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ARTICULO TECNICO

Gloria Patricia Barrera',
Rodrigo Alfredo Martinez'
y Manuel Fernando Ariza’

ABSTRACT

Identification of mitochondrial DNA
of Bos taurus origin in Colombian
Zebu Brahman cattle

The American continent was colonised in the
XVI century by the Europeans who intro-
duced the Bos taurus cattle. The introduction
of Bos indicus cattle was done a few years
later with cattle from India, mainly males. In
order to study the participation of Bos taurus
females in the origin of the Colombian Zebu
cattle, a 374 bp mitochondrial DNA frag-
ment was sequenced (D-Loop) in six animals
belonging to Colombian Zebu Brahman
breed and 20 individuals representative

of he five Colombian native breeds: 6 of
Blanco Orejinegro (BON), five of Costefio
Con Cuernos (CCC), three of Romosinuano
(ROMO), four of Casanareno (CAS) and

two of San Martinero (SM). As a reference

to Bos taurus, two individuals of the Spanish
Pirenaica breed were also sequenced for

the same fragment. Comparison between
sequences revealed that the Zebu Brahman
cattle has mitochondrial DNA of Bos taurus
origin and closer to the native breeds of
Spanish origin. Although described as Bos
indicus, it showed the lowest genetic diver-
gence when compared with the consensus
sequence of European Bos taurus. The genetic
divergences of the Colombian native breeds
compared with the European Bos taurus
ranged between 0.005 and 0.014. This sug-
gests the participation of Bos taurus matri-
lineages in the origin of the Colombian Zebu
Brahman cattle.

Key words: Zebti, mitochondrial, DNA,
phylogeny.
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Identificacion de ADN mitocondrial Bos taurus
en poblaciones de ganado Cebt Brahman
colombiano

RESUMEN

El continente americano fue colonizado en el siglo XVI por los europeos quienes
introdujeron por primera vez el ganado bovino de origen Bos taurus. La introduccion
de ganado Bos indicus ocurrié muchos afios después, con las primeras importaciones
desde la India, las cuales incluyeron principalmente machos. Con el fin de estudiar
la participacion de hembras Bos taurus en el origen del ganado Cebti colombiano, se
secuencié un fragmento del ADN mitocondrial de 374 pb (D-Loop) en seis animales
de la raza Cebti Brahman colombiano y 20 individuos representativos de las cinco
razas criollas colombianas: seis de Blanco Orejinegro (BON), cinco de Costefio con
Cuernos (CCC), tres de Romosinuano (ROMO), cuatro de Casanarefio (CAS) y dos de
San Martinero (SM). Adicionalmente, para el mismo fragmento se secuenciaron dos
individuos de la raza espanola Pirenaica, como referente Bos taurus. La comparacion
de las secuencias reveld que los animales de la raza Cebti Brahman colombiano anali-
zados presentaron ADN mitocondrial de origen taurino con mayor cercania respecto
de las razas criollas de origen Bos taurus europeo que con relacién a las secuencias
consenso Bos indicus, frente a las que se hallaron mayores divergencias. Adicional-
mente, las divergencias de las razas criollas colombianas con respecto al consenso Bos
taurus europeo variaron entre 0,005 y 0,014, resultado que sugiere la participacion de

matrilineajes Bos taurus en el origen del Cebti Brahman colombiano.

Palabras clave: cebt, ADN mitocondrial, filogenia, razas criollas.

INTRODUCCION

LA HISTORIA DEL GANADO BOVINO en
América comienza 500 afos atras con
los viajes de Cristobal Coldn; en ellos se
introdujeron a Repuiblica Dominicana y
Haiti los primeros animales de origen
Bos taurus provenientes de la Peninsula
Ibérica, los cuales dieron origen a las
hoy denominadas razas criollas. Poste-
riormente, a comienzos del siglo XIX, el
ganado Cebu fue introducido al conti-
nente Americano mediante importacio-
nes que incluyeron al menos 300 cabezas
traidas desde India a Norteamérica, la
mayoria de los cuales eran toros; por lo
tanto, posiblemente hembras de origen
Bos taurus suplieron los requerimientos
reproductivos de los animales fundado-
res de esta raza en América (Meirelles et
al., 1999).

La introduccion de ganado Bos indicus
a Colombia se remonta a principios del
siglo XX. Los primeros animales fueron
dos machos de las razas Nelore y Guze-
rat importados directamente de la India,
los cuales fueron cruzados con distintos
tipos de bovinos criollos presentes en el
territorio. Las principales importaciones
de la época se realizaron desde Texas,
Estados Unidos, en 1936, en donde se

embarcaron 20 hembras y 20 machos de
ganado cebt Brahman.

Los primeros estudios de filogenia en
ganado bovino utilizando ADN mitocon-
drial demostraron el origen separado de
los ancestros domeésticos del ganado Bos
indicus y Bos taurus (Loftus et al., 1994);
de esta manera todos los haplotipos de
ADN mitocondrial hallados en las razas
criollas suramericanas son de origen Bos
taurus (Mirol et al., 2003; Miretti et al.,
2002; Carvajal-Carmona, 2003). Las com-
paraciones de un fragmento corto del
D-Loop de razas africanas mostraron que
la diversidad mitocondrial taurina puede
ser agrupada dentro de dos haplotipos
principales, uno que representa razas tau-
rinas africanas y otro que corresponde al
consenso europeo (Bradley et al., 1996).

Mediante el uso de patrones de res-
triccién enzimatica en el ADN mitocon-
drial Meirelles et al. (1999) demostraron
la presencia de polimorfismos de origen
Bos taurus en las razas Nellore, Gyr y
Brahman de Brasil, donde el 100% de los
individuos de la raza Brahman analiza-
dos presentaron exclusivamente ADNmt
de origen taurino; ello indica que la
participacién de las razas Bos indicus en
la formacién del cebti americano tuvo
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lugar completamente a través de genes
paternos. Hallazgos similares se encon-
traron en la raza Brahman de Bolivia
(Mirol et al., 2003).

Con el fin de estudiar la participacion
de hembras Bos taurus en el origen del
ganado cebt colombiano, se secuencid
un fragmento de 374 pb de la region
hipervariable del D-Loop procedente de
animales de la raza Cebti Brahman y de
cinco razas criollas colombianas.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion

Se analizaron muestras de 28 animales
procedentes en los centros de investiga-
cion de Corroica. La muestra incluyd
seis individuos de la raza Cebt1 Brahman
seleccionados de un nucleo comercial
de la E.E. EI Nus y 20 representantes de
cinco razas criollas colombianas perte-
necientes a los bancos de conservacion
de germoplasma, asi: seis de Blanco
Orejinegro (BON), cinco de Costefio con
Cuernos (CCC), tres de Romosinuano
(ROMO), cuatro de Casanarefio (CAS) y
dos de San Martinero (SM). Adicional-
mente, se analizaron dos individuos de
la raza espanola Pirenaica como control
Bos taurus.

La extraccion del ADN, se desarrolld
a partir de sangre periférica colectada
en tubos con anticoagulante. El proto-
colo de extraccién de ADN se desarrollo
de acuerdo con los protocolos estandar
(Sambrook, Fritsch y Maniatis 1989) uti-
lizando digestién con Proteinasa K (ICN
Cat. 193504) y extraccion con fenol: clo-
roformo: isoamil alcohol 25:24:1 (SIGMA
P2069).

Amplificacion y secuenciacion

A partir de la secuencia de ADN mito-
condrial bovino (ADNmt) reportada en
el GEN Bank (accesion JO1394), se dise-
6 una pareja de cebadores (5-GCC-
CATACACAGACCACAGAAT-3") y (5
-GATGAGATGGCCCTGAAGAA- 37)
a partir de la region hipervariable del
D-Loop del ADN mitocondrial para
amplificar un fragmento de 374 pb
mediante PCR. En cada reaccion se
utilizaron 50 ng de ADN gendmico
bovino, 0,5 uM de cada cebador, 200
uM de dNTPs , 2,0 mM de MgCl, y
2U Taq polimerasa. La PCR se llevé a
cabo en un termociclador PTC 100° (M]
Research, Inc.) programado para ini-

ciar con una denaturacién a 95°C por 3
min y 30 ciclos asi: denaturacion a 95°C
por 30 seg, anillaje a 58°C por 1 min,
extension a 72°C por 1 min y 30 seg.

El producto amplificado se confirmo
en gel de agarosa al 1% tefido con bro-
muro de etidio a una concentracién de
0,5 ug/mL. El producto de PCR fué puri-
ficado mediante Rapid Gel Extraction
System® (Concert, Gibco BRLG, 11456)
y fue clonado en el vector pGem T-Easy
(ProMEGA®) para transformar la cepa de
E. coli DH-5a. Para la secuenciacion se
utilizé el Kit de secuenciacién de ADN
Big Dye Terminator Cycle Sequencing”
(Abi Prism®, Applied Biosystems). Se
utilizaron 6 pl de muestra, 1 pl de inicia-
dor T7 6 M13 para cada reaccién directa
o reversa, y 4 ul de BigDye. Las mues-
tras se resolvieron en un secuenciador
automatico (Abi Prism 310° de Perkin
Elmer).

Para la edicién y alineacion de las
secuencias se utilizaron los programas
ClustalW (Thompson et al., 1994) y Gene-
Doc (Nicholas et al., 1997). Las secuencias
obtenidas en este trabajo se alinearon con
secuencias Bos taurus de razas surameri-
canas (Brasil y Argentina), Bos indicus y
Bubalis (bufalinas) identificadas con los
numeros de acceso AF517787-AF517828,
L277361 y BBU12946 del GENx BANK, res-
pectivamente. Las distancias genéticas
se estimaron utilizando el modelo de
distancia Kimura 2 (1980) del programa
MEGA version 2.1 (Kumar et al., 2001).

RESULTADOS

El alineamiento de las secuencias perte-
necientes a la raza Cebui Brahman con la
secuencia consenso europea de Bos taurus
mostr6 11 sitios polimdrficos, mientras
que el alineamiento de las secuencias
de las cinco razas criollas colombianas
mostro 47 sitios polimdrficos respecto de
la misma secuencia de consenso.

Utilizando el modelo de distancia
Kimura 2 (1980) del programa MEGA
version 2.1 se estimaron las distancias
genéticas, las cuales incluyeron las
secuencias mencionadas del GeEn Bank
(Tabla 1).

Las distancias entre la raza hindu
Tharpaliar (Bos indicus) respecto de las
razas criollas colombianas, argentinas
y brasileras (Bos taurus), fueron las de

mayor magnitud, lo cual separa clara-
mente los linajes Bos taurus y Bos indi-
cus.

Las distancias estimadas muestran
que la raza Cebti Brahman colombiana
(Bos indicus) presenta mayor cercania
con las razas criollas de origen Bos taurus
que con la raza de origen Bos indicus del
GeN Bank. Asi, las distancias del Cebu
Brahman se presentaron entre 0,010 y
0,020 con respecto a las cinco razas crio-
llas, siendo mas cercana a la raza Coste-
fio con Cuernos y mas distante con las
razas Romosinuano y Casanarefio, con
divergencias de 0,016 y 0,020, respecti-
vamente. La distancia entre los animales
Cebtt Brahman y la raza hindti Tharpa-
liar fue equivalente en magnitud a la que
presentaron las razas criollas (0,090).

Las divergencias de las razas criollas
colombianas con respecto al consenso
Bos taurus europeo variaron entre 0,005 y
0,014, siendo las razas CCC, BON y SM
las que presentaron las menores dife-
rencias. Adicionalmente, entre ellas los
valores de divergencia van desde 0,012
hasta 0,023. Las mas cercanas fueron
BON y CCC, seguidas por CCC y SM
con divergencia de 0,013 entre ellas. Las
distancias mas grandes se observaron
en la raza CAS con respecto a las demas
razas criollas, con la mayor divergencia
respecto de la raza ROMO. La divergen-
cia entre la raza espafiola Pirenaica y las
razas criollas colombianas vario entre
0,043 y 0,053, presentando el menor
valor con respecto a la raza CCC, y el
mayor con respecto a la raza CAS.

Para la construccion del arbol filoge-
nético se utilizé el método de maxima
parsimonia con boostrap de 100 réplicas
en el programa PAUP 4.0 (Swofford,
2002) (Figura 1). La topologia del arbol
asume como unidad taxondmica a cada
individuo y muestra a las razas criollas
colombianas dentro del grupo de los
haplotipos Bos taurus europeos junto
con individuos de las razas Argentino,
Caract, Mochonal, Pantaneiro y Curra-
leiro. Se observa gran mestizaje dentro
de las razas criollas, tanto colombianas
como suramericanas, sin mostrar una
estructura dentro de razas. Los anima-
les de la raza Cebti Brahman analiza-
dos presentan haplotipos netamente
Bos taurus del consenso europeo y en
el arbol se observa junto con las razas
criollas suramericanas. El Bos indicus
hinda (Tharpaliar) y la secuencia de
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Tabla 1. Matriz de distancias genéticas utilizando la medida de substitucion de nucledtidos de Kimura (1980) del programa MEGA version 2.1
(Kumar et al. 2001).

Bos Cebu BON CAS CCC ROM SM PIRE ARGt CARA CURR MOCH PANT INDI BUF
taurus Brahman
europeo  colombiano
Bos taurus 0.000
europeo
Cebu 0.005 0.000
Brahman
colombiano
BON 0.007 0.011 0.000
CAS 0.014 0.020 0.021 0.000
CCcC 0.005 0.010 0.012 0.019 0.000
ROMO 0.011 0.016 0.017 0.023 0.016 0.000
SM 0.007 0.013 0.015 0.020 0.013 0.019 0.000
PIR 0.038 0.043 0.045 0.053 0.043 0.047 0.046 0.000
ARG 0.007 0.012 0.011 0.021 0.012 0.017 0.015 0.045 0.000
CARACU 0.008 0.013 0.012 0.022 0.013 0.018 0.016 0046 0.012 0.000
CURRALEIRO 0.006 0.011 0.011 0.020 0.011 0.016 0.014 0.043 0.010 0.013 0.000
MOCHONAL 0.009 0.013 0.013 0.023 0.014 0.019 0.017 0047 0013 0012 0013 0.000
PANTANEIRO 0.021 0.024 0.020 0.035 0.025 0.028 0.029 0.057 0019 0.013 0.024 0.016 0.000
INDI 0.087 0.090 0.090 0.100 0.089 0.095 0.096 0.117 009 0.090 0087 0.089 0.091 0.000
BUF 0.114 0.117 0113 0126 0.117 0120 0.120 0149 0116 0.117 0114 0116 0.118 0.126 0.000

BON: Blanco Orejinegro; CAS: Casanarefio; CCC: Costefio con Cuernos; ROMO: Romosinuano; SM: Sanmartinero; PIR: raza Pirenaica europea; ARG: raza autéctona Bos taurus argentino; Caract, Curraleiro, Mochonal y
Pantaneiro son razas criollas brasileras; INDI: raza Tharpaliar Bos indicus de referencia; BUF: Bfalo.

bufalo se encuentran claramente sepa-
radas del linaje Bos taurus.

DISCUSION

Las razas de ganado doméstico actual-
mente se clasifican en dos grandes gru-
pos: ganado sin joroba (Bos taurus) y
ganado jorobado (Bos indicus). Los pri-
meros estudios de filogenia en ganado
bovino utilizando ADN mitocondrial los
realizaron Loftus ef al. (1994). donde exa-
minaron seis razas europeas (taurinas),
tres hindties (Cebt1) y cuatro africanas
(tres Cebt1 y una taurina) e identificaron
dos grupos, los cuales son represen-
tativos de las lineas ancestrales de Bos
indicus (Cebt) y Bos taurus (taurino).
Estos analisis muestran gran influencia
de la herencia materna debido a que las
mitocondrias espermaticas se pierden en
la embriogénesis temprana (Manfredi et
al., 1997).

Los resultados del presente trabajo
dilucidan el origen materno de indivi-
duos de las razas Cebu Brahman colom-
biano, de cinco razas criollas colombia-
nas y una raza espanola. Indican que
los animales de la raza Cebu Brahman
presentaron ADNmt taurino, a pesar
de que es una raza descrita como Bos

EUCONS
BON 10
BON 2
BON 5
ARGENT.
CARACU
MOCHONAL
PANTAN.
CEBU 84
ROMO 96299
CAS 3129
ARGENTINO
BON 3
CAS 014

: CAS 107
CCC 95229
| I

SM

CAS3 119

—
| 524 ——RomMO121
ROMO 59

CCC 84023
[ Cccoso91
68 CEBU 92
CEBU 95
ccc 643
CEBU 85
SM 34
96.6 —— PIRENAICA
L PIRENAICA
54.8 ——— ARGENTINO
L——caracu
CARACU
CURRALEIRO
MOCHONAL
BON 1
BON 4
57 ———CEBU 87
MOCHONAL
—— ARGENT.
L CURRALEIRO
€CCc95113
100 — INDICUS
L———BuUrALO

Figura 1. Arbol de relaciones filogenéticas entre la raza Cebd Brahman colombiana, trazas de
ganado criollo colombiano, y otras razas (Tharpaliar, autctonas de Brasil y Argentina), mediante
secuencia de ADNmt utilizando el método de maxima parsimonia.
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indicus, lo cual tendria explicacién por
la introduccion del cebt en América a
comienzos del siglo XIX y su posterior
cruzamiento con hembras Bos taurus. Los
resultados de este trabajo concuerdan
con el presentado por Meirelles et al.
(1999), en el cual 23 animales de la raza
Brahman presentaron exclusivamente
ADNmt de origen taurino, lo que sefiala
una influencia importante de razas Bos
taurus en la conformacion de esta raza.
Hallazgos similares se encontraron en
la raza Brahman de Bolivia (Mirol et al.,
2003). Gran proporcién de los matrilinea-
jes cebu americanos son derivados del
entrecruzamiento con hembras nativas
de origen Bos taurus y toros importados
de India con genotipos mitocondriales
Bos indicus (Meirelles et al., 1999).

En Colombia, la Asociacion Cebu ha
establecido diferentes categorias para
el registro de animales: Puro de Origen
Importado, Puro de Origen Colombia-
no y Cebt Colombiano Clasificado. Es
importante realizar la labor de analisis
de los genotipos mitocondriales de indi-
viduos de estas categorias para poder
establecer la presencia de matrilineajes
taurus en ellas.

Las razas cebti americanas son fuente
para investigaciones acerca de la parti-
cipacion del genoma citoplasmatico en
caracteristicas de produccién, ya que
incluyen animales con diversos geno-
tipos de ADN mitocondrial, pero con
genes nucleares similares (Meirelles et
al., 1999).

Las razas criollas colombianas repor-
tadas en este estudio, asi como las razas
criollas de Brazil y Argentina reportadas
en el GEN Bank, presentaron haplotipos
Bos taurus y se encontraron distantes del
Bos indicus. No se observd ADNmt con
origen Bos indicus, lo cual demuestra que
a este nivel no se presenta introgresion
de ADNmt Bos indicus en las razas crio-
llas colombianas. Adicionalmente, éstas
presentan principalmente haplotipos del
consenso Bos taurus europeo, lo cual
concuerda con los reportes acerca de que
el bovino criollo americano desciende
directamente de los animales traidos
por Cristobal Colon en su segundo viaje
(Rouse, 1977).

Estudios en otras razas suramerica-
nas, encaminados a determinar la contri-
bucion del ganado europeo y africano en
la formacion de las razas criollas, repor-

tan animales de la raza criolla Argenti-
na y animales de las razas Curraleiro,
Pantaneiro y Caract de Brasil como
portadores de haplotipos de Bos taurus
europeo, como resultado de la introduc-
cion de los bovinos espafioles a América
(Miretti et al., 2002; Mirol et al., 2003).

El ADNmt no presenta evidencia
de estructura para las razas criollas
colombianas, lo cual se observa por el
hecho que individuos de razas diferen-
tes no se agrupan en clusters Gnicos.
Una topologia similar se observa con
las razas suramericanas. Este resulta-
do puede deberse al origen comun de
estas razas. Una de las hipdtesis sos-
tiene que cada raza es un conjunto
de animales producto de una mezcla
indiscriminada de algunas de las ocho
razas importadas de Espafia durante la
conquista de América (Pinzén, 1984).
Las distancias observadas entre la raza
espafola Pirenaica y las razas criollas
suramericanas, podrian sugerir que los
ascendientes para esta raza no tuvieron
mayor influencia durante la conquista
espafola para la formacion de las razas
criollas. Rouse (1977) indica que algu-
nas razas espafiolas actuales podrian ser
descendientes de los mismos planteles
de los cuales provienen los criollos; este
es el caso de las razas Retinta, Berrenda,
Cacerena y Andaluza negra.

CONCLUSIONES

El analisis de las secuencias de un frag-
mento de ADN mitocondrial del D-Loop
mostré gran diversidad en las razas
criollas colombianas, similar a otras
razas suramericanas, con haplotipos de
ADN Bos taurus de origen europeo y con
amplios valores de divergencia respecto
al Bos indicus. Por el contrario, los indi-
viduos de la raza Cebt Brahman colom-
biano analizados presentan haplotipos
Bos taurus, lo que indica que la participa-
cion de las razas Bos indicus en la forma-
cion de los animales del presente estudio
fue a través de genes paternos.
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