Caracterizacion molecular del pato criollo colombiano en cuatro departamentos
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RESUMEN

Se evaluaron 53 individuos de patos Muscovy de los departamentos de Caldas, Risaralda, Antioquia y Valle del Cauca con tres cebadores RAMs.
Se generaron 71 loci polimoérficos (61.2%) con 0.19 de heterocigosidad. El cebador con mayor heterocigosidad fue CGA (0.23) y CA el de mayor loci
polimérfico (76.1%). La técnica RAMs permiti6 diferenciar los géneros Anas y Cairina a un indice de similitud de 0.83. Con un indice de similitud
del 0.894, los patos Muscovy formaron cinco grupos. El mejor cebador para diferenciar especies fue CCA (Fst= 0.274). La diferenciacién genética
en la muestra poblacional fue moderada (Fst= 0.2045).

Palabras claves: Cairina moschata; Pato Muscovy; RAMs.

ABSTRACT

53 individuals of Muscovy ducks from Caldas, Risaralda, Antioquia and Valle del Cauca departments with three primers RAMs were evaluated.
71 polymorphic loci (61,2%) were generated with 0.19 of heterocigozity. The primer with the highest heterocigozity was CGA (0.23) and CA had
the highest polymorphic loci (76.1%). The RAMs technique allowed to discriminate Anas and Cairina genus with an index of similarity of 0.83.
At a 0.894 of similarity index, the Muscovy ducks formed 5 groups. The best primer to discriminate species was CCA (Fst= 0.274). The genetic

differentiation was moderate (Fst= 0.2045).
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INTRODUCCION

El pato Muscovy (Cairina moschata) es una ané-
tida nativa del neotrépico que vive en estado silvestre
en América Central y Suramérica; aproximadamente
el 90% de la poblacion de patos se localiza en Asia y
el Pacifico; en China se encuentra el 60% (Johnsgard,
1980).

El pato Pekin (Anas platylirrhynchos) es el utiliza-
do para produccién de carne pero en Francia entre 80-
90% es reemplazado por pato Muscovy y Mula (macho
Muscovy por hembra Pekin) por mayor productividad y
exigencias del mercado (Lépez y Ospina, 2000).

La mayoria de las investigaciones en el pais sobre
patos se han realizado en linajes modernos, seleccio-
nados comercialmente e importados, que han perdido
habilidades naturales como la capacidad de reproducirse
en condiciones naturales (cloquera) (Segura y Montes,
2001). Los nticleos de patos comunes se encuentran dis-
persos en todo el pais, no se han caracterizado genética-
mente y es posible que en alto porcentaje se encuentren
cruzados o absorbidos por los linajes comerciales.

Los marcadores moleculares se han utilizado para

la identificacién genealdgica, para la caracterizacion
de distancias genéticas entre razas y para ayudar a
comprender caracteristicas de produccién como de
adaptacion (Delgado et al., 2001). En el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira se han desarrollado investiga-
ciones utilizando la técnica RAMs con diversas especies
animales, entre ellas bovinos criollos, como ganado
Harton del Valle (Piedrahita, 2003), cerdos criollos
(Oslinger et al., 2006) y otras especies animales (Al-
varez et al., 2005).

El objetivo principal del presente trabajo fue eva-
luar la diversidad genética utilizando marcadores mole-
culares RAMs y con técnicas multivariadas establecer
la relacion entre grupo genético y origen geografico del
pato criollo Cairina moschata L.

MATERIALES Y METODOS

Los patos obtenidos para el estudio provinieron de
granjas de cuatro departamentos: Antioquia (4 indivi-
duos), Caldas (10 individuos), Risaralda (9 individuos)
y Valle (30 individuos), los cuales se encuentran en
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la Granja Mario Gonzdlez Aranda de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Palmira (1.001 msnm,
23°C).

Las muestras de ADN se extrajeron de 0.2 ml de
sangre mediante puncién en la vena humeral, utilizando
el protocolo de extraccion de “Salting Out” (Oslinger
et al., 2006). La concentracién de ADN se determind
por comparacién con ADN del bacteriéfago lambda, a
concentraciones conocidas y visualizdndose a través de
un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio
en una cimara Maxicell Primo EC-340 Electroforesis
Gel System. Las muestras de ADN se diluyeron a un vo-
lumen total de 100 ul a 10 ng.ul”. Las muestras de ADN
se evaluaron con tres cebadores RAMs (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores RAMs evaluados.

Cebadores Secuencia
CA DBD A (CA);
CCA DDB (CCA)s
CGA DHB (CGA)s

Las siguientes designaciones se usan para los sitios degenerados: H (A, T
0C);B(G,ToC);V(G,AoC);yD(G,Ao0T).

Para estandarizar las condiciones de PCR se
evaluaron 10 individuos y se realizaron en un volumen
total de 25 ul que contenian tamp6n de PCR 1X, 0.2mM
de cada DNTP, 44M de cebador, una unidad de Taq
polimerasa, 20 ng de ADN y 2,5uM de MgCl,. La
amplificacién se llevé a cabo en un termociclador PTC
100 Programmable Termal Controller (MJ. Research,
Inc). El perfil comprendi6 la desnaturalizacién inicial
por 5 minutos a 95°C, seguido de 37 ciclos de 95 °C
por 30 segundos, 55-58 °C por 30 segundos, 72°C por
2 minutos. Se realizé una extension final a 72°C por
7 minutos. La temperatura de hibridacién para los
cebadores CT y CGA fue 58°C y para el cebador CCA
fue 55°C.

Los productos amplificados por PCR se sepa-
raron mediante electroforesis utilizando una cdmara
de secuenciacion (BIORAD Sequi-Gen Sequencing
Cell) y geles de poliacrilamida al 4% (29:1 acrilamida
— bisacrilamida), en condiciones desnaturantes (urea
5M). Cada muestra (25ul) se mezclé con 8 ul de buffer
desnaturante (95% Formamida, 0.025% Azul de Bro-
mofenol, 0.025% Xylene cyanol), se sometieron a 95°C
durante 5 minutos y puestas en hielo inmediatamente.
Se cargaron 5 ul de la mezcla y se corri6 el gel a 120
Watts durante una hora. La tincion se realiz6 usando
sales de plata.
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La lectura de los geles se realizé con base en el
criterio de Berg y Hamrick (1997), quienes consideran
como locus polimérfico aquel en el cual el alelo més
comtn tiene una frecuencia menor del 95%. Se cred una
matriz de variables binarias de ceros y unos (ausencia
o presencia). La similitud genética entre los individuos
se calculé utilizando el coeficiente de similitud de Nei
—Li (Leung Nelson y Leach, 1993), también conocido
como DICE (1945) (Sneath y Sokal, 1973). Se realizd
un andlisis de correspondencia miltiple y un dendro-
grama de haplotipos empleando el programa NTSYS
(Numerical Taxonomy System for personal Computer,
version 2.02 PC). Para evaluar la diversidad genética
se estimd el nimero de alelos polimérficos por locus,
heterocigosidad y diferenciacién poblacional (estadis-
tico Fst) utilizando el programa TFPGA® (Tools for
population genetic analysis versién 1.3, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se hizo necesario realizar una dilucién inicial de
1:20 ADN - agua (V/V) antes de cuantificar el ADN.
Este se encuentra en el Laboratorio de Biologia Mo-
lecular de la Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira y hace parte del primer banco de ADN de patos
criollos colombianos. Entre seis cebadores RAMs (CA,
CCA, CGA, GT, TG y CT) se eligieron los que presen-
taron mayor nimero de bandas polimérficas (CA, CCA,
CGA). En conjunto generaron 116 patrones de bandas,
distinguibles en un rango entre 80 y 1.200 pares de
bases. El cebador con mayor nimero de bandas poli-
morficas fue CCA (Figura 1) y el menor CA (Tabla 2).
Tabla 2. Namero de loci polimérficos y bandas raras de

53 individuos de patos Muscovy para cada primer RAMs
evaluado.

Cebador No. de loci N(?' d}e loci Loci con
polimérficos alelos raros
CA 21 16 0
CCA 60 30 5
CGA 35 25 3
Total 116 71 5

Se obtuvieron 5 loci con alelos raros (IPGRI — Cornell
University, 2004) con los cebadores CCA y CGA. La
cantidad de bandas obtenidas utilizando tres cebadores
RAMs visualizadas en geles de secuenciaciéon pueden
ser equivalentes a utilizar la técnica AFLP, que es cos-
tosa y requiere mds tiempo para la implementacion.

Las bandas presentes en el pato Muscovy y au-
sentes en Pekin y Chileno hicieron posible diferenciar
especies. La técnica RAMS permiti6 identificar indi-
viduos con alelos poco frecuentes (alelos raros) que
se sugiere conservar para mantener la diversidad en la
poblacion.
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Figura 1. Patrén de bandas obtenido con el primer CCA en patos Pekin (lineas 1-3), Chilenos (4 y 5), Muscovy (6-19)
y Gallina (20, Control). Notese la presencia de bandas especificas para el género Anas (izquierda) y para el género

Cairina (derecha).

Se obtuvo una heterocigosidad de 0.19 para todos
los cebadores y valores que oscilaron entre 0.16 y 0.23.
La mayor heterocigosidad (He) fue para el cebador
CGA (0.23), seguido por CA (0.18) y por dltimo CCA
(0.16). El porcentaje de loci polimérfico es uno de los
indicadores del potencial de un marcador para evaluar
diversidad. Al igual que para los valores de He, el
cebador que obtuvo el mayor valor de loci polimérfico
fue el CA (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de loci polimoérfico y He de 53 individuos
de patos Muscovy para cada cebador RAMs evaluado

Polimorfismo

Cebador N.deloci He estimada (%)
CA 21 0.18 76.1
CCA 60 0.16 50.0
CGA 35 0.23 71.4
todos los 116 0.19 612

Aunque el cebador CA present6 el menor nimero
de bandas fue el mas polimérfico. El cebador de me-
nor polimorfismo (CCA) presentd el mayor nimero de
bandas. En animales genéticamente muy alejados se

obtuvieron, con estos cebadores, valores de heterocigo-
sidad diferentes; en bovinos criollos (Piedrahita, 2003)
y en cerdos criollos (Oslinger et al., 2003) encontraron
valores de heterocigosidad mds altos para el cebador
CCA (0.30 y 0.22 respectivamente), mientras que para
el cebador CGA el valor de heterocigosidad fue menor
(0.22 y 0.19 respectivamente).

En trabajos anteriores (Stai y Hughes, 2003)
hallaron valores de He de 0.884 para individuos pro-
venientes de Paraguay, Brasil y Estados Unidos. La He
encontrada en este estudio (0.19) se puede explicar por
el bajo nimero de individuos muestreados procedentes
de zonas geograficas no muy alejadas.

El dendrograma (Figura 2) permitié diferenciar
entre géneros. A 83% de similitud se diferenciaron
dos grupos; el primero, formado por los patos Pekin
y Chilenos (utilizados para el andlisis como punto de
referencia), especies del género Anas, y el segundo
grupo conformado por los patos Muscovy del género
Cairina. Los patos Muscovy formaron cinco grupos
a un indice de similitud de 0.894. Un grupo formado
por individuos de todas las procedencias (Antioquia,
Caldas, Risaralda y Valle) y los otros conformados
por individuos del Valle del Cauca. Lo anterior indica
posible flujo de genes, posibilitado por el transporte de
individuos de un departamento a otro.
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PK= Pato Pekin

Chi = Pato Chileno

An = Antioquia, Pato Muscovy
Ca = Caldas, Pato Muscovy
Ri = Risaralda, Pato Muscovy,
Va = Valle, Pato Muscovy
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Figura 2. Arbol de distancia Nei (1972) (Leung Nelson y Leach, 1993) para cuatro poblaciones de pato criollo Cairina moschata.

El mayor valor de Fst se consigui6 con el cebador
CCA (0.274) (Tabla 4), lo cual indica que este fue el
mejor cebador para diferenciar entre especies. Para los
tres cebadores el Fst fue de 0.2045, con una desviacion
estandar de 0.0249, que indica una moderada diferen-
ciacion genética (Wright, 1978). Stai y Hughes (2003)
hallaron un valor de Fst = 0.24.

El andlisis de correspondencia mdltiple (Figura
3) separ6 la poblacidn en tres grupos correspondientes
a patos Pekin, Chileno y Muscovy y confirmé la nula
relacion entre grupo genético y origen geografico en el
pato Muscovy.
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Tabla 4. Diferenciacion poblacional, estadistico Fst para
53 individuos de patos Muscovy con cada cebador RAMs

Pkl
Pk2
Pk3
Chi
Chi

evaluado.
Cebador Fst S.D
CA 0.079 0.01
CCA 0.274 0.04
CGA 0.171 0.02
Todos los cebadores 0.2045 0.02
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Figura 3. Grafico bidimensional derivado del analisis de correspondencia miltiple (ACM) para las cuatro poblaciones de pato

criollo Cairina moschata evaluadas.
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