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RESUMEN

La raza Bovina Berrenda en Negro se ha
utilizado clasicamente en el manejo del toro de
lidia y actualmente se encuentra préxima a su
extincion. Para contribuir a los planes de recupe-
racion genética de esta raza, se caracteriza una
muestra de 32 animales con un panel de 15
microsatélites y se proporcionan datos que per-
mitan, en un futuro, comparar su variabilidad con
otras razas bovinas.

SUMARY

The Berrenda en Negro cattle breed has
been used classically in the management of the
fightbulland currently is found nexttheir extinction.
To contribute to the genetic conservation
programs of this breed, we are characterized a
sample of 32 animals with a panel of 15
microsatellites and we are provided data that
permit, in a future, to compare its variability with
other cattle breeds.
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INTRODUCCION

La raza bovina Berrenda en Negro
esta intimamente ligada al manejo del
ganado de lidia al igual que la Berrenda
en Rojo, aunque los ganaderos co-
mienzan a desprenderse de los prime-
ros parala conduccién del toro de lidia
por su mayor envergadura y peores
aptitudes para esta mision que la se-
gunda. Actualmente esta en peligro de
extinciéon. El censo actual no supera
los 400 animales y se encuentran ade-
mas diseminados en diferentes areas
geograficas que limitan el intercambio
de material genético entre las diferen-
tes poblaciones. Se considera muy in-
teresante realizar estudios enfocados
a conocer la variabilidad genética de
estarazay que, en el futuro, formen la
base para la elaboracién de planes de
conservacion de los recursos genéti-
COS mas caracteristicos de esta raza.
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La FAO, desde 1996, reconoce ofi- El objetivo de este trabajo es apor-
cialmente que el estudio de microsaté- tarinformacion sobre las variantes alé-
lites proporciona mucha informacion licas detectadas en un conjunto de
sobre ladiversidad y variabilidad gené- microsatélites, la Heterocigosidad por
ticade poblaciones. Los microsatélites locusy el Contenido de Informacién
0 STR (Short Tandem Repeat) son Polimoérfica (PIC) en dos poblaciones
secuencias del genoma compuestasde ganado vacuno de la raza Berrenda
por un motivo repetitivo de 2 a 6 bases en Negro.
generalmente. El nUmero de repeticio-
nes que posee en lwcusespecifico

varia de unos individuos a otros, pu- MATERIALY METODOS
diéndose poner de manifiesto estas
variaciones mediante técnicas relati- El material animal, ha sido unamues-

vamente sencillas. La gran cantidad tra de 32 individuos pertenecientes a
deloci presentes en el genoma de los dos poblaciones geograficamente dis-
mamiferos, y el elevado polimorfismo tantes y que no comparten un origen
gue presentan muchos de ellos los con-comidn conocido. Una de ellas esta
vierten en herramientas muy podero- ubicada en la Sierra de Aracena en
sas para la Genética de Poblaciones. Huelva, de la que se analizan 19 indivi-

Tabla I. Microsatélites bovinogBovine microsatellites).

Marcador Cebadores directo y reverso Tamafio Referencias

CSSM14 AAATGACCTCTCAATGGAAGCTTGAATTCTGGCACTTAATAGGATTCA  133-144 Barendse et al., 1994

SPS-115 AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAGAACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG 240-262 Barendse et al., 1994

BM-1818 AGCTGGGAATATAACCAAAGGAGTGCTTTCAAGGTCCATGC 258-270 Bishop et al., 1994
INRAOO5 CAATCTGCATGAAGTATAAATAT CTTCAGGCATACCCTACACC 119-123 Vaiman et al., 1992
INRA063 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC AAACCACAGAAATGCTTGGAAG 176-186 Vaiman et al., 1994
HEL-13 TAAGGCTTGAGATAAGGAG CCATCTACCTCCATCTTAAC 198 Kaukinen et al., 1993

ETH-10 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACACCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC  210-226 Steffen et al., 1993
BM.4621 CAAATTGACTTATCCTTGGCTGTGTAACATATGGGCTGCATC 140-160 Bishop et al., 1994

ETH225 GATCACCTTGCCACTATTTCCTACATGACAGCCAGCTGCTGCTACT 140-156 Fries et al., 1993

HELS GCAGGATCACTTGTTAGGGAAGACGTTAGTGTACATTAAC 161 Kaukinen et al., 1993
HEL1 CAACAGCTATTTAACAAGGAAGGCTACAGTCCATGGGATT 110-102 Kaukinen et al., 1993
BM1824 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC CATTCTCCAACTGCTTCCTTG 178-190 Bishop et al., 1994

ILSTS005GGAAGCAATGAAATCTATAGCCTGTTCTGTGAGTTTGTAAGC 181-187 Brezinsky et al., 1993

ETH152 TACTCGTAGGGCAGGCTGCCTG GAGACCTCAGGGTTGGTGATCAG 198-204 Fries et al., 1993

BM-143 ACCTGGGAAGCCTCCATATC CTGCAGGCAGATTCTTTATCG 90-120 Bishop et al., 1994
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duos, y la otra de la zona de Sierra diendo del microsatélite) y 10 ciclos de
Morena en Cérdoba, de la que se ana-60 seg a 93°C y 60 seg a 57°C (para
lizan 13 individuos. todos igual) y, finalmente, un ciclo de
Se obtienen muestras de sangre yextension de 10 min a 72°C.

pelo de cada animal de las que se Los productos de amplificacion se
extrae y purifica DNA. En el caso de someten a electroforesis en gel de
las muestras de sangre el protocolo depoliacrilamida desnaturalizante al 6
extracciéon de DNA consiste en lava- p.100 en un secuenciador automatico
dos sucesivos para lisar las células y (ABI 373A). La caracterizacion pos-
eliminar la hemoglobina, seguida por terior de los tamafios se realiz6 utili-
una digestion de la proteinas con Pro- zando un marcador de tamafios y un
teinasa K y purificacion con fenol y anéalisis de regresion que se realizan
cloroformo. En las muestras de pelo, con los sistemas informéticos del
cuando es necesario realizar la extrac- secuenciador.

cién de DNA, se realiza una digestion Para el calculo de las frecuencias
con Proteinasa K seguida de una ab-alélicas se procedio al recuento directo
sorcion de iones del medio mediante el de los alelos y como medida de la

empleo de la resina Chelex-X06i- variabilidad se calculé también el gra-
guiendo un protocolo del Institute of do de heterocigosis pdocusmedian-
Zoology de Londres. te la formula propuesta por Nei y

Se amplifican un total de 15 micro- Roychoudhry (1974)y el contenido de
satélites mediante PCR (Polymerase informacion polimoérfica (PIC) en la
Chain Reaction) (Saildtal, 1985). EI  poblacién total para cada uno de los
panel de marcadores que se escoge senarcadores, segun laférmula propues-
encuentra dentro de los propuestos porta por Botsteiret al. (1980).
la Sociedad Internacional de Genética
Animal (ISAG) parala preparacion del
proyecto MoDAD de la FA({tabla RESULTADOS Y DISCUSION
).

La preparacion de la PCR se reali- Las frecuencias alélicas quedan
za en un volumen final de 10ml, en un recogidas en lablall, diferenciando
tampdn 50mM KCI, 10mM Tris-CIH las dos poblaciones, BN1y BN2, y la
pH 8,3, 0,1 p.100 Triton X-100, con poblacion total. Todos los marcadores
dNTPs 1,25mM cada uno, 2,5mM son polimdérficos variando el nimero
MgCl,, 2,5 pmoles de cada cebador, de alelos entre 2 para marcadores como
1,3 unidades de Taq DNA polimerasa ILSTS005, CSMM-14y INRAO63y 6
y 20 ng de DNA. En algunos casos se para BM-143 y ETH-10. En cuanto al
emplea la técnica de multiplex-PCR numero de alelos presentes entre las
gue consiste en amplificar juntos va- dos poblaciones consideradas indepen-
rios microsatélites. La reaccion se so- dientemente, es elevado, destacando
mete a ciclos de tiempo y temperatura: quizas que para el marcador ETH152
un ciclo de desnaturalizacién de 1 min la poblacion BN1 presenta 3 alelos
a 95°C, seguido de 25 ciclos de 60 segmas que la BN2 y 2 alelos més en el
a93°C,60segab0,55060°C (depen-caso de ETH225, BM-143 y HEL-5.
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Tabla Il. Frecuencias alélicas de 15 marcadores en dos poblaciones (BN1 y BN2) de
animales de raza Berrenda en Negwlelic frecuences in 15 markers for two populations (BN1
and BN2) of Berrenda en Negro Breed).

ILSTS005 ETH-152 BM-4621 HEL-1
BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total
Alelos Alelos Alelos Alelos
183 0,61 058 0,59 198 0,08 0,19 0,12 140 0,12 0,05 102 0,08 019 0,13
185 0,39 042 041 200 0,36 0,81 0,54 142 0,42 0,25 104 024 050 0,34
202 0,50 0,30 144 0,03 0,08 0,05 110 0,27 0,11
204 0,03 0,02 146 0,55 0,80 0,65 112 0,68 0,04 042
206 0,03 0,02
ETH225 BM-143 BM-1818 HEL-5
BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total
Alelos Alelos Alelos Alelos
141 082 031 0,61 105 047 065 0,55 259 044 0,17 152 0,03 0,02
143 0,03 0,02 107 0,05 0,03 261 0,06 0,03 154 0,18 0,19 0,18
151 0,05 0,69 0,31 113 0,04 0,02 265 0,38 0,19 0,3 156 0,05 0,03
153 0,10 0,06 115 021 0,31 0,25 267 062 031 05 166 0,03 015 0,08
117 0,05 0,03 168 0,71 0,65 0,69
119 0,21 0,12
INRA063 ETH-10 INRAOS CSSM14
BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total
Alelos Alelos Alelos Alelos
179 0,45 0,25 0,35 218 0,25 0,14 121 0,28 0,35 0,32 140 0,23 05 0,35
181 055 0,75 0,65 220 0,33 01 023 123 0,11 045 0,29 146 0,76 05 0,65
222 0,1 0,04 125 0,61 0,20 0,39
224 0,33 05 041
226 0,08 0,04
228 0,3 0,14
IBM-1824 SPS-115 HEL-13
BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total BN1 BN2 Total
Alelos Alelos Alelos
180 0,61 0,50 0,42 249 0,86 0,81 0,84 140 0,12 0,05
182 0,39 0,26 0,23 251 0,14 0,06 0,03 142 0,42 0,25
184 0,13 0,04 261 0,13 0,13 144 0,03 0,08 0,05
190 0,11 0,31 146 0,55 0,80 0,65

Por el contrario la poblacion BN2 tiene turiana de los Valles, siendo el poli-

mas alelos en HEL1, BM-1818, BM- morfismo que estiman para el marca-

1824y SPS-115. Algunos microsatéli- dor ETH-225 mayor en esta ultima

tes, HEL-13, INRAO063, ILSTS005, poblacion.

BM-4621, INRAO5 y CSSM14, tienen En latabla Il figuran los valores

el mismo nimero de alelos. de la heterocigosidad pdocus que
Rodellaret al. (1996) detectan el varianentre 0,27 en SPS-115y 0,74 en

mismo numero de alelos en el marca- ETH-10. Estos datos concuerdan con

dor INRAO5 en razas bovinas espafio- los obtenidos por Machugtt al.(1994)

las del Norte como la Pirenaica y As- que estudian la variabilidad genética
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Tabla Il . Heterocigosidad pdocugH) y Contenido de Informacion Polimérfica (PIC) de
15 marcadores en la raza Berrenda en Neg#eterocigosity (H) and Polymorphic Informative
Content (PIC) in 15 markers of Berrenda en Negro breed).

ILSTS005 ETH-225  ETH-152 BM-143 BM-4621 BM-1824 HEL-1 HEL-5

H 0,37 0,53 0,60 0,62 0,50 0,67 0,68 0,6
PIC 0,48 0,45 0,53 0,57 0,44 0,62 0,62 0,53

INRAOS INRAOG63  SPS-115 ETH-10 BM-1818 CSSM-14 HEL-13

H 0,66 0,46 0,27 0,74 0,63 0,46 0,52
PIC 0,59 0,35 0,25 0,70 0,56 0,35 0,41

entre varias poblaciones bovinas me- (1994), con 5 y 12 microsatélites de-
diante algunos marcadores microsaté- tectan significativas diferencias entre
lites, hallando valores de heterocigosi- poblaciones ovinasy bovinas respecti-
dad comprendidos entre 0,8 para el vamente. Ello no significa que no haya
marcador ETH-225 en la raza Frisian que considerar cual es el nimero apro-
(n=40)y 0,55 parael marcador ETH152 piado de marcadores para este tipo de
en la raza Simmental (n=36). estudios como Moazami-Goudai

La heterocigosidad media en el to- al. (1997) se cuestionan.
tal de la muestra resulté ser de 0,6 lo  Alavista de estos resultados, y ala
cual estd dentro de los valores que espera de una mayor abundancia de
Moazami-Goudarzet al. (1997) dan  los mismos, ya se puede afirmar que el
de un total de 17 marcadores micro- polimorfismo presentado en las dos
satélites en 10 razas bovinas europeaspoblaciones y el conjunto de las mis-

Los valores del PIC obtenido estdn mas es alto y que esta en consonancia
dentro de los descritos por Arranz con el detectado para otras razas bovi-
(1994) y Rodellaret al. (1996) en nas espafiolas. Hay, por lo tanto, una
poblaciones bovinas espafolas, siendofundada esperanza en que se pueda
ETH-225 altamente informativo al recuperar la raza Berrenda en Negro
igual que en la Raza Rubia Gallega. con un nivel de variabilidad aceptable

Sin duda, este tipo de marcadores siempre y cuando se desarrollen unos
proporciona una gran informacion en programas de conservacion acordes a
estudios de genética de poblaciones,laidiosincrasia particular de estos ani-
como propone la FAO (1996). Bucha- males y los sistemas de explotacién

nan et al. (1994) y Machughet al. gque actualmente tienen.
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