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Resumen

Los marcadores moleculares han mostrado su gran utilidad en la caracterizacion de los animales domésticos,
por ello, el objetivo de este trabajo fue caracterizar genéticamente al cerdo criollo de Ecuador mediante el uso
de microsatélites. Se recolectaron muestras de pelo de 15 animales. Se utilizé6 un panel de 25 microsatélites, la
amplificacion de los mismos se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa y los fragmentos amplifi-
cados, separados por electroforesis en geles de poliacrilamida. Se calcularon el nimero medio de alelos por locus
(MNA), las frecuencias alélicas, las heterocigosidades esperada (He) y observada (Ho), el contenido de informacién
polimorfica (PIC), asi como el equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) y el F  por marcador. El numero medio de alelos
encontrado por locus ha sido de 6.2 y el porcentaje de individuos heterocigotos se comporté por encima de del
60%. De la totalidad de los loci estudiados el 68 % mostré un PIC elevado. Estos resultados muestran que el cerdo
Criollo ecuatoriano posee una elevada diversidad genética, informacién esencial para optimizar las estrategias
nacionales de conservacion y mejora de este genotipo en el Ecuador.

Palabras clave: Diversidad genética, frecuencias alélicas, heterocigosidad esperada, heterocigosidad observada,
contenido de informacion polimérfica.

Abstract

The molecular markers have shown their great utility in the characterization of the domestic animals, hence,
the objective of this work was to characterize, genetically, the Creole pig of Ecuador by means of microsatellites.
Samples of hair of 15 animals were gathered. A panel of 25 microsatellites, the amplification of the same was
carried out by means of the reaction in chain of the polymerase and the amplified fragments, separated by elec-
trophoresis in gels of polyacrylamide. In addition, were calculated the half number of alleles by locus (MNA), the
allelic frequencies, the expected (He) and the observed (Ho) heterozygosity , the content of polymorphic informa-
tion (PIC), as well as the balance Hardy-Weinberg (EHW) and the F , for marker. The half number of alleles found
by locus has been of 6.2 and the percentage of individual heterozygote behaved above of 60%. Of the entirety of
the studied loci the 68% showed a high PIC. These results show that the Ecuadorian Creole pig possesses a high
genetic diversity, essential information to optimize the national strategies of conservation and it improvement of
this genotype in Ecuador.

Keywords: Genetic diversity, allelic frequencies, expected heterozygosity, observed heterozygosity, content of
polymorphic information.
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Introduccion

Los cerdos criollos han desarrollado un papel
socioecon6mico muy importante, principalmente
en el medio rural. El conocimiento cientifico con
respecto a estos animales es bajo; sin embargo,
se deben hacer esfuerzos que permitan conservar
este valioso recurso genético. Las caracteristicas
de rusticidad y probable resistencia a enfermeda-
des, su diversidad en la alimentacién y su poca
exigencia en el manejo lo hacen una alternativa
en los sistemas de produccion sustentable. El
manejo efectivo de los recursos genéticos ani-
males requiere conocimiento comprensivo de las
caracteristicas de raza, incluso los datos en el
tamano de la poblacién y estructura, distribu-
cién geografica, el ambiente de la produccién, y
la diversidad genética dentro y entre razas (FAO,
2012).

Entre todos los tipos de marcadores molecu-
lares, los microsatélite son los mas usados para
estudios de la diversidad genética y estructura
de la poblacion de ganado (Jordana et al., 2003;
Yang et al., 2003; Martinez et al., 2006; Peter et
al., 2007).

Por tal razon la utilizacion de marcadores
microsatélites constituye la herramienta funda-
mental de este trabajo, con el objetivo de conocer
la diversidad genética de las poblaciones del cerdo
criollo de Ecuador, debido a que es una especie
poco conocida, analizada y valorada, ademas de
desplazada en el territorio nacional ecuatoriano.

Materiales y métodos

Muestreo y extraccion de ADN

La investigacion se realizo en las provincias Los
Rios, Cotopaxi y Pichincha, Ecuador. Se recolec-
taron muestras de pelo de 15 animales de cerdo
Criollo de Ecuadory se sometieron a los analisis
respectivos.

Al igual que en otros estudios de diversidad
genética de razas criollas latinoamericanas (Os-
linger et al., 2006), se trabajé con un tamano de
muestra que pudiera considerarse pequeno debi-
do a dificultades en la obtencion de las muestras
por el reducido nimero de animales, reflejo del
estado de peligro de extincion en que se encuen-
tra la raza y la localizacién de las poblaciones en
zonas de dificil acceso en la costa y en la sierra
Ecuatoriana.

Las muestras de pelo fueron recogidas en so-
bres de papel identificados con los datos de cada
animal y mantenidas a temperatura ambiente
hasta su envio al laboratorio.
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Los trabajos de laboratorio se realizaron en el
Laboratorio de Genética Molecular Aplicada de la
empresa Animal Breeding Consulting S.L. (ABC)
de la Universidad de Coérdoba, Espana.

El ADN se extrajo de muestras de pelo con-
forme a los lineamientos del siguiente método:

Material Empleado (TE: Tris-HC1 10 mM, EDTA
1 mM pH=8; Tampédn K: 0,372 g de KCI, 0,051g
de MgCl2, 1 ml de Tris-HC1 1 M (pH=8,5), 0,5 ml
de Tween 20 y 98 ml de H20); Se anadieron 100
ug/ml de Proteinasa K justo en el momento en
que se va a utilizar; Muestra de pelo con raiz.

Método (Se lavaron de 3 a 5 pelos con raiz de
cada animal con agua bidestilada y después con
etanol 100%; hasta secarse; se cortaron las rai-
ces de los pelos con unas tijeras esterilizadas
con alcohol e introducirlos en microtubos;
posteriormente se anadieron 100 ul de tampoén K;
se incubo6 a 56 °C durante 45 minutos; se elevo
la temperatura a 95 °C y se incub6 nuevamente
durante 10 minutos y finalmente se conservo el
ADN extraido a —20 °C hasta su uso).

Microsatélites caracterizados

Se analizaron mediante PCR 25 microsatélites
(Tabla 1), 19 de ellos recomendados por el comi-
té de expertos de la FAO/ISAG (Food and Agri-
culture Organization of the United Nations/In-
ternational Society of Animal Genetics) para es-
tudios de diversidad genética en la especie por-
cina (FAO, 2012) y otros con probada utilidad
en estudios de diversidad genética al estudiar
poblaciones de cerdos de Cuba, Espafia y la In-
dia (Martinez et al., 2006 y Kumar et al., 2013).
Los fragmentos obtenidos mediante la PCR
fueron sometido a una electroforesis en gel de
poliacrilamida en un secuenciador automatico
ABI Prism 377XL (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). El analisis de los fragmentos y
el genotipado se realizé mediante los programas
informaticos Genescan Analysis® 3.1.2 y Geno-
typer® 2.5, respectivamente.

Analisis de la diversidad genética
intraracial

El calculo del numero medio de alelos por locus
(MNA), las frecuencias alélicas, las heterocigo-
sis esperada (He) y observada (Ho) y el con-
tenido de informacién polimérfica (PIC) con el
software microsatellite toolkit ®.

Los valores de F (coeficiente de consangui-
nidad) con un intervalo de confianza del 95% se

calcularon con el programa informatico GENETIX
v. 4.05 (Belkhir et al., 2004).
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Tabla 1. Microsatélites recomendados por la FAO para estudios de biodiversidad en ganado porcino. Cro.: Cromosoma, Fluor.: Fluorocromo.

Micro. Cro. Fluor. Cebadores (37-57): Directo Reverso

CGA p HEX GAACTTTCACATCCCTAAGGTCGT ATAGACATTATGTCCGTTGCTGAT

IGF1 5 6FAM GCTTGGATGGACCATGTTG CATATTTTTCTGCATAACTTGAACCT
S0002 3q HEX GAAGCCCAAAGAGACAACTGC GTTCTTTACCCACTGAGCCA
S0005 5 TET TCCTTCCCTCCTGGTAACTA GCACTTCCTGATTCTGGGTA
S0026 16 HEX AACCTTCCCTTCCCAATCAC CACAGACTGCTTTTTACTCC
S0068 13 TET CCTTCAACCTTTGAGCAAGAAC AGTGGTCTCTCTCCCTCTTGCT
S0090 12 6FAM CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA GCTATCAAGTATTGTACCATTAGG
S0101 7 HEX GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG GTCTCCCTCACACTTACCGCAG
S0155 1q 6FAM TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT
S0178 8 TET TAGCCTGGGAACCTCCACACGCTG GGCACCAGGAATCTGCAATCCAGT
S0215 13 HEX TAGGCTCAGACCCTGCTGCAT TGGGAGGCTGAAGGATTGGGT
S0218 X TET GTGTAGGCTGGCGGTTGT CCCTGAAACCTAAAGCAAAG
S0225 8 HEX GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA
50226 2q 6FAM GCACTTTTAACTTTCATGATACTCC GGTTAAACTTTTNCCCCAATACA
S0227 4 HEX GATCCATTTATAATTTTAGCACAAAGT GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC
50228 6 TET GGCATAGGCTGGCAGCAACA AGCCCACCTCATCTTATCTACACT
S0355 15 6FAM TCTGGCTCCTACACTCCTTCTTGATG TTGGGTGGGTGCTGAAAAATAGGA
S0386 1" TET TCCTGGGTCTTATTTTCTA TTTTTATCTCCAACAGTAT
SW122 6 HEX TTGTCTTTTTATTTTGCTTTTGG CAAAAAAGGCAAAAGATTGACA
SW24 17 TET CTTTGGGTGGAGTGTGTGC ATCCAAATGCTGCAAGCG
SW240 2p 6FAM AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA
SW632 7 TET TGGGTTGAAAGATTTCCCAA GGAGTCAGTACTTTGGCTTGA
SW72 3p TET ATCAGAACAGTGCGCCGT TTTGAAAATGGGGTGTTTCC
SW857 14 HEX TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC GATCCTCCTCCAAATCCCAT
SW911 9 6FAM CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC
SW936 15 6FAM TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC GTGCAAGTACACATGCAGGG
SW951 10 6FAM TTTCACAACTCTGGCACCAG GATCGTGCCCAAATGGAC

Para determinar el equilibrio Hardy-Weinberg
(EHW) por marcador se desarollé un test exacto
de Fisher, usando el método en cadena de Monte
Carlo-Markov (Guo y Thompson, 1992), los cal-
culos se realizaron mediante el software Genepop
version 3.4°.

Resultados y discusion

Las frecuencias alélicas, expresadas en porcen-
tajes de los 25 microsatélites en la poblacion
de cerdos criollos de Ecuador se muestra en la
Tabla 2, resultando polimoérficos todos los mar-
cadores estudiados, con valores por locus que
oscilan entre un minimo de 2 alelos (SW951) y
14 (S00095). Se observa en general una moderada
diversidad alélica.

La Tabla 3, recoge los valores de heterocigosi-
dad esperada y Heterocigosidad observada Con-
tenido de Informacion Polimoérfica y los valores de
probabilidad obtenidos en la prueba de equilibrio
Hardy-Weinberg (P-value), por marcador analiza-
do. Los valores de heterocigosidad esperada (He)
por marcador analizado, varian entre un minimo
de 0.131 para el marcador S0226 y un maximo
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de 0,917 para (CGA y SW911). Por su parte la
heterocigosidad observada (Ho) se comporté con
valores entre 0,133 para el marcador S0226 y
0,867 para el SO068. Los marcadores S0178,
CGA, SW911, S0227, S0355, S0386, SW240 y
S0068 muestran mayor polimorfismo, con valores
de heterocigosidad observada superiores al 70%.

Por los valores Contenido de Informacién Po-
limoérfica obtenidos, todos los microsatélites son
medianamente o muy informativos exceptuando
cuatro microsatélites (S0215, S0225, S0226 y
S0857) que son poco informativos en esta po-
blacion.

Uno de los primeros pasos en el estudio de la
estructura de una poblaciéon es la deteccion de
desviaciones de las proporciones de Hardy-Wein-
berg, reveladoras de la ocurrencia de procesos de
seleccion, migracion, apareamientos no aleato-
rios, etc. Los valores de probabilidad obtenidos
en la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg para
todas las combinaciones locus/poblacion, revelan
que para 6 marcadores (S0005, S0101, SO178,
S0226, SW24 y SW632) el P-value es inferior a
0.05, indicando que estos microsatélites se en-
cuentran desequilibrados en esta poblacion.
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Tabla 2. Frecuencias alélicas de 25 microsatélites en el cerdo Criollo de Ecuador de la provincia de Pastaza.

Locus/alelo Frec Locus/alelo Frec Locus/alelo Frec Locus/alelo Frec
CGA S0101 S0215 SW240
1 3.57 1 13.33 1 70.00 1 10.00
2 7.4 2 60.00 2 10.00 2 10.00
3 10.71 3 13.33 3 20.00 3 26.67
4 7.4 4 13.33 SW936 4 3.33
5 10.71 SW9I11 1 6.67 5 30.00
6 3.57 1 13.33 2 10.00
7 10.71 2 66.67 3 33.33 S0155
8 17.86 3 16.67 4 10.00 1 6.67
9 10.71 4 3.33 5 30.00 2 16.67
10 7.14 SW632 6 6.67 3 26.67
11 7.4 1 6.67 7 3.33 4 30.00
12 3.57 2 3.33 50225 5 20.00
S0355 3 26.67 1 3.33
1 93.33 4 30.00 2 20.00 50026
2 3.33 5 20.00 3 16.67 1 66.67
3 3.33 6 3.33 4 3.33 2 16.67
7 10.00 5 53.33 3 16.67
S0068 6 3.33
1 23.33 50227 50226 IGF1
2 20.00 1 90.00 1 39.29 1 6.67
3 3.33 2 3.33 2 14.29 2 13.33
4 26.67 3 3.33 3 3.57 3 13.33
5 3.33 4 3.33 4 14.29 4 30.00
6 10.00 5 7.14 5 13.33
7 3.33 S0090 6 3.57 6 6.67
8 10.00 1 3.33 7 7.14 7 6.67
2 23.33 8 10.71 8 6.67
Sw24 3 23.33 S0178 9 333
1 3.33 4 40.00 1 13.33
2 3.33 5 10.00 2 6.67 S0005
3 3.33 3 10.00 1 6.67
4 6.67 SW951 4 6.67 2 10.00
5 6.67 1 89.29 5 16.67 3 3.33
6 50.00 2 10.71 6 16.67 4 3.33
7 10.00 7 30.00 5 3.33
8 6.67 Sw228 SW72 6 20.00
9 10.00 1 16.67 1 33.33 7 3.33
2 3.33 2 50.00 8 3.33
S0002 3 80.00 3 13.33 9 6.67
1 3.33 4 3.33 10 3.33
2 10.00 50386 SW857 11 16.67
3 43.33 1 3.57 1 3.33 12 13.33
4 6.67 2 7.4 2 36.67 13 3.33
5 3.33 3 21.43 3 16.67 14 333
6 3.33 4 10.71 4 16.67
7 6.67 5 50.00 5 20.00
8 23.33 6 7.4 6 6.67

En la Tabla 4, se recogen los valores del nu-
mero medio de alelos y la heterocigosidad media
esperada (He) y heterocigosidad media por re-
cuento directo (Ho) en esta poblacion. El numero
medio de alelos fue de (6.2) y el porcentaje de
individuos heterocigotos oscil6 entre 60.1% para
la heterocigosidad media observada y 65.8% para
la heterocigosidad media esperada.

Elvalor de F { (0,089) no es significativo, lo que
es indicativo de que la poblaciéon no muestra una
desviacion significativa del HWE.

Este estudio definio la estructura genética del
cerdo criollo ecuatoriano analizando 25 marca-
dores microsatélite. El conocimiento de la varia-
bilidad genética servira para la implementacion
de programas de conservacion y posterior mejora
de la raza.

La posibilidad de utilizar un importante na-
mero de microsatélites recomendados por la FAO
para este tipo de estudios (FAO, 2012), permite
plantear que los resultados encontrados en las
poblaciones aqui estudiadas son fiables y consis-
tentes para el cerdo Criollo de Ecuador.
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Tabla 3. Microsatélites analizados, nimero de alelos detectados, Heteroci-
gosidades esperada insesgada (He)y observada (Ho), Contenido de Infor-
macién Polimérfica (PIC) y valores de probabilidad obtenidos en la prueba
de equilibrio Hardy-Weinberg (P-value).

- . N )
Mlcil’itzzate AI':Ios He Ho PIC Fs VaF:ue
CGA 12 0,917 0,733 0,877 0,161 0,069
IGF1 9 0,517 0,533 0,449 0 0,503
S0002 8 0,839 0,667 0,785 0,128 0,118
S0005 14 0,745 0,6 0,673 0,206*  0,000*
S0026 3 0,607 0,533 0,546 -0,032 0,384
S0068 8 0,793 0,867 0,728 0,211 0,449
S0090 5 0,846 0,533 0,795 0,2 0,563
S0101 4 0,476 0,467 0,41 0,125 0,022*
S0155 5 0,667 0,6 0,601 -0,096 0,991
S0178 7 0,81 0,714 0,757 0,378*  0,008*
S0215 3 0,193 0,2 0,181 0,02 0,767
S0225 6 0,343 0,267 0,294 0,103 0,192
S0226 8 0,131 0,133 0,123 0,122 0,041*
S0227 4 0,706 0,786 0,644 -0,037 1
S0228 3 0,738 0,6 0,694 0,228 0,461
S0355 3 0,805 0,8 0,743 -0,018 1
S0386 6 0,809 0,8 0,75 -0,117 0,416
SW24 9 0,641 0,667 0,551 0,192 0,017*
SW240 5 0,791 0,8 0,73 0,006 0,423
SW632 7 0,526 0,6 0,466 0,012 0,046*
SW72 4 0,795 0,6 0,736 -0,041 0,446
SW857 6 0,198 0,214 0,173 -0,012 0,643
SWO11 4 0,917 0,733 0,877 -0,145 0,381
SW936 7 0,517 0,533 0,449 0,252 0,066
SW951 2 0,839 0,667 0,785 -0,083 1
*p<0.05

Tabla 4. NUmero de animales analizados(N), nimero medio de alelos
(MNA), Heterocigosidad media esperada (He) y Heterocigosidad media ob-
servada (Ho) con sus correspondientes desviaciones estandar; F con un
intervalo de confianza del 95% calculado con 1000 permutaciones.

.. MNA He Ho
Poblacion N MNA D He sD Ho sD Fi
Cerdo 0.089
Criollode 15 6,12 291 066 0,046 0,601 0,025 (-0.033-
Ecuador 0.128)

El nimero medio de alelos por poblacion, y la
heterocigosidad observada y esperada, son los
parametros mas usados en la evaluacion de la
diversidad intrarracial (FAO, 2012).

Toro et al. (2008), propuso una alternativa
basada en la idea de que entre mas mayor sea
el nimero de alelos, mayor sera la diversidad
potencial de una raza.

Los cerdos criollos ecuatorianos exhibieron
niveles altos de diversidad genética, con un
numero medio de alelos (6,12), superior a los re-
portados por Kim et al. (2005) en cerdos nativos
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de Korea (3,44), igualmente supera a los valores
encontrados por Rodriganez et al. (2008) en las
razas ibéricas Guadyerbas (4,5) y Torbiscal (3,7),
Pardo et al. (2014) en el cerdo doméstico de Mo-
mil, Coérdoba, Colombia (5.2). Muy préximos a
los referidos por Meléndez et al. (2014) en una
poblacion de cerdos en Cereté, Colombia (6,7).

La heterocigosidad media observada (0,601)
en cerdos criollos ecuatorianos supera a los
descritos por Oslinger et al. (2006), en cerdos
criollos colombianos (0.201); Rodriganez et al.
(2008) en la razas porcinas autéctonas espanolas
Guadyerbas (0,439) y Torbiscal (0,579); Swart
et al. (2010), en cerdos de Namibia (0,531) y por
Pardo et al. (2014) y Meléndez et al. (2014) en po-
blaciones de cerdos en Momil y Cereté, Colombia
(0,522 y 0,547), respectivamente.

A su vez estan dentro del rango de diversidad
porcina informada en anteriores estudios por:
Yang et al. (2003), en razas de China; Martinez et
al. (2006), en el cerdo Criollo Cubano; en el cerdo
peléon mexicano; Wang et al. (2011), en razas de
China y Kumar etal (2013), en razas de la India.

Basados en los analisis de cerdos criollos mexi-
cano y brasilefios Sollero et al. (2009), sugieren
que valores altos de heterocigosidad pudieran ser
explicados por la baja presion de seleccion a que
han estado sometidas estas poblaciones locales
y la falta de programas de cruzamientos, lo que
también ocurre con el cerdo criollo ecuatoriano.

Los valores de las heterocigosidades y del PIC
para los 25 marcadores tienen comportamientos
bastante similares, coincidiendo con Vaiman et
al. (1994), quienes plantearon la existencia de
una relacion directa entre el PIC y la Heteroci-
gosidad, en el sentido de que cuando aumenta
uno también lo hace el otro y que al encontrarse
cercanos, indican a priori que se realiz6 un ade-
cuado muestreo y confirman la calidad de los
marcadores seleccionados para el estudio de la
diversidad genética de esta raza.

De los 25 microsatélites analizados, 17 pre-
sentaron un PIC superior a 0.5%, lo que permite
optimizar esta bateria para futuros estudios
dentro de los programas de conservaciéon de las
poblaciones de cerdos criollos de Ecuador. El
hecho de que la poblacién evaluada no mostrara
una desviacién significativa del HWE basados
en el valor que toma el F, es indicativo de una
adecuada proporcion de individuos heterocigotos
y de un bajo nivel de endogamia.

Contrario al resultado obtenido en este traba-
jo, autores como Kim et al. (2005), al estudiar la
estructura genética de razas porcinas de Korea
y China encontraron varios casos donde se re-
laciona la desviacion del equilibrio HW con los



valores positivos tomados por el F, indicativo de
un déficit de heterocigosis en esas poblaciones.

Conclusiones

La caracterizacion genética del cerdo Criollo
ecuatoriano revel6 que la raza posee una elevada
diversidad genética, medida a partir del prome-
dio de alelos y los valores de heterocigosidad
encontrados. Estos resultados constituyen una
importante contribucién para la implementacion
de programas nacionales de conservacion y me-
jora de este genotipo en el Ecuador.
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