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DIVERSIDAD GENETICA EN BOVINOS DE OCHO REGIONES
EN COSTA RICA'

Juan Miguel Cordero-Soldrzano?, Bernardo Vargas-Leiton’, Bernal Ledn-Rodriguez’, Idania Chacon-Gonzdlez?,
Marco Martinez-Pichardo’

RESUMEN

Diversidad genética en bovinos de ocho regiones en
Costa Rica. El objetivo del presente estudio fue explorar
el grado de diversidad genética inter-regional presente
en el ganado bovino de Costa Rica. Se colectaron 1498
muestras de ADN (afno 2013) procedentes de ocho diferentes
regiones del pafs. Se calcularon las frecuencias alélicas y
los principales pardmetros genéticos poblacionales para
dieciocho marcadores microsatélite. Se realizd ademds
un andlisis de varianza molecular y se calcularon las
distancias genéticas entre bovinos de diferentes regiones.
A nivel nacional se observé un alto grado de diversidad,
con un nimero promedio de 14,6+1,01 alelos observados
y 5,6+0,37 alelos efectivos por marcador. La heterocigosis
observada (Ho) fue 0,76+0,01 y la esperada (He) 0,81+0,01.
El contenido de informacién polimoérfica (CIP) fue de
0,79+0,06 y el indice de consanguinidad (F) fue de
0,06+0,004. A nivel de regiones, la Ho varié desde
0,73+0,02 en la region Central Sur hasta 0,78+0,01 en
la regiéon Huetar Norte. El dendrograma mostrd tres
agrupaciones claramente diferenciadas, con las regiones
Central Metropolitana y Central Occidental en un grupo;
Huetar Caribe, Central Sur, Pacifico Central y Chorotega
en un segundo grupo; y Huetar Norte y Brunca en un tercer
grupo intermedio. Los estimados de diferenciacion genética
R, fueron significativos entre regiones de distintos grupos
y no significativos entre regiones de un mismo grupo. Las
diferencias genéticas entre regiones se relacionaron con la
proliferacion diferenciada de tipos raciales en funcién de
su adaptabilidad a las condiciones agroecoldgicas y a los
sistemas de produccion imperantes en cada region.

Palabras claves: frecuencias alélicas, distancia
genética, marcador microsatélite.

ABSTRACT

Genetic diversity in cattle of eight regions in Costa
Rica. The aim of this study was to explore the extent of
inter-regional genetic diversity present in the cattle of
Costa Rica. 1498 DNA samples were collected (year 2013)
from eight different regions within the country. Allelic
frequencies and major population genetic parameters were
determined for eighteen microsatellite markers. An analysis
of molecular variance was also carried out and genetic
distances were calculated between cattle from different
regions. At the national level, a high allelic diversity was
found, with an average of 14.6+1.01 observed alleles
and 5.6+0.37 effective alleles per marker. Observed (Ho)
and expected (He) heterozygosities were 0.76£0.01 and
0.81+01, respectively. Polymorphic Information Content
(PIC) and Coefficient of Inbreeding (F) were 0.792£0.06
and 0.06+£0.004, respectively. At the regional level, Ho
ranged between 0.73+0.02 in the South Central region to
0.78+0.01 in the North Huetar region. The dendrogram
showed three clearly distinct groups, Metropolitan Central
and West Central regions in one group, Caribbean Huetar,
South Central, Central Pacific and Chorotega regions in a
second group; and North Huetar and Brunca regions in a
third intermediate group. Estimates of genetic differentiation
(RST) were significant between regions from different
groups and non-significant for regions within the same
group. Genetic differences between regions are related to
differential proliferation of breed groups based on their
adaptability to the agro-ecological conditions and production
systems prevailing in each region.

Keywords: allelic frequencies, genetic distance,
microsatellite marker.
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INTRODUCCION

Los primeros bovinos fueron traidos a Costa Rica
a finales del siglo XVI, siendo principalmente ganado
Bos taurus, originario de la peninsula ibérica (Quirds,
2006), el cual fue introducido progresivamente
en la regién centroamericana. Este ganado estaba
constituido por una mezcla de diversos tipos raciales
ibéricos que localmente recibieron la denominacién
de criollo.

En la época contempordanea, las primeras
importaciones de razas mejoradas fueron Devonshire
y Durham, a mediados del siglo XVIII, las cuales
procedian de Inglaterra (Quirés, 2006). El éxito
obtenido en estos primeros mestizajes llevd a
posteriores importaciones de otras razas. La primera
de Holstein y Jersey sucedi6 en el afio 1880 (Quirds,
2006). Las de Bos indicus se realizaron a principios
del Siglo XX, procedentes de Jamaica (Quirds, 2006).
De esta manera, durante las tltimas décadas del siglo
pasado se dio una sustitucién paulatina del ganado
criollo por razas Bos taurus o Bos indicus.

El tamafio de la poblacién bovina ha sido bastante
fluctuante; un censo realizado en 1891 indicaba un total
de 345 665 bovinos (Quirds, 2006). Posteriormente,
la poblacién bovina crecié hasta principios de la
década de los ochenta, donde alcanzé un maximo de
2,2 millones de cabezas. A finales del siglo pasado,
la poblacién se redujo hasta un total de 1 358 209
animales, con base en el ultimo censo ganadero, y
distribuidas en 38 365 establecimientos de ganado
bovino (CORFOGA, 2000), de los cuales un 60,6%
se dedicaban a la produccién de carne, 16,7% a la
lecheria especializada y 22,7% al doble propdsito.

En Costa Rica no se ha realizado hasta el momento
ningtin estudio sobre diversidad genética de ganado
bovino a nivel nacional. Incluso la informacién sobre
abundancia de diferentes tipos raciales es escasa,
imprecisa y desactualizada. Segun el ultimo censo,
Jersey es una de las razas mds abundantes junto con la
Holstein, Guernsey y Pardo Suizo (CORFOGA, 2000).
Entre las razas cérnicas, la Brahman es predominante,
seguida por la Simmental (CORFOGA, 2000). Sin
embargo, la gran mayoria del ganado vacuno en el paifs,
principalmente en sistemas de carne y doble propdsito,
es producto de muiltiples cruces indeterminados entre
diversas razas Bos taurus y/o Bos indicus.

Actualmente, con la disponibilidad de técnicas
eficientes de andlisis de ADN es posible medir con
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mayor precisién el grado de variabilidad genética
presente en una poblacién. La caracterizacidn genética
molecular se realiza fundamentalmente para explorar la
diversidad genética dentro y entre distintas poblaciones
animales, y para determinar relaciones genéticas entre
ellas (FAO, 2010). Muchas de estas técnicas han sido
utilizadas para el andlisis de estructura y diversidad
genética dentro y entre poblaciones bovinas (Lara
et al., 2005; Canodn et al., 2008; Pizarro et al., 2009;
Villalobos-Cortés et al., 2011; Acosta et al., 2013).

La toma de muestras para el andlisis molecular se
puede combinar con las encuestas y/o el seguimiento,
ya que la informacién molecular por si sola no se
puede usar para tomar decisiones sobre utilizacién
y conservacién (FAO, 2010). De esta manera, los
estudios genéticos pueden contribuir a identificar
subgrupos animales que podrian ser importantes para
futuros programas de gestion de recursos genéticos.

La mayorfa de los estudios utilizan marcadores
de tipo microsatélite, que son secuencias cortas
de ADN (uno a cuatro nucledtidos), se repiten un
determinado nimero de veces y se encuentran
dispersos dentro del genoma de una especie (Zajc y
Sampson, 1999; Curi y Lopes, 2002). Las diferencias
en el nimero de repeticiones constituyen formas
alélicas del microsatélite y presentan patrones de
herencia mendeliana (Curi y Lopes, 2002). Dentro
de las ventajas que ofrecen es que son polimérficos,
codominantes, faciles de medir y analizar, repetitivos
y automatizables (Aranguren-Méndez et al., 2005).
Se ha recomendado un set de treinta marcadores para
su uso en andlisis de diversidad genética en bovinos
(FAO, 2011).

El perfil obtenido a partir de los marcadores
genéticos es utilizado para estudios de diversidad,
también es util para propdsitos tales como:
identificacion individual de animales en andlisis
forénsico, verificacion de parentescos, seleccion
asistida por marcadores genéticos, estimacién de
consanguinidad, determinaciéon de especies y, mads
recientemente, en estudios de trazabilidad (Zajc y
Sampson, 1999; Curi y Lopes, 2002; Maudet et al.,
2002; Aranguren-Méndez et al., 2005; Budowle et al.,
2005; Felmer et al., 2006).

En Costa Rica los estudios con marcadores de
ADN en ganado bovino son pocos y se han realizado
con muestras de tamafo reducido. Un estudio reportd
el uso de marcadores genéticos para evaluar diversidad
en un hato pequefio de bovinos criollos (n=12),
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Romosinuanos (n=19) y Jersey (n=10) (Yafiez-
Kemke, 1995). Un segundo estudio se realizd en
cincuenta animales de raza no reportada, procedentes
de tres diferentes hatos (Navarrete-Barquero, 2005).
Otra investigacién se realiz en 85 animales de
razas Holstein y Jersey, procedentes de cuatro hatos
(Fernandez-Monge, 2007). Estos estudios, por ser de
escala reducida, no reflejan la diversidad genética
de la poblacién bovina a nivel nacional. Por ello, el
objetivo del presente estudio fue explorar el grado
de diversidad genética inter-regional presente en el
ganado bovino de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

Se realizé un cdlculo preliminar del tamafo
minimo de muestra para medir con precisién adecuada
las frecuencias alélicas de los marcadores evaluados.
El célculo se basé en un test de bondad de ajuste chi
cuadrado, segin el programa GPower v.3.1. (Faul
et al., 2007). Entre los pardmetros requeridos para
el célculo se considerd el nimero de regiones por
muestrear (8), la cantidad esperada de alelos por
marcador (8), el nivel de precisién o tamaifio de efecto
(0,15 desviaciones estandares), asi como un nivel de

confianza de 95% y una potencia estadistica de 90%.
A partir de estos pardmetros se obtuvo un nimero
minimo de alelos a muestrear de 1809, equivalentes
a 905 individuos. Este nimero se distribuyd de
forma proporcional entre las diferentes regiones del
pais (Cuadro 1, Figura 1), con base en la estructura
de la poblacién bovina reportada en el dltimo censo
ganadero (CORFOGA, 2000), lo que permitié obtener
un estimado de la cantidad minima de muestras
requeridas por region.

El plan de muestreo contempld varios objetivos
conjuntos ajenos al presente estudio, por lo que el
tamafio y constitucion de la muestra final colectada
(Cuadro 1, Figura 1) no se ajustd a las proporciones
deseadas, pero excedid los minimos requeridos en
casi todas las regiones. Para la seleccién de los
establecimientos a visitar, se utiliz0 como marco
muestral el Sistema Integrado de Registro de
Establecimientos Agropecuarios (SIREA) del Servicio
Nacional de Salud Animal (SENASA). Con base en
las recomendaciones de FAO/ISAG (FAO, 2011) se
procur6 maximizar el nimero de establecimientos
visitados para evitar muestrear animales emparentados,
por lo que se limit6 a dos el nimero de muestras
colectadas por establecimiento, salvo en los que se
encontraron multiples tipos raciales.

El nimero de muestras de pelo fue de 1498,
las cuales se colectaron y procesaron durante el afio

Cuadro 1. Poblacién bovina (cantidad y porcentual), nimero minimo de muestras de ADN requeridas y ndmero final de muestras
procesadas exitosamente segtin region de procedencia. Costa Rica. 2013.
Table 1. Cattle population (number and percentage), minimum number of DNA samples required and the final number of samples
successfully processed by region of origin. Costa Rica. 2013.
Region Poblacion bovina % Minimo de muestras Muestras finales
(Censo 2000) requeridas analizadas
Brunca 177 464 13,07 118 239
Central Metropolitana 62 124 4,57 41 158
Central Occidental 50 619 3,73 34 118
Central Sur 37 709 2,78 25 64
Chorotega 323 503 2381 216 212
Huetar Caribe 179 579 13,22 120 164
Huetar Norte 400 924 2952 267 469
Pacifico Central 126 287 9,30 84 74
Total 1 358 209 905 1498

Agron. Mesoam. 26(2):191-202. 2015 ISSN 2215-3608
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Figura 1.
Costa Rica. 2013.
Figure 1.
2013.

2013. El tamaifio varié por region, entre 64 para la
region Central Sur y 469 para la region Huetar Norte
(Cuadro 1). Para la mayoria de las regiones, excepto la
Chorotega y Pacifico Central, se excedié ampliamente
el minimo requerido segtn el cdlculo inicial (Cuadro
1). Se muestrearon un total de 744 establecimientos,
de los cuales 243 se dedican a la produccién de
ganado de carne, 257 al doble propdsito y 244 a la
producciéon de leche. La distancia promedio entre
puntos de recoleccién fue de 122,2+75,1 km (Min=0,
Miéx=451).

La recoleccion de las muestras a nivel de campo se
realizé por un equipo de veinticinco funcionarios de las
Direcciones Regionales del Servicio Nacional de Salud
Animal (SENASA). El material colectado consisti6 en
pelodelacola, porserde facil obtencién, manipulacion,
almacenamiento y preservacion a nivel de laboratorio.
Mediante pruebas preliminares se determind que se
requeria de una muestra de aproximadamente treinta
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Localizacion de 1498 muestras de ADN bovino segiin region de procedencia.

Location of 1498 bovine DNA samples according to region of origin. Costa Rica.

pelos, la cual se arranc6 manualmente de la cola
del animal debidamente sujetado, realizando un solo
movimiento rapido y continuo a contrapelo, de manera
que se conservaran los foliculos localizados en la raiz.
Se requirié ademds que la muestra estuviera seca, libre
de excrementos y orina.

Las muestras se colocaron en sobres individuales en
los cuales se indicd la identificacion de establecimiento,
animal dentro de la unidad productiva, grupo racial
estimado por apreciacion visual y/o registros, sexo y
edad aproximada. Se registré ademds las coordenadas
geograficas del sitio de toma de cada muestra.

Analisis de laboratorio
Las muestras extraidas de ADN fueron
amplificadas por PCR, utilizando un kit con quince

de los marcadores internacionales recomendados
actualmente por FAO/ISAG (FAO, 2011) para uso

Agron. Mesoam. 26(2):191-202. 2015 ISSN 2215-3608
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en bovinos: TGLA227, BM2113, TGLAS53, ETHI10,
SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETHS3,
ETH225, BM1824, BM1818, CSRM60, CSSM66 y
ILSTS006, mas otros tres marcadores adicionales:
SPS113,RM067 y MGTG4B.

La mezcla de reaccién consisti6 en 1,5 1l de agua
grado de biologia molecular, 9 ul de Mastermix, 9
1 de mezcla de oligos, y 0.5 ul de ADN. En todos
los casos se incluyé un control positivo (DNAOO1
incluido en el kit) y un control negativo (agua grado
biologia molecular). El programa de temperaturas
utilizado en el termociclador fue: 98 °C por 60 s, 30
ciclos de 98 °C por 20 s, 60 °C por 75 s 'y 72 °C por 30
s, con una extension final de 72 °C por 5 min.

Los productos de laamplificacién fueron sometidos
a electroforesis capilar. Las condiciones de corrida en
el analizador genético fueron las establecidas en el
moédulo GeneScan_36_Pop4, ajustando los siguientes
parametros: 16 s a 1,0 kV de inyeccién y 15,0 kV a 60
°C y 1200 s de corrida. Durante la estandarizacion se
procuré que la intensidad de los picos de cada alelo
estuviera entre las 1000 y 4000 unidades relativas
de fluorescencia (RFUs). Las muestras con picos
de alelos menores de 500 y mayores a 6000 fueron
analizadas nuevamente, ajustando la concentracién
de manera que la fluorescencia estuviera en el rango
optimo. Los polimorfismos de los microsatélites
fueron discriminados de acuerdo a sus patrones de
fluorescencia y tamafio.

Analisis estadistico

Una vez obtenidos los resultados del procesamiento
de muestras de ADN en el laboratorio se procedi
a realizar el cdlculo de las frecuencias alélicas por
marcador, tanto a nivel nacional como por regiéon. Se
evalué el cumplimiento del supuesto de equilibrio
Hardy-Weinberg a partir de una prueba exacta basada
en cadenas markovianas (100 simulaciones x 5000
iteraciones) segin se implementa en el programa
Genepop v.4.2.1 (Rousset, 2008). Se calcularon ademas
los siguientes pardmetros genéticos poblacionales:
nimero total de alelos (Na), nimero efectivo de
alelos (Ne= 1/Zp?, con p= frecuencias alélicas por
marcador microsatélite), la heterocigosis observada
(Ho) y esperada (He), el indice de consanguinidad
(F=(He-Ho)/He) por locus y como promedio para el
conjunto de loci evaluados. Estos cdlculos se realizaron

Agron. Mesoam. 26(2):191-202. 2015 ISSN 2215-3608

mediante el programa de cémputo GeneAlex v.6.5
(Peakall y Smouse, 2006, 2012). Se obtuvieron ademas
el contenido de informacién polimérfica (CIP) y un
estimado de la frecuencia de alelos nulos mediante el
programa Cervus v.3.03 (Kalinowski et al., 2007).

Se realiz6 un andlisis de varianza molecular
(AMOVA) (Excoffieretal.,1992) mediante el programa
GeneAlex v6.5 (Peakall y Smouse, 2006,2012), con el
fin de evaluar la existencia de subdivisiones genéticas
significativas entre las poblaciones bovinas de las
distintas regiones. Mediante este andlisis se obtuvieron
estimados de las varianzas genéticas entre regiones
(Ver), entre individuos (Vei) e intra-individuos (Vii).
Esto permitié calcular los estadisticos F (Wright,
1950), especificamente F = Ver/(Vii+Vei +Ver),
F =Vei/(Vii+Vei) y F, = (Vei +Ver)/(Vii+Vei+Ver).
Se obtuvieron estimados de significancia para estos
valores F mediante andlisis de remuestreo (Felsenstein,
1985) con 1000 permutaciones aleatorias.

Se calcularon las distancias genéticas de Nei
(Nei, 1972) y los estimados de diferenciacion genética
R, (Slatkin, 1995) entre todos los pares de regiones
mediante GeneAlex v.6.5 (Peakall y Smouse, 2006,
2012). Para Ry, se evalud la significancia estadistica
mediante la realizaciéon de andlisis de remuestreo
(Felsenstein, 1985) con 1000 permutaciones aleatorias.

Se construyé un dendrograma con base en las
frecuencias alélicas por regiéon mediante el programa
Popstree2 (Takezaki et al., 2010) utilizando el
procedimiento Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987).
La consistencia de las ramificaciones del dendrograma
se evalué mediante andlisis de remuestreo (Felsenstein,
1985) con 1000 permutaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion de la muestra

Las 1498 muestras de ADN analizadas procedieron
de una gran diversidad de grupos raciales (Figura 2).
Como se especificé previamente, el grupo racial
se reportd mayormente con base en la apreciacion
visual realizada por parte del personal encargado
del muestreo. En algunos casos el patrén racial fue
evidente porque el fenotipo se ajusta a razas puras
ampliamente conocidas, frecuentemente respaldadas
por registros genealdgicos en el establecimiento (por
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Figura 2.  Frecuencias relativas absolutas (%) de muestras de ADN por grupo racial
(sectores dentro de columna) segin regién de procedencia. Costa Rica. 2013.
Figure 2.  Absolute relative frequencies (%) of DNA samples from each racial group

(sectors within column) by region of origin. Costa Rica. 2013.

ej. Holstein o Jersey). Sin embargo, en la mayoria
de los casos, los bovinos existentes en las fincas eran
producto de cruces interraciales, por lo que se hizo
dificil establecer con precisién su composicion racial.

Se realizé una clasificacién simplificada de los
grupos raciales de la siguiente manera: Brahman
(n=263), Guernsey (n=49), Holstein (n=89), Jersey
(n=158), Pardo Suizo (n=49), Simmental (n=50),
cruces HolsteinxJersey (n=34), mudltiples razas
minoritarias de tipo Bos indicus (97), multples razas
minoritarias de tipo Bos taurus (n=22), multiples
cruces minoritarios de tipo Bos taurusxBos indicus
(43). Otros animales reportados como raza “Criolla”
(n=331) o “Cruce” (n=227), mientras que para otros
no se reportd raza alguna (n= 86). Esta clasificacion
fue inespecifica en algunos casos, sobre todo para
los grupos denominados “Criollo” y “Cruce”, los
cuales en realidad engloban animales de diversas
mezclas raciales. De igual manera, el ganado reportado
como Brahman, en algunos casos, correspondia a
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ganado tipo cebuino que se utilizaba en explotaciones
comerciales. Las relaciones entre grupos raciales y
frecuencias alélicas deberian ser analizadas en otro
estudio complementario.

Analisis nacional

Al contabilizar las frecuencias alélicas por
marcador, se destaca la alta diversidad, ya que todos
los marcadores evaluados fueron polimérficos (Cuadro
2). El promedio de alelos observados por marcador
fue de 14,6+1,01, variando entre nueve para ETH10
y BM1824 y veinticuatro para TGL122 (Cuadro 2).
A pesar del alto nimero de alelos por marcador, se
observé una alta proporcién con frecuencias bajas
(<5%), por lo que el nimero de efectivos (Ne) fue
mucho menor (5,59+0,36) (Cuadro 3).

El niimero de alelos observados en el presente
estudio fue similar al 13,2 reportado por Egito et
al. (2007), pero marcadamente mayor al reportado

Agron. Mesoam. 26(2):191-202. 2015 ISSN 2215-3608
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Cuadro 2. Numero de alelos observados (Na) y efectivos (Ne), heterocigosis observada (Ho) y esperada (He), contenido de
informacién polimdrfica (CIP), indice de consanguinidad (F) y prueba de equilibrio Hardy-Weinberg (HW) para los
dieciocho marcadores genéticos evaluados en una poblacién bovina nacional. Costa Rica. 2013.

Table 2. Number of observed (Na) and effective (Ne) alleles, observed (Ho) and expected (He) heterozygosity, polymorphic
information content (PIC), inbreeding coefficient (F ;) and Hardy-Weinberg equilibrium test (HW) for the eighteen genetic
markers analyzed in national cattle population. Costa Rica. 2013.

Marcador Na Ne Ho He CIP! F HW
TGLA227 14 5,75 0,78 0,83 0,81 0,05 P<0,0001
BM2113 11 6,99 0,82 0,86 0,84 0,04 P<0,0001
TGLAS3 19 6,29 0,78 0,84 0,83 0,07 P<0,0001
ETHI10 9 6,36 0,78 0,84 0,82 0,07 P<0,0001
SPS115 16 437 0,75 0,77 0,75 0,03 P<0,0001
SPS113 21 6,99 0,80 0,86 0,84 0,06 P<0,0001
RMO067 10 3,10 0,63 0,68 0,65 0,07 P<0,0001
TGLA126 13 4,73 0,74 0,79 0,76 0,06 P<0,0001
TGLA122 24 8,06 0,34 0,38 0,37 0,05 P<0,0001
INRA23 15 6,03 0,80 0,83 0,82 0,04 P<0,05
BM1818 13 393 0,70 0,75 0,71 0,07 P<0,0001
ETH3 13 3,80 0,70 0,74 0,71 0,06 P<0,0001
ETH225 11 5,30 0,73 0,81 0,79 0,10 P<0,0001
BM1824 9 381 0,70 0,74 0,70 0,05 P<0,01
CSRM60 18 4,57 0,75 0,78 0,75 0,04 P<0,0001
MGTG4B 13 6,53 0,83 0,85 0,83 0,02 P<0,05
CSSM66 14 8,76 0,85 0,89 0,88 0,04 P<0,0001
ILSTS006 20 5,27 0,76 0,81 0,79 0,07 P<0,0001

por otros estudios (Maudet et al., 2002; Steigleder
et al., 2004; Villalobos-Cortés et al., 2011; Acosta
et al., 2013). Puesto que existe coincidencia en una
mayoria de los marcadores analizados por los distintos
estudios, la mayor cantidad de alelos detectados
podria relacionarse con los factores de mayor tamafo
de muestra y mayor cantidad de establecimientos
visitados. Ademds, en este estudio se incluyé una alta
proporcién de animales de grupos raciales cruzados;
mientras que la mayoria de los estudios consultados se
concentraron en razas especificas.

Los promedios de heterocigosis observada (Ho)
y esperada (He) fueron de 0,76+0,01 y 0,80+0,01,
respectivamente. El marcador de menor He fue RM067
con 0,68 y el de mayor He fue CSSM66 con 0,89
(Cuadro 2). El contenido de informacion polimoérfica
(CIP) ratificé esta alta variabilidad variando desde
un minimo de 0,65 para el marcador RM067 hasta
un maximo de 0,88 para el marcador CSSM66.
Estos valores también tendieron a ser mayores a los
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reportados por estudios similares (Maudet et al., 2002;
Steigleder et al., 2004; Pizarro et al., 2009; Martin-
Burriel et al., 2011; Villalobos-Cortés et al., 2011;
Acosta et al., 2013), lo que nuevamente podria ligarse
a las caracteristicas del muestreo, principalmente a la
inclusién de mayor diversidad de grupos raciales.

Al evaluar el supuesto de equilibrio Hardy-Wein-
berg (HW) para los datos de la poblacién nacional, se
encontrd que para todos los marcadores hubo evidencia
estadistica de incumplimiento de dicho supuesto (Cua-
dro 2). Ademds, se observo que el valor de He fue 4%
mayor (P<0,001) que Ho, lo que implica una deficiencia
de heterocigotas. El incumplimiento del equilibrio HW
en poblaciones de ganado bovino ha sido reportado en
numerosos estudios (Egito et al., 2007; Martin-Burriel
etal.,2011; Acosta et al.,2013). La deficiencia de hete-
rocigotas también ha sido reportada en varios estudios
con bovinos (Maudet et al., 2002; Egito et al., 2007;
Caiion et al., 2008; Martin-Burriel et al., 2011; Acosta
et al., 2013). En el presente estudio, el estimado de la
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Cuadro 3. Rango de tamaifio en pares de bases (pb) y frecuencias relativas (%) de los 13 alelos mds comunes para cada uno de los
18 marcadores genéticos analizados en la poblacion bovina nacional. Costa Rica. 2013.
Table 3. Size range in base pairs (bp) and relative frequencies (%) of the 13 most common alleles for each of the 18 genetic markers
analyzed in national cattle population. Costa Rica. 2013.

Marcador Tamafio Frecuencias*
alélicas (pb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 (N<)**
TGLA227 77-103 329 172 101 95 72 69 64 37 29 12 1,1 05 03 3)
BM2113 125-145 273 13,7 110 10,1 91 83 77 68 38 22 003 -
TGLAS3 154-198 29,1 17,7 140 125 41 38 36 34 24 21 20 15 09 (6)
ETHI10 209-225 213 195 19,0 150 73 67 59 35 1,7
SPS115 244-266 41,7 144 105 90 75 69 65 19 11 02 01 01 003 3)
SPS113 277-301 273 158 13,1 85 84 66 50 46 36 33 25 04 03 8)
RMO067 89-108 523 154 109 85 65 44 15 04 01 003 -
TGLA126 105-131 300 274 144 127 78 55 13 03 02 02 0.1 0,1 0,03 -
TGLA122 137-183 239 175 102 90 77 60 56 41 40 25 22 16 1.2 (11)
INRA23 194-222 318 155 132 99 78 45 42 38 29 28 1.8 13 04 2)
BM1818 254-286 405 222 183 60 53 28 22 12 1,1 03 01 011 003 -
ETH3 103-131 454 166 119 89 58 43 31 27 07 04 01 01 003 -
ETH225 140-162 292 21,7 180 110 95 38 22 2] 1,8 04 02 -
BM1824 178-194 363 303 143 129 33 27 0,1 0,1 003 -
CSRM60 86-117 343 283 78 76 69 47 37 23 23 08 05 03 03 (5)
MGTG4B 129-153 257 214 110 98 79 76 67 42 34 12 08 02 0,1 -
CSSM66 179-205 153 150 144 143 89 76 72 57 55 44 09 05 03 1)
ILSTS006 282-302 282 219 200 137 34 32 22 19 12 1,1 07 07 06 7

* Para cada marcador se muestran un maximo de trece alelos en orden descendente segtn frecuencias alélicas.

*#* (N<): nimero de alelos adicionales (no mostrados) con frecuencias menores a los anteriores.

frecuencia promedio de alelos nulos fue 0,03, variando anteriormente, ya que los valores de F_, F .y Ffue-

entre 0,01 para MGTG4B y 0,05 para ETH225. Estos
valores se consideraron bajos, por lo que no es un fac-
tor determinante en la reduccién observada de heteroci-
gosis. En este caso, es mds probable que se haya debido
a la seleccion y al control de los apareamientos que
realizaron los criadores bovinos, mas marcado en las
razas puras lecheras como la Holstein o Jersey, donde
la tendencia ha sido un uso intensivo de pocos machos
reproductores, lo que ha conllevado a incrementos
significativos de consanguinidad.

El nivel de endogamia o pérdida de heterocigosis
también puede estimarse en funcién del valor obtenido
para F ¢ por cada locus y como promedio sobre el con-
junto de loci evaluados (Cuadro 3). El valor promedio
fue de 0,060,004, oscilando entre 0,02 para MGTG4B
y 0,10 para ETH225. En ganado bovino, este valor de
consanguinidad se considera alto. Los resultados del
analisis AMOVA tendieron a respaldar lo mencionado
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ron de 0,017, 0,044 y 0,060, respectivamente, todos
altamente significativos (P<0,001). El valor significa-
tivo de F confirmé que si existe una diferenciacion
genética significativa entre las subpoblaciones bovinas
de las distintas regiones dentro del pais. Se ha cuestio-
nado el uso de estadisticos F, basados en un modelo
infinitesimal de mutacion, cuando el nimero de alelos
por marcadores es alto, ya que tienden a subestimar el
nivel de subestructura poblacional. Por tal motivo, se
ha sugerido el célculo de estadisticos R (Slatkin, 1995)
basados en un modelo gradual de mutacién. En el
presente estudio los valores obtenidos de R, R y R,
fueron de 0,023, 0,051 y 0,073, respectivamente, todos
altamente significativos (P<0,001) y ligeramente mas
altos que los valores F anteriores.

Los valores reportados de F ( en estudios similares
en bovinos son altamente variables. Se reportan
resultados entre -0,06 y 0,29 para cinco razas en
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Cuba (Acosta et al., 2013). Otros valores reportados
oscilaron entre -0,06 y 0,10 para diecinueve razas
ibéricas (Martin-Burriel et al., 2011), entre 0,04 y
0,12 para diez razas en Brasil (Egito et al., 2007),
o entre -001 y 0,25 en una revisiébn de varios
estudios (Villalobos-Cortés et al., 2011). Esta gran
variacién se puede atribuir a diferencias en los
patrones de desarrollo y evolucién que han tenido las
diferentes razas evaluadas en sus respectivos sitios de
procedencia.

Analisis por region

La variabilidad genética fue similar y alta en todas
las regiones del pais (Cuadro 4). La heterocigosis
observada (Ho) vari6 desde 0,73 para la region Central
Surhasta 0,78 paralaregién Huetar Norte. Sin embargo,
estos estimados, no difirieron significativamente entre
si (P>0,05). En todas las regiones se observé una
deficiencia de heterocigotas (Ho<He) que vari6 entre 2
y 4%, siguiendo el mismo patrén sefialado previamente
a nivel nacional.

Asimismo, se observd que el {indice de
consanguinidad F varié entre 0,03 para las regiones
Chorotega, Huetar Caribe y Norte, y 0,06 para las
regiones Brunca y Central Sur. Estos fueron menos
variables que los reportados por los estudios citados

anteriormente (Egito et al., 2007; Martin-Burriel et al.,
2011; Villalobos-Cortés etal.,2011; Acostaet al.,2013).

Al evaluar el supuesto de equilibrio HW dentro
de las regiones, existi6 una mayor tendencia al
cumplimiento, siendo que en cinco de las ocho regiones
se mantuvo el equilibrio HW para mds del 70% de los
loci (Cuadro 4). Por el contrario, las regiones en las
que persistié la tendencia al desequilibrio HW fueron
la Huetar Norte, la Central Occidental y la Central
Metropolitana. Es posible que los menores tamafios
de muestra hayan jugado un papel importante, ya que
la potencia estadistica se reduce y se dificulta declarar
desviaciones significativas. Por el contrario, la regién
con mayor nimero de muestras (Huetar Norte) fue
la que mantuvo la mayor proporcién de loci en
desequilibrio.

En el dendrograma construido con base en las
frecuencias alélicas por regioén (Figura 3) se observo
como las regiones Central Metropolitana y Central
Occidental se separaron en la rama superior del arbol.
De igual manera, en la rama inferior se separaron las
regiones Central Sur, Chorotega, Pacifico Central y
Huetar Caribe. Las dos regiones restantes, Brunca
y Huetar Norte, se ubicaron en un punto intermedio
entre las anteriores. Solo dos de los valores de
remuestreo fueron diferentes de 100, lo que indica que
existi6 fuerte evidencia para separar los tres grupos

Cuadro 4. Niumero de muestras de ADN procesadas (n), promedio de alelos observados (Na) y efectivos (Ne), heterocigosis
observada (Ho) y esperada (He), indice de consanguinidad (F () y nimero de loci con test Hardy-Weinberg significativo
(P<0.,05) o no significativo (P>0,05) segtin regién de procedencia en una poblacién bovina nacional. Costa Rica. 2013.

Table 4. Number of DNA samples processed (n), mean number of observed (Na) and effective (Ne) alleles, observed (Ho) and
expected (He) heterozygosity, inbreeding coefficient (Fo) and number of loci with significant (P<0.05) or not significant
(P>0.05) Hardy-Weinberg test according to the region of origin of a national cattle population. Costa Rica. 2013.
Regién n Na Ne Ho He F Loci HW  Loci HW
(P=<0,05) (P>0,05)
Brunca 239 12,1 55 0,76 0,80 0,06 5 13
Central Metropolitana 158 110 49 0,74 0,78 0,05 7 11
Central Occidental 118 10,7 49 0,74 0,78 0,05 9 9
Central Sur 64 10,1 49 0,73 0,77 0,06 5 13
Chorotega 212 12,6 53 0,77 0,79 0,03 2 16
Huetar Caribe 164 11,8 54 0,77 0,80 0,03 1 17
Huetar Norte 469 13,6 5,6 0,78 0,81 0,03 11 7
Pacifico Central 74 10,2 5.1 0,75 0,79 0,05 4 14
Agron. Mesoam. 26(2):191-202. 2015 ISSN 2215-3608 199
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Figura 3. Dendrograma obtenido mediante el método de
Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) a partir
de la matriz de distancias genéticas de Nei (Nei,
1972) entre las ocho regiones analizadas. Costa
Rica. 2013.

Dendrogram obtained by the Neighbor-Joining
method (Saitou and Nei , 1987) from the matrix of
Nei genetic distances (Nei , 1972) among the eight
regions analyzed. Costa Rica. 2013.

Figure 3.

mencionados anteriormente, y menor evidencia en las

dltimas dos subdivisiones de la ramificacién inferior.
Las distancias genéticas de Nei (1972) (bajo la

diagonal, Cuadro 5) variaron entre 0,01 (Chorotega vs.

Huetar Caribe) y 0,27 (Central Occidental vs. Central
Sur). Las diferencias Ry, entre pares de regiones
(Cuadro 5, sobre la diagonal) ratificaron lo observado
en el dendrograma, ya que se encontraron diferencias
significativas entre las regiones situadas en las tres
secciones del arbol (superior, intermedia e inferior),
mientras que las diferencias entre regiones dentro de
cada seccion tendieron a no ser significativas.

Esta estructura fue congruente con lo observado a
nivel de campo. En las regiones Central Metropolitana
y Central Occidental, ademds de su proximidad
geogrdfica, existi una predominancia de ganado
lechero especializado tipo Bos taurus. Estas regiones
son de topografia irregular, de altitud media a elevada,
con temperaturas promedio entre 15y 20 °C, adecuadas
para la cria de razas lecheras exdticas como Holstein
y Jersey. Por el contrario, en las regiones Central
Sur, Chorotega, Pacifico Central y Huetar Caribe,
predominaron las razas de carne tipo Bos indicus o los
cruces Bos taurusxBos indicus. Son regiones mds bajas
y cercanas a las costas, generalmente de clima calido/
seco o célido/himedo. Por tltimo, las regiones Huetar
Norte y Brunca son zonas relativamente extensas
localizadas en el extremo norte y sur-este del pais,
respectivamente, ambas con topografia y condiciones
climaticas irregulares, por lo que en ellas se encontré

Cuadro 5. Matriz de distancias genéticas de Nei (bajo diagonal) y estimados R, de diferenciacién genética (sobre la diagonal) entre
poblaciones bovinas de ocho regiones de Costa Rica. Costa Rica. 2013.
Table S. Matrix of Nei genetic distances (below diagonal) and R, estimates of genetic differentiation (above the diagonal) among
cattle populations of eight regions of Costa Rica. Costa Rica. 2013.
Brunca Central Central Central Chorotega  Huetar Huetar Pacifico
Metropolitana Occidental Sur Caribe Norte Central
Brunca 0,03%* 0,03%* 0,03%* 0,01%* 0,00* 0,008 0,01*
Central 0,09 0,00™ 0,11%%* 0,07%* 0,05%* 0,02%* 0,07%*
Metropolitana
Central Occidental 0,11 0,03 0,12%* 0,08%* 0,06%* 0,03%* 0,07%*
Central Sur 0,07 0,26 0,27 0,008 0,01* 0,04%* 0,008
Chorotega 0,03 0,19 0,19 0,02 0,008 0,02%* 0,008
Huetar Caribe 0,02 0,14 0,15 0,04 0,01 0,01%* 0,008
Huetar Norte 0,02 0,05 0,05 0,10 0,05 0,04 0,02%*
Pacifico Central 0,04 0,19 0,19 0,04 0,02 0,03 0,06

NS No significativo (P>0,05).
*  Significativo (P<0,05).
** Altamente significativo (P<0,01).
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una poblacién ganadera de mayor diversidad racial,
lo que se aprecié en la posicién intermedia que
presentaron en el dendrograma por regiones. Ademas,
la region Huetar Norte posefa un 30% de la poblacion
ganadera del pafs, lo que sin duda, también contribuyd
a que presentase una mayor diversidad genética.

Los resultados obtenidos permitieron obtener
un panorama mds completo y preciso del grado de
diversidad genética presente en el ganado bovino de
Costa Rica. Se observd una alta diversidad alélica
en la poblacién bovina de Costa Rica, congruente
con la alta gama de tipos raciales que se observan
a nivel de campo. También se observé evidencia
significativa de subdivisién genética de la poblacién,
parcialmente ligada a la subdivisién regional,
principalmente tres agrupaciones significativamente
diferenciadas. Esto fue congruente con el desarrollo
histérico y los patrones de diseminaciéon que se han
observado para distintos tipos raciales en diferentes
zonas geograficas, principalmente en funcién de
las condiciones agroclimdticas y de los sistemas de
explotacién imperantes.
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