic Information
Content (PIC) of 0.741. The Power of Exclusion (PE) of the 11 loci together was
higher than 99.99%. Thirty-three of 143 Hardy Weinberg tests performed showed
significant deviations (p <0.05) due to a general lack of heterozygous individuals in

the breeds. The Fis average of the 13 breeds was 0.078, ranging from 0.009 for the
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CRRD breed to 0.145 for the PCN breed, suggesting that between breeds are
presenting low to moderate levels of inbreeding. Colombian sheep showed a low
degree of genetic differentiation between breeds (Fs = 0.039) and STRUCTURE
analysis showed complex mixing patterns in all breeds studied. Overall Colombian
sheep showed high genetic variability which is very important for future selection and
animal breeding programs. However, it is suggested that implementing appropriate
management strategies in the animals, could minimize the inbreeding in order to

prevent the loss of genetic variability.

Keywords: DNA, genetic diversity, microsatellite, Colombian sheep.

8.2.3. Introduccién

La oveja fue una de las primeras especies de ganado en ser domesticada, la cual
tuvo su origen hace 9000 afios aproximadamente. Se propone que la oveja se
originé a partir de al menos tres subespecies ancestrales de muflon salvaje, tal y
como se infiere de multiples linajes mitocondriales (Guo et al., 2005; Cheng et al.,
2006; Chessa et al., 2009). Mas tarde, con la migracion humana, el cambio climatico,
y la seleccién para diferentes propdsitos, mas de 2.455 razas ovinas se han
desarrollado en todo el mundo hoy en dia (DAD-IS, 2014).

Segun el inventario ovino mas reciente realizado por la Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) en el afio de 2012 el pais cuenta con una poblacion total de
1.142.893 ovinos, los cuales se encuentran distribuidos a lo largo de todo el territorio
nacional. Sin embargo hay departamentos con una mayor actividad en lo que a
ovinocultura se refiere destacandose los departamentos de la Guajira, Magdalena,
Cordoba, Cesar y Santander, los cuales concentran alrededor del 80% del inventario
ovino nacional (Fig. 1).
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Fig. 1. Censo ovino en Colombia. ICA, 2012.

La base genética de los ovinos colombianos estd constituida principalmente por
animales criollos de lana los cuales son de descendencia europea y animales
criollos de pelo (conocidos vulgarmente como “camuros”) los cuales son de
descendencia Africana. Estos animales criollos fueron introducidos al pais hace 500
afios aproximadamente durante la época de la conquista, periodo de tiempo en el
cual se han adaptado a las inhdspitas condiciones del trépico colombiano y se han
caracterizado por ser animales rusticos, prolificos y resistentes a ecto y

endoparasitos (Delgado et al., 2009).
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En Colombia también se pueden encontrar animales foraneos traidos principalmente
de Europa y otros paises de América entre los que se pueden mencionar las razas
Katahdin, Santa Inés, Pelibuey, Dorset, Dorper, Hampshire, etc., los cuales son
utilizados por poseer mejores rendimientos productivos en comparacion con
nuestros animales criollos, pero no poseen la misma capacidad de adaptacion a las

condiciones del trépico (Egito et al., 2002).

La globalizacién de los sistemas de produccion y la competencia entre razas a
llevado a la desaparicion de muchas razas autoctonas en el mundo (Tapio et al.,
2010). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura (FAO) ha
estimado que el 36% de las razas de ovejas conocidas en el mundo estan en peligro
o se han extinguido (FAO, 2011).

De otro lado, el uso de unos pocos machos de genética superior para el
apareamiento intensivo se traduce en la reduccion del tamafio efectivo poblacional,
incrementos en los niveles de consanguinidad de las poblaciones y finalmente la
reduccion de la variabilidad genética dentro de las razas, la cual es muy importante
mantener a través de las generaciones, ya que sin ella se podria limitar las opciones
para la reproduccion y mejoramiento genético en la medida en que las impredecibles

necesidades futuras no puedan ser satisfechas (Kantanen et al., 1999; Li, 2007).

La reciente concientizacion por la conservacion de los recursos genéticos ha
animado a llevar a cabo estudios de diversidad genética en diferentes razas y
especies de ganado (Sodhi et al., 2006). Varios estudios han utilizado con éxito
marcadores moleculares microsatélites en la caracterizacion de la variabilidad
genética entre las distintas razas y especies de ganado (Arora et al., 2010; Baumung
et al., 2006; Cheng et al., 2008; Dixit et al., 2012; Kugonza et al., 2011; Li et al.,
2000; Souza et al., 2012; Sollero et al., 2009) y se debe a que este tipo de
marcadores poseen alto polimorfismo, herencia codominante, frecuencia abundante
en el genoma, comportamiento selectivamente neutral, facil acceso y alta
reproducibilidad (Dodgson et al., 1997).
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El objetivo de este estudio fue determinar la variabilidad genética de las poblaciones
ovinas colombianas utilizando un panel de 11 marcadores moleculares microsatélite,
para poder utilizar esta informacion en planes de conservacién y mejoramiento de

las razas ovinas del pais.

8.2.4. Materiales y Métodos.

8.2.4.1. Muestreo

Se colectaron muestras de sangre fresca a 549 individuos lo menos emparentados
posibles de 13 razas: Blackbelly (BB), Camuro (CAM), Corriedale (CRRD), Criollo de
Lana (CRL), Dorper (DP), Dorset (DS), Hampshire (HAM), Katahdin (KT), Mora
Colombiana (MORA), Pelibuey (PBY), Persa cabeza negra (PCN), Romney Marsh
(ROM) y Santa Inés (STI). Las muestras fueron tomadas en 56 granjas localizadas
en 11 departamentos del pais (Antioquia, Boyaca, Caldas, Cesar, Cérdoba, La
Guajira, Magdalena, Risaralda, Santander, Sucre y Valle del Cauca) (Tabla S-1).
Cada una de las muestras fue tomada segun las recomendaciones realizadas por el
MoDAD (FAO, 1996).

8.2.4.2. Extraccion de ADN y genotipificacion

El ADN gendémico de todas de las muestras fue extraido a partir de los globulos
blancos utilizando el kit comercial MOBIO (Ultra Clean DNA Blood Isolation Kit,
Calalog # 12000-100, California, USA). A cada una de las muestras se le cuantifico
su concentracién y pureza con un espectrofotbmetro Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific).

Todos los microsatélites utilizados en este estudio hacen parte del panel de
marcadores recomendados por la ISAG/FAO para realizar estudios de variabilidad
genética en ovinos (disponible en:

http://www.fao.org/docrep/014/i2413e/i2413e00.pdf). Dichos marcadores fueron

seleccionados teniendo en cuenta el nivel de polimorfismo detectado previamente en

otros estudios y la localizacion en distintos cromosomas.
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En este trabajo se utilizaron un total de once marcadores moleculares microsatélite,
que fueron amplificados por la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa o
PCR (Tabla 1). La secuencia reverse de cada primer estaba marcada con
fluorocromos (6-FAM, VIC, NED) en su extremo 5'.

Tabla 1. Panel de microsatélites utilizados.

Microsatélite Cromosoma Secuencia del Primer (5’-3’) Rango  Acceso

SRCRSP 9 3 F: TCCAGATTTTGTACCAGACC 107-133 L37211
R: GTCATGTCATACCTTTGAGC

MCM 140 6 F: GTTCGTACTTCTGGGTACTGGTCTC 169- 193  L38979
R: GTCCATGGATTTGCAGAGTCAG

ILSTS 11 9 F: GCTTGCTACATGGAAAGTGC 262-292 L23485
R: CTAAAATGCAGAGCCCTACC

SRCRSP 5 18 F: GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG 128-156 L22197
R:GTTTCTTTGAAATGAAGCTAAAGCAATGC

OarCB226 2 F: CTATATGTTGCCTTTCCCTTCCTGC 115-159 L20006
R: GTGAGTCCCATAGAGCATAAGCTC

MAF 33 9 F: GATCTTTGTTTCAATCTATTCCAATTTC 117-143  M77200
R: GATCATCTGAGTGTGAGTATATACAG

MAF 214 16 F: GGGTGATCTTAGGGAGGTTTTGGAGG 178-224  M88160
R: AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGACG

BM1824 1 F: GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 165-189 (18422
R: CATTCTCCAACTGCTTCCTTG

ILSTS 28 3 F: TCCAGATTTTGTACCAGACC 117-167 L37211
R: GTCATGTCATACCTTTGAGC

ILSTS 5 7 F: GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 176-214 L23481
R: TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC

SRCRSP 1 13 F: TGCAAGAAGTTTTTCCAGAGC 116-144 L22192
R: ACCCTGGTTTCACAAAAGG
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Los marcadores microsatélites fueron agrupados en dos multiplex para su
amplificacion, teniendo cuidado de evitar solapamientos entre los productos de

amplificacion.

El volumen final de la mix de PCR fue de 10 pl el cual contenia Buffer de PCR 1X,
0,2 mM de cada uno de los DNTPs, 0,2 uM de cada primer, 1,85 U de Taq Hot Start
polimerasa (ABM), 1,5 mM de MgCl,, 1,14 ul de GC Enhancer (Applied Biosystems),
1 pl de ADN (~120 ng) y agua miliQ hasta ajustar el volumen final.

La amplificacion de los microsatélites se realiz6 en un termociclador PTC 100 (Mj
Research) utilizando el siguiente perfil térmico: Denaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos, seguido por 35 ciclos de 1,15 minutos a 95°C, 45 segundos a 55°C y 1

minuto a 72°C. La extension final de 10 minutos a 72°C.

Los productos amplificados generados por la PCR fueron analizados mediante
electroforesis capilar utilizando un secuenciador ABI 310 (Applied Biosystems). Para
los andlisis se utilizé el marcador interno de tamafio LIZ 500 (500 pb) y se utilizo el
programa GENEMAPPER 4.1 para determinar el tamafio alélico de cada una de las

549 muestras analizadas.

8.2.4.3. Andlisis estadistico

Las frecuencias alélicas para todos los loci, el nUmero de alelos observado (NA) y
efectivo (NE) por locus, la heterocigocidad esperada (HE) y observada (HO) vy el
poder de exclusion (PE) de cada marcador fueron estimados utilizando el programa
GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

El Contenido de Informacion Polimérfica (CIP) para cada marcador se estimo con el
programa Excel Microsatellite Toolkit vV 3.1.1 (Park, 2001).

Las pruebas exactas para desviaciones del equilibrio de Hardy Weinberg (HW) por
raza fueron estimadas usando simulaciones de Montecarlo via cadenas de Markov)

con el programa Genepop 4.2 (Rousset, 2008).
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La estructura de las poblaciones fue analizada por los estadisticos F de Wright (Fis,
Fst ¥ Fit) segun lo propuesto por Weir y Cockerham (1984) usando el programa Fstat
version 2.9.3.2 (Goudet, 2002). Para estimar el nivel de significancia de los indices,
se usaron permutaciones aleatorias de los genotipos entre las muestras
(Jackknifing).

Dos métodos fueron usados para analizar la diferenciacion genética. Primero, la
distancia genética estandar de Nei (Nei, 1987) fue estimada con los software
genAlEx 6.5 y Genepop 4.2 para definir las diferencias genéticas entre las 13 razas
analizadas. Los valores de las distancias genéticas se utilizaron para construir un
arbol consenso mediante el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method

using Arithmetic averages) con el software MEGA version 6 (Tamura et al., 2013).

Segundo, la estructura de la poblacién y el grado de mezcla se estimaron mediante
un modelo de agrupacion Bayesiano del programa STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000). El programa estima, utilizando genotipos de mudltiples loci para asignar los
individuos a las poblaciones, proporciones de mezcla individual y deduce el nimero
de poblaciones parentales (K) para una muestra dada. Segun lo sugerido por varios
autores, el andlisis incluyé un modelo de mezcla con frecuencias alélicas
correlacionadas (Ciani et al., 2013; Pritchard et al., 2000; Zuccaro et al., 2008).

Para obtener un valor de K representativo, se realizaron 12 corridas independientes
para cada K (1<K<13). Para todas las corridas se adopté un periodo de burn-in de
200.000 generaciones seguido por 1°000.000 de interacciones MCMC (Markov
Chain Monte Carlo). EI nimero mas probable de agrupaciones o K (poblaciones o
razas) presentes en el conjunto de datos se calculé con el algoritmo AK propuesto

por Evanno et al. (2005).
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8.2.5. Resultados y Discusién

8.2.5.1. Variabilidad genética de la poblacion en general

Para la poblacién de ovinos en general se encontraron un total de 157 alelos en los
549 animales genotipados para los 11 loci microsatélite (Tabla S-2). EI nimero de
alelos vario de 10 para los loci SRCRSP5, SRCRSP9 y BM1824 a 23 para el locus
ILSTS28. Se encontré un promedio de 14,27 alelos/locus, valor que es ligeramente
superior a los 13.53 alelos/locus encontrados por Zhong et al. (2010) en una
poblacion de 584 ovejas (10 razas) en China utilizando 19 marcadores
microsatélites. Varias medidas de variabilidad genética estimadas para cada locus

en la poblacion de ovinos en general se muestran en la Tabla 2.

La heterocigocidad esperada (He), la cual es considerada como el mejor estimador
de variabilidad genética presente en poblacién (Kim et al., 2002) varié entre 0,669
para el locus ILSTS 5 y 0,857 para el locus MAF33. La He promedio fue de 0,770
para el total de la poblacién, valor que indica que en general las poblaciones de
ovinos colombianos poseen una alta variabilidad genética. En tanto la
heterocigocidad observada (Ho) vari6 entre 0,445 para el locus SRCRSP5 y 0,839
para el locus ILSTS28. La Ho promedio fue de 0,683 para los 11 loci analizados en
la poblacidén. Se puede observar que en todos los casos la Ho fue menor a la He, a
excepcion de los loci SRCRSP9 e ILSTS28 donde fue mayor. Resultados similares
fueron encontrados por Gornas et al. (2011); Zhong et al. (2010); Bozzi et al. (2009),

etc., en poblaciones ovinas de Sudan, China e lItalia, respectivamente.
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Tabla 2. Namero de alelos (Na), Namero efectivo de alelos (Ne), Heterocigocidad observada (Ho),
Heterocigocidad esperada (He), Contenido de Informacién Polimérfica (CIP), Poder de Exclusion

(PE), Poder de Exclusién Acumulado (PE Acum) y estadisticos F (Fis, Fit, Fst) por locus.

LOCUS Na Ne Ho He CIP PE PE Fis Fst Fit
Acum

OarCB 2256 21 6,535 0,770 0,847 0,895 0,719 0,7197 0,069 0,032 0,099

MAF 33 13 7,006 0831 0857 0841 0,716 0,9205 0,022 0,033 0,054
ILSTS 28 23 5,493 0,839 0,818 0,799 0,656 0,9727 -0,05 0,032 -0,016
ILSTS 11 14 5376 0674 0814 0,792 0,64 0,9901 0,164 0,037 0,195
MCM 140 13 5,090 0,697 0804 0814 0625 0,9963 0,108 0,042 0,145
BM1824 11 4629 0611 0,784 0,754 0,583 0,9984 0,217 0,033 0,242
SRCRSP 1 14 369 0690 0729 0689 0508 0,9992 0,02 0,053 0,073
SRCRSP 5 10 3,732 0445 0,732 0691 0505 0,9996 0,397 0,01 0,403
SRCRSP 9 10 3553 0,798 0,719 0684 0,498 0,9998 -0,183 0,086  -0,081
MAF 214 12 3,310 0561 0698 0647 0,458 0,9998 0,179 0,042 0,213
ILSTS 5 16 3,018 059 0669 0661 0455 0,9999 0,089 0,029 0,115
Promedio 14,272 4,676 0,683 0,770 0,741 - - 0,094* 0,039* 0,129*
* p< 0,05

Respecto al contenido de informacion polimorfica (CIP) para cada marcador oscilé
entre 0,647 para el marcador MAF 214 y 0,895 para el marcador OarCB2256. El
promedio general para los 11 loci microsatélite fue de 0,741 y ningln marcador
mostré CIP inferior a 0,5 lo cual indica que todos los loci fueron altamente
polimérficos. Los altos valores de CIP y el alto nimero promedio de alelos/locus
indican que el panel de 11 marcadores moleculares microsatélites utilizados en el
presente proyecto de investigacibn son apropiados para realizar estudios de
diversidad genética en ovinos colombianos, ademas de estudios de mapeo genético
(Kayang et al., 2002).

El Poder de Exclusiéon (PE) de cada uno de los marcadores oscilé entre 0,455 para
el marcador ILSTS 5y 0,719 para el marcador OarCB2256. Cuando se combiné el
poder de exclusion de los 11 marcadores moleculares utilizados se obtuvo un poder

de exclusion superior al 99.999% lo cual indica que es practicamente imposible
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asignar una falsa paternidad utilizando este panel de marcadores microsatélites en

los ovinos.

Las diferencias en la estructura de la poblacién evaluadas por los indices de fijacion
de Wright, mostraron que el valor Fis promedio, el cual describe el exceso o déficit de
heterocigotos dentro de las subpoblaciones (razas en nuestro caso) fue de 0,094
(p<0,05) y por lo tanto diferente de cero. Varios marcadores como SRCRSP 5,
BM1824, MAF 214 y el ILSTS 11 presentaron valores de Fis de 0,397, 0,217, 0,179
y 0,164 respectivamente, lo cual indica que hay excesos de individuos homocigotos
en las subpoblaciones para esos marcadores. Los otros marcadores restantes

presentaron valores por debajo de 0,100.

El indice de fijacion Fi, el cual mide la pérdida de heterocigocidad del individuo con
respecto a la poblacion total fue de 0,129 (p<0,05), lo cual indica que hay un déficit
generalizado de individuos heterocigotos en la poblacion de ovinos del pais del
12,9%. El indice Fg el cual mide el grado de variabilidad genética explicado por
diferencias entre las razas fue de 0,039. Es claro que de la variacion genética total,
la mayor parte corresponde a diferencias entre los individuos (96,1%) y solo el 3,9%
es el resultado de diferencia entre las distintas razas. Este resultado indica que la
variabilidad genética cuantificada por los marcadores microsatélites mostré un bajo

grado de diferenciacion genética entre las subpoblaciones o razas.

Resultados similares fueron reportados por Alvarez et al. (2012), Bozzi et al. (2009),
Ben Sassi et al. (2014) y Zhong et al. (2010), donde los rangos de Fg reportados
estuvieron entre 0,3 y 0,09. La similaridad genética entre las razas ovinas en
Colombia es debida probablemente a la mezcla entre poblaciones resultado del flujo
de individuos (reproductores) entre granjas y también por la falta de control en los

cruzamientos entre individuos al interior de las granjas ovinas.

8.2.5.2. Variabilidad genética entre las razas

Respecto a las razas el numero promedio de alelos/locus fue de 7,077. El mayor

namero de alelos/locus se encontr6 en los ovinos criollos de pelo (11,909
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alelos/locus), valor que es superior a los 7.8 alelos/locus reportado por Quiroz et al.
(2007) en ovinos criollos mexicanos, a los 7,25 alelos/locus reportado por Ochipinti
et al. (2012) en ovinos criollos paraguayos, y los 7,71 alelos/marcador reportado por
Blackburn et al. (2011) en ovinos criollos de Estados Unidos. Sin embargo hay que
tener en cuenta que el alto numero de alelos encontrado en los ovinos criollos de
pelo se pudo haber presentado porque se tomaron muestras de 292 individuos los
cuales representan el 53.18% del total de los individuos del muestreo, y esto se
debe a que esta raza es la mas representativa y comun del pais ya que los CAM
representan mas del 50% del inventario ovino nacional (Arcos et al., 2002). De otro
lado, el menor ndmero de alelos/marcador se encontré en la raza MORA (5,273
alelos/marcador), nUmero que parece bajo para hay que tener en cuenta que
solamente se tomaron muestras a ocho individuos de esta raza debido a que es
escasa en el pais. Sin embargo ese numero de alelos/marcador fue superior a los
4.5 alelos/locus reportado por McCleanet et al. (2011) para la raza Blackbelly en
Barbados. Varias medidas de variabilidad genética para cada una de las razas se

muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Namero de individuos (N), nimero promedio de alelos (Na), numero efectivo de alelos (Ne),
Heterocigocidad observa (Ho) y esperada (He) y valor de Fis para cada una de las razas. BB,
Blackbelly; CAM, Camuro; CRRD, Corriedale; CRL, Criolla de Lana; DP, Dorper; DS, Dorset; HAM,
Hampshire; KT, Katahdin; MORO, Moro Colombiano; PCN, Persa Cabeza Negra; PBY, Pelibuey;
ROM, Romney Marsh; ST, Santa Inés.

RAZA N Na Ne Ho He Fis
BB 27 7,364 3,704 0,653 0,718 0,109
CAM 292 11,909 4,428 0,670 0,754 0,112
CRRD 15 5,818 3,639 0,727 0,709 0,009
CRL 23 7,091 4,071 0,676 0,731 0,098
DP 22 6,182 3,995 0,674 0,732 0,103
DS 15 6,091 4,084 0,697 0,724 0,072
HAM 14 6,182 3,956 0,740 0,723 0,013
KT 47 8,909 3,972 0,718 0,734 0,033
MORA 8 5,273 3,795 0,648 0,697 0,136
PBY 14 6,000 3,670 0,721 0,709 0,020
PCN 21 7,273 4,389 0,654 0,744 0,145
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ROM 32 7,273 3,737 0,696 0,707 0,032

STI 19 6,636 3,638 0,632 0,707 0,133

La Ho mé&s baja se presentd en la raza STI (0,632) y la mas alta en la raza HAM
(0,740), mientras que la He mostro su valor mas bajo en la raza MORA (0,697) y el
mas alto en CAM (0,754). La He y la Ho no difirieron ampliamente entre las razas,
siendo la raza PCN la que mostré la mas alta diferencia y ROM la mas baja. En
términos generales cada una de las razas presento alta variabilidad genética para
todos los loci analizados.

Las pruebas de equilibrio de Hardy Weinberg para cada una de las razas a partir de
los 11 microsatélites analizados mostraron desvios significativos (p< 0,05) en 33 de
143 pruebas de HW realizadas (Tabla S-3), lo cual se debe al déficit de
heterocigotos en cada una de las razas. Se observd que en solamente 2 razas
(Hampshire y Mora Colombiana) de las 13 evaluadas no hubo déficit de
heterocigotos. El déficit de heterocigotos en las 11 razas restantes se puede atribuir

a varios factores, entre ellos la endogamia y la seleccion.

Los estimados de la consanguinidad (Fis) para cada una de las razas tuvieron un
valor promedio de 0,078, oscilando entre 0,009 para la raza CRRD y 0,145 para la
raza PCN. Todas las razas presentaron valores de Fis superiores a cero lo cual
indica que hay un déficit generalizado de individuos heterocigotos en cada una de
las razas. Entre las causas de este déficit de heterocigotos en las razas pudieran
estar la endogamia (apareamiento entre individuos emparentados) y la seleccién (en
virtud a caracteristicas deseadas en la produccion) (Alvarez et al., 2012).

Sin embargo, la principal causa del déficit de heterocigotos en las poblaciones
ovinas investigadas se puede atribuir a la endogamia y se debe en gran parte a que
en la mayoria de granjas ovinas visitadas del pais no se tiene control en el
cruzamiento de sus animales y por lo tanto es bastante frecuente el cruce entre
individuos emparentados lo que lleva finalmente a la reduccién de heterocigotos en

las poblaciones (Martinez et al., 2009).
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De otro lado la gran mayoria de sistemas productivos del pais estan constituidos por
uno o dos machos reproductores los cuales se cruzan con todas las hembras del
rebafio, lo cual puede reducir considerablemente la variabilidad genética de las
poblaciones y contribuir a la reduccion de individuos heterocigotos en la poblacion
(Tolone et al., 2012)

La matriz de las distancias genéticas estandar de Nei entre las distintas razas estan
presentes en la Tabla S-4 y el correspondiente arbol filogenético esta presente en la
Fig 2.

CAM
BB
PCN
KT
PBY
CRRD
ROM
MORO
HAM
CRL
DS
DOR
STI

Fig 2. Arbol filogenético (UPGMA) que representan las distancias genéticas estandar de Nei entre las
13 razas de ovinos. BB, Blackbelly; CAM, Camuro; CRRD, Corriedale; CRL, Criolla de Lana; DP,
Dorper; DS, Dorset; HAM, Hampshire; KT, Katahdin; MORO, Moro Colombiano; PCN, Persa Cabeza
Negra; PBY, Pelibuey; ROM, Romney Marsh; STI, Santa Inés.

La distancia genética estandar de Nei fluctué de 0,072 entre las razas CAM y KT, a
0,418 entre las razas DP y PBY. Tres cluster diferentes fueron identificados. El
primero estd compuesto por las razas CAM, KT, PCN, BB y PBY las cuales se
caracterizan por ser razas de pelo de origen o descendencia africana a excepciéon de

la raza KT que es de origen norteamericano pero que para su conformacion se
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utilizaron ovinos de pelo del Caribe (Alvarez et al., 2012). Estas razas son las mas
ampliamente distribuidas en zonas de tropico bajo del pais y es bastante frecuente
gue en la mayoria de granjas se encuentren individuos que corresponden a dichas
razas y sus cruces F1 con el propdsito de incrementar algunos parametros

productivos en la descendencia (Barrios, 2005).

El segundo cluster esta conformado por las razas ROM, CRRD, CRL, MORO y HAM,
las cuales son razas de lana de origen o descendencia europea (aunque la raza
CRRD procede de Nueva Zelanda, se cre6 a partir del cruce de razas europeas
como la Merino y Lincoln), y que en Colombia habitan zonas de tropico alto. Se
puede observar en el segundo cluster que aunque las razas ROM y CRRD se
encuentran agrupadas en el mismo nodo, dichas razas poseen origenes ancestrales
y geogréficos distintos. Sin embargo en el pais confluyen en las mismas regiones
por lo que es bastante frecuente el cruce entre ellas y de acuerdo a los productores
y expertos en ovinos es tal el nivel de mezcla entre dichas razas que
fenotipicamente es muy dificil distinguir una raza de la otra. Respecto a las razas
criollas de lana colombianas CRL y MORO en los sistemas productivos colombianos
es bastante frecuente que estas razas criollas se utilicen como razas maternas para
ser cruzadas con reproductores de las razas CRRD, ROM, HAM, etc., para obtener
F1 con buenos parametros productivos y buena capacidad de adaptacion a las
condiciones del tropico alto, por lo cual ha habido bastante introgresion de las razas
forAneas en las poblaciones de ovinas criollas de lana en Colombia (Martinez et al.,
2009).

El tercer cluster esta conformado por las razas DP, DS y STI y aunque dichas razas
poseen origenes geograficos distintos es de resaltar que la raza DP se cred en
Sudafrica a partir del cruce de las razas DS y PCN (Soma et al., 2012). Por lo tanto
los resultados del analisis de la matriz de distancia y el arbol filogenético concuerdan
con la localizacién geografica, la historia del origen de las razas y las practicas de

crianza para obtener individuos mejorados genéticamente (mestizaje entre razas).

La estructura de la poblacion fue analizada usando el programa STRUCTURE con el

namero esperado de cluster (K) oscilando entre 1 y 13. De acuerdo al método
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propuesto por Evanno et al. (2005) (Fig. S-1) se asumio que K=3 es el nimero mas
probable de poblaciones ancestrales que contribuyen a la variabilidad genética
observada de las razas colombianas. Sin embargo como se demuestra en la Fig. 3
ningun valor de K mostré una clara diferenciacion de alguna de las razas en un
cluster especifico y a medida que se incrementa el nimero de K se muestran
patrones de mezcla mas complejos, lo cual demuestra que las poblaciones de

ovinos en Colombia se encuentran muy mezcladas.
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Fig. 3. Estructura poblacional estimada con STRUCTURE de 13 ovinas en Colombia para valores de
K de 2 hasta 5. BB, Blackbelly; CAM, Camuro; CRRD, Corriedale; CRL, Criolla de Lana; DP, Dorper;
DS, Dorset; HAM, Hampshire; KT, Katahdin; MORO, Moro Colombiano; PCN, Persa Cabeza Negra;

PBY, Pelibuey; ROM, Romney Marsh; STI, Santa Inés.
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Esto puede ser considerado como la introgresion en diferentes proporciones de
material genético de tres poblaciones ancestrales, como lo demuestra el valor de K
mas probable. La primera poblacion ancestral podria estar conformada por las
ovejas africanas que fueron traidas a Ameérica por los colonizadores y mercantes, de
los cuales derivaron las razas ovinas criollas de pelo (Camuro), Blackbelly, Pelibuey
y Persa cabeza negra que hay en América actualmente. La segunda poblacion
ancestral estaria conformada por ovejas de lana traidas de Europa hace 500 afos
aproximadamente (razas Churra y Manchega principalmente) durante la época de la
conquista y colonizacion, de los cuales derivaron las actuales razas criollas de lana
que hay en Colombia (Pastrana y Calderon, 1996). El ultimo grupo ancestral podria
estar conformado por razas europeas que han sido introducidas al pais en afios
posteriores a la colonizacién con el propdsito de realizar mejoramiento genético en

los ovinos criollos tanto de lana como de pelo.

En términos generales, el analisis de grupos filogenéticos y de estructura en la
poblacibn muestra una estructura genética compleja de las razas ovinas en
Colombia, la cual esta influenciada por el manejo productivo y reproductivo que se le
ha dado a las razas, la distribucién geografica de las razas a lo largo del territorio
nacional y los patrones histéricos de migracién de ovinos que han acompafiado a las

migraciones humanas, rutas comerciales y de colonizacion.

8.2.6. Conclusiones

En conclusion, todas las 13 razas evaluadas en el proyecto presentaron una alta
variabilidad genética para los 11 loci microsatélites evaluados debido a que ninguno
fue monomoérfico, presentaron un elevado nimero de alelos y altos contenidos de

informacion polimorfico (CIP).
La combinacion de los 11 microsatélites utilizados en el presente proyecto es un

meétodo efectivo para la asignacion de paternidades en las distintas razas ovinas del

pais, siendo la probabilidad de exclusion combinada superior al 99.999%.
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Todas las razas de ovinos evaluadas en el presente proyecto de investigacion
presentaron déficit de heterocigotos en algun grado en sus poblaciones lo cual se
atribuye principalmente a la endogamia debido a que en gran parte de las granjas
visitadas los animales son criados bajo sistemas de produccion artesanales y
tradicionales en los que no hay control en el cruzamiento de sus animales lo cual

reduce la heterocigocidad en las poblaciones.

Finalmente, este estudio contribuye al conocimiento de la estructura genética y la
caracterizacion molecular de las poblaciones de ovinos colombianos. Para proteger
a las razas ovinas autéctonas efectivamente, la variabilidad genética de las
poblaciones deberia ser incluida en las decisiones para futuros planes de

conservacion de los recursos genéticos nacionales.
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9. Datos suplementarios

Tabla S-1. Namero de muestras tomadas por departamento y raza.

DEPARTAMENTO Raza N° DE MUESTRAS TOTAL
Blackbelly 1
Camuro 37
Dorset 11
ANTIOQUIA Katahdin 17 84
Pelibuey 14
Persa Cabeza negra 3
Santa Ines 1
Camuro 2
Criollo de lana 23
BOYACA Hampshire 13 43
Mora Colombiana 3
Romney Marsh 2
Blackbelly 2
Camuro 5
Dorper 2
CALDAS Dorset 1 29
Katahdin 3
Persa Cabeza Negra 1
Romney Marsh 12
Santa Ines 3
Blackbelly 15
CESAR Camuro 42 62
Dorper 3
Katahdin 2
Camuro 20
CORDOBA Dorper L 30
Katahdin 8
Santa Ines 1
Camuro 73
Dorper 3
LA GUAJIRA Katahdin 9 97
Persa Cabeza Negra 11
Santa Ines 1
MAGDALENA Camuro 8 8
Dorper 8
RISARALDA Katahdin 1 20
Santa Ines 11
Blackbelly 1
Camuro 25
Corriedale 15
Dorset 3
72
SANTANDER Hampshire 1
Moro Colombiano 5
Persa Cabeza Negra 4
Romney Marsh 18
Blackbelly 3
Camuro 33
SUCRE Katahdin 1 38
Persa Cabeza Negra 1
Blackbelly 5
Camuro 47
Dorper 5
VALLE DEL CAUCA Katahdim 3 66
Persa Cabeza Negra 1
Santa Ines 2
TOTAL 549
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Tabla S-2. Frecuencias alélicas para cada uno de los marcadores microsatélites.

Alelo  OarCB _ MAF 33 ILSTS  ILSTS MCM BMI1824 SRCRSP  SRCRSP  SRCRSP _ MAF _ ILSTS
2256 28 11 140 1 5 9 214 5
1 0,25 1,64 0,08 0,08 0,16 0,08 0,25 0,08 0,16 2,46 0,08
2 33,69 19,92 0,08 016 4,10 4,10 0,25 0,16 22,30 0,08 0,08
3 0,33 15,82 0,08 639 7,70 13,44 0,08 0,25 2,95 828 0,08
4 0,08 4,59 2,05 516 2,87 33,44 9,51 2,30 4377 36,64 2,05
5 0,16 1,80 21,72 0,08 2,62 18,11 30,08 40,57 17,54 39,02 0,66
6 9,75 0,66 2,62 754 32,70 20,00 39,84 3,20 5,98 033 287
7 3,28 5,33 0,08 1262 1795 10,25 4,67 11,39 3,20 016 3,20
8 1,72 3,61 0,08 10,49 20,00 0,25 6,23 23,77 1,15 049 51,72
9 5,49 22,13 3,03 369 7,30 0,08 0,16 18,03 0,08 1,89 2164
10 7,62 12,70 2,21 2467 3,20 0,08 8,20 0,25 2,87 885 7,30
11 3,28 5,90 0,08 2885 0,82 0,16 0,33 - - 016 7,95
12 0,16 5,33 0,57 0,08 041 - 0,16 - - 1,64 033
13 3,28 0,57 12,30 008 0,16 - 0,16 - - - 1,31
14 1,89 - 32,21 0,08 - - 0,08 - - - 0,41
15 6,72 - 3,20 - - - - - - - 0,16
16 4,43 - 1,89 - - - - - - - 0,16
17 7,38 - 0,08 - - - - - - - -
18 1,07 - 0,16 - - - - - - - -
19 1,97 - 0,25 - - - - - - - -
20 7,30 - 7,95 - - - . ; . ) ;
21 0,16 - 1,39 - - - - - - - -
22 - - 6,64 - - - - - - - -
23 - - 1,23 - - - - - - - -
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Tabla S-3. Test de Equilibrio de Hardy Weinberg por razas.

LOCI

OarCB 2256 MAF 33 ILSTS 28 ILSTS 11 MCM 140 Bm1824 SRCRSP 1 SRCRSP 5 SRCRSP 9 MAF 214 ILSTS 5
RAZA

BB 0,013* 0,987 0,034* 0,580 0,003* 0,071 0,099 0,035* 0,184 0,043* 0,000*
CAM 0,000* 0,002* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,084 0,000* 0,000* 0,000* 0,949
CRRD 0,789 0,498 0,377 0,023* 0,646 0,526 0,429 0,135 0,378 0,239 0,472
CRL 0,000* 0,582 0,490 0,526 0,788 0,633 0,414 0,000* 0,325 0,881 0,976
DP 0,988 0,188 0,943 0,125 0,261 0,100 0,968 0,001* 0,144 0,679 0,286
DS 0,283 0,227 0,531 0,565 0,245 0,008* 0,863 0,125 0,529 0,985 0,096
HAM 0,386 0,917 0,123 0,773 0,054 0,360 0,968 0,562 0,081 0,955 0,482
KT 0,858 0,930 0,655 0,040* 0,434 0,059 0,987 0,000* 0,561 0,033* 0,990
MORO 0,674 0,593 0,123 0,449 0,716 0,161 0,823 0,187 0,235 0,184 0,989
PBY 0,584 0,718 0,940 0,489 0,416 0,958 0,990 0,459 0,787 0,546 0,001*
PCN 0,758 0,933 0,692 0,012* 0,702 0,002* 0,768 0,080 0,149 0,005* 0,128
ROM 0,001* 0,266 0,955 0,097 0,885 0,019* 0,777 0,270 0,721 0,956 0,903
STI 0,180 0,438 0,018* 0,219 0,002* 0,011* 0,078 0,012* 0,750 0,801 0,734

* Desvio significativo del equilibrio de Hardy Weinberg (p< 0,05).
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Tabla S-4. Matriz de la distancia genética estandar de Nei entre razas

BB CAM CRRD CRL DP DS HAM KT MORO PBY PCN ROM
CAM 0,082
CRRD 0,317 0,229
CRL 0,227 0,153 0,156
DP 0,307 0,249 0,234 0,266
DS 0,334 0,230 0,234 0,176 0,222
HAM 0,325 0,267 0,242 0,164 0,249 0,272
KT 0,168 0,072 0,182 0,141 0,211 0,181 0,236
MORO 0,302 0,235 0,207 0,175 0,303 0,344 0,219 0,219
PBY 0,275 0,182 0,281 0,229 0,418 0,336 0,320 0,210 0,333
PCN 0,197 0,087 0,277 0,168 0,248 0,285 0,248 0,130 0,210 0,205
ROM 0,300 0,187 0,112 0,137 0,265 0,224 0,198 0,161 0,146 0,179 0,193
STI 0,218 0,183 0,248 0,176 0,222 0,190 0,253 0,161 0,254 0,338 0,264 0,197
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Figura. S-1. Valores de AK calculados con el algoritmo propuesto por Evanno et al.

(2005).
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