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RESUMEN

Objetivo. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del intréon 3 del gen
bGH y estimar algunos parametros de estructura poblacional en ganado Holstein. Materiales
y métodos. El estudio se realizd6 con 1366 vacas Holstein en 120 hatos de 11 municipios del
departamento de Antioquia. Se extrajo DNA por el método de Salting out y la genotipificacion se
realizé usando la técnica de PCR-RFLPs. La diversidad genética se determin6 mediante la comparacion
de las heterocigosidades, El equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) y la diferenciacion genética entre
las poblaciones se realizé usando el software Arlequin 2.0 Las frecuencias alélicas y genotipicas se
evaluaron mediante el paquete estadistico SAS®. Resultados. Las frecuencias genotipicas encontradas
fueron 0.764 (+/+), 0.223 (+/-) y 0.013 (-/-) y las frecuencias alélicas 0.876 (+) y 0.124 (-). No
se encontraron desviaciones del Equilibrio de Hardy Weinberg en ninguna de las subpoblaciones. La
diversidad genética determinada mediante la comparacion de las heterocigosidades fue relativamente
baja entre poblaciones pero al interior de estas no. El valor de FST de toda la poblaciéon fue de 0.0068
y significativo (p<0.05), algunos FST pareados también lo fueron, tomando valores desde 0.0 a
0.13. Los estadisticos FIT y FIS no fueron significativos. Conclusiones. El gen bGH es un candidato
interesante para evaluar caracteristicas de importancia econdmica ya que no parece haber sido
sometido a seleccion directa, presenta una variabilidad media en las poblaciones, observandose
diferenciacién genética significativa entre distintos municipios, producto de los diferentes sistemas
de produccion y acceso a las biotecnologias.

Palabras clave: Ganado lechero, genética de poblaciones, marcadores moleculares, polimorfismo
(Fuente:AGROVOC).
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ABSTRACT

Objective. To determine the allele frequencies and genotypic polymorphism of the intron 3 of gene
bGH and estimate structural parameters in Holstein cattle populations. Materials and methods.
The study was conducted with 1366 Holstein cows belonging to 120 herds in 11 municipalities of
the department of Antioquia. DNA was extracted by the Salting out method and genotyping was
carried out using PCR-RFLP. Genetic diversity was determined by comparing the heterozygosities,
Hardy-Weinberg (HW) and genetic differentiation between populations was performed using the
Arlequin software 3.0. The allelic and genotyping frequencies were assessed using the SAS statistical
software. Results. The genotype frequencies found were 0.764 and 0.013 (+/-) 0.223 (+/4+), (-/-)
and allele frequencies were 0.876 (+) and 0124 (-). There was no unbalance for Hardy Weinberg
in the subpopulations. The genetic diversity determined by comparison of the heterozygosity was
low among populations but within them it was not. The FST value of the entire population was
0.0068 and significant (p<0.05), FST also matched some were values ranging from 0.0 to 0.13. The
statistical FIT and FIS were not significant. Conclusions. The gene bGH is an interesting candidate
to economically evaluate important traits because it does not seem to have been subject to direct
selection, has a mean variability in populations, showing significant genetic differentiation between
several municipalities, resulting from the different production systems and access to biotechnologies.

Key words: Dairy cattle, molecular markers, polymorphism, population genetics (Source: AGROVOC).

INTRODUCCION

El ganado Holstein en Antioquia ha sufrido
cambios genéticos diversos en diferentes
poblaciones, debido principalmente a Ia
seleccion indirecta y a las diferencias en
el tipo de producciéon y uso de tecnologias
reproductivas como la inseminaciéon artificial,
por tanto es necesario determinar el efecto
generado por dichos factores sobre la estructura
genética poblacional. En la actualidad se
conocen un amplio nimero de marcadores
genéticos que pueden ser usados para evaluar
la diferenciacion poblacional (1). Entre estos
marcadores se encuentran algunos relacionados
con parametros productivos en ganado de
leche (2), como es el caso del polimorfismo en
un solo nucledtido o SNP que son marcadores
polimérficos que pueden ser reconocidos
mediante varias técnicas (3), entre las cuales
se encuentra la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) asociada a RFLP (polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccidn)
(4). Uno de estos marcadores es un SNP del gen
de la Hormona del crecimiento Bovina (bGH)
que permite la amplificacion de un segmento
que contiene un sitio polimdrfico que puede ser
reconocido por la endonucleasa MspI, generando
3 genotipos diferentes (+/+,+/-y -/-) (4).

El gen de bGH contiene 1800 pb, con 5 exones
y 4 intrones (5), localizados en el cromosoma
19 que produce una proteina compuesta de
190 a 191 aminoacidos con un peso molecular
aproximado de 22 KDa (6) que contienen Ala
o0 Phe en el extremo N-terminal debido a un
procesamiento alternativo de los precursores de

bGH (7,8). Actualmente se conocen multiples
polimorfismos al interior del gen o en regiones
reguladoras (9). Una de estas variantes
reportadas corresponde a un sitio que puede ser
reconocido por la endonucleasa de restriccion
MspI (10), el cual fue localizado como un
polimorfismo en el intron 3 en la posicion 1547,
que se debe a la transicion de Timina, T a
Citosina, C (11).

Algunos parametros poblacionales estimados
usando el gen de bGH, permiten calcular las
frecuencias genotipicas, alélicas y el flujo de
genes entre las poblaciones para determinar
su grado de diversidad y diferenciaciéon (1). La
determinacién del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW), la estimacion de las frecuencias alélicas
y genotipicas, posibilitan no solo determinar
el comportamiento poblacional, sino que de
acuerdo a las frecuencias de los alelos en la
poblacién permiten determinar la importancia
de dicho polimorfismo en un programa de
mejoramiento genético, ya que aquellos alelos
gue se encuentran casi fijados en una poblacién
tendrian diferente respuesta a la seleccién
que aquellos alelos que se encuentran en
proporciones intermedias.

Los parametros de estructura poblacional
describen el grado de reduccion de
heterocigosidad en una poblacién, con base en
el equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual faculta
la comparacidon entre grupos a diferentes
escalas jerarquicas y determinar el grado de
diferenciacion entre ellos (12), de tal forma
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que posibilitan valorar el modo de accion y
la intensidad con que se debe actuar para
aumentar la presencia de un alelo especifico
dentro de un programa de seleccion asistida por
marcadores moleculares.

El objetivo de la presente investigacién fue
determinar los pardmetros de estructura
poblacional, las frecuencias alélicas vy
genotipicas del gen de bGH en vacas Holstein del
departamento de Antioquia, como aporte para
la implementacion de programas de seleccion
asistida por marcadores moleculares (MAS).

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. La presente investigacién se
llevd a cabo en el tropico alto de la region norte y
oriente del departamento de Antioquia, e incluyd
1366 vacas de la raza Holstein, localizadas
en 120 hatos de lecheria especializada,
pertenecientes a 11 municipios (subpoblaciones)
del departamento. Los municipios evaluados
fueron San Pedro de los Milagros (Altura: 2.475
m.s.n.m; TO: 140C), Belmira (Altura: 2.550
m.s.n.m; TO: 140C), Entrerrios (Altura: 2.300
m.s.n.m; TO°: 16°C), La Unidon (Altura: 2.500
m.s.n.m; TO: 13°C), Envigado (2000-2300
m.s.n.m; T°: 16°C), Bello (Zonas entre los 2000
a 2400 m.s.n.m; TO: 16°C), Medellin (Zonas
entre los 2000 a 2500 m.s.n.m; T°:15°C), Santa
Rosa de Osos (2581 m.s.n.m; T°: 140°C), Don
Matias (2200 m.s.n.m; TO°: 16°C), Marinilla
(2150 m.s.n.m; TO: 17°C) y Rionegro (2150
m.s.n.m; TO: 17°C) (Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de vacas por Municipio.

NUmero de Ndamero de
hatos animales

95
72
121
36
317
16
126
29
121
419
14
1366

Municipio

Medellin
Belmira

w

Bello

Don Matias
Entrerrios
Envigado
La Unién
Marinilla

AN ON®N UGN

Rionegro

-
IS

San Pedro de los Milagros
Santa Rosa de Osos
Total

N

ul
N

Extraccion del DNA. Para la toma de las
muestras de sangre se utilizé BD vacutainer de
5ml con EDTA como anticoagulante, con agujas
numero 18 (BD VacutainerTM). Los tubos fueron
homogenizados por inversién, rotulados para su
identificacion y refrigerados con hielo durante
su transporte hasta el laboratorio de Biologia

REVISTA MVZ CORDOBA ¢ Volumen 18(1) Enero - Abril 2013

Celular y Molecular de la Universidad Nacional
de Colombia sede Medellin, para realizar la
extraccion del DNA.

A partir de estas muestras se realiz6 el protocolo
de extraccién de DNA basado en el método
de “salting out” modificado (13) y el DNA se
almacend en Buffer TE 1X (tris-EDTA) a 4°C
hasta el momento del analisis.

La cantidad y calidad del ADN extraido se
evalud en gel de agarosa al 0.8% tefiido con
bromuro de etidio, y se semicuantificd con el
transiluminador (Biometra®). La pureza del DNA
genomico se determind mediante un analisis de
absorbancia en dos longitudes de onda. Sélo el
ADN gendmico con una pureza entre 1.8-2.0 se
considerd para los estudios a realizar.

Amplificacion de la region polimorfica
del gen bGH. Con base en las secuencias del
gen bGH y a los reportes de Dybus (14), se
sintetizaron 2 oligonucleotidos de 22 pares de
bases que permitieron amplificar el fragmento
de 329 pb que presenta el sitio de restriccidon
para la endonucleasa Mspl. Los cebadores
sintetizados fueron:

F 5" - CCCACGGGCAAGAATGAGGC-3"
R 5" - TGAGGAACTGCAGGGGCCCA-3"

Se realiz6 una amplificacién por PCR individual
para cada region especifica en un volumen
final de 25 pL, que contenia 30-60 ng de DNA
gendmico, 2.5 pL de buffer PCR 10X (1.0 -1.5
mM de MgCI2, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-
HCI, pH de 8.3), 2 mM de MgCl2, 0.2 uM de
cebadores; 0.4 mM de cada dNTP y 0.5-1 unidad
de taqg polimerasa (Bioline®).

Las condiciones de la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) Fueron: 1. Desnaturalizacién a
950C por 6 min, 2. Desnaturalizacién a 95°C por
min, 3. Temperatura de alineamiento (anneling)
de 60°C por 30 seg, 4. Extension a 72°C por
40 seg, 5. Se repitid desde el paso 2 durante
39 ciclos para finalizar con una extension por
5 min a 72°C. La PCR se llevé a cabo en un
termociclador (Biometra®).

Los productos de PCR fueron resueltos
mediante electroforesis en gel de agarosa al
2% (Amresco®), tefiido con bromuro de etidio
(Promega®). En cada pozo se sirvieron 5 pl del
producto de PCR diluidos en 2 ul de buffer carga
1X (fermentas®) y se utilizaron 2 pl de marcador
de peso molecular (low range Fermentas ®).
Los geles fueron visualizados mediante un
fotodocumentador (BiometraTM®) de geles
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para tomar evidencia fotografica. En todos los
casos en la PCR se utilizd un control negativo
sin DNA y un control positivo que poseia un DNA
previamente amplificado con éxito.

Digestion con enzimas de restriccion (PCR-
RFLP). Una vez se comprobd la amplificacién
del fragmento de 329 pb, los productos de
PCR fueron almacenados y posteriormente
sometidos a digestion con la endonucleasa de
restriccién Mspl, la cual cortd el fragmento en
presencia de un sitio especifico, generando un
patrén de bandas que permiten clasificar los
alelos como (+) cuando presentaron corte y
como (-) cuando no presentaron corte (14), de
tal forma que los individuos de las poblaciones
tuvieron genotipos (+/4), (+/-) y (-/-) de
acuerdo al patrén de bandas generado. El alelo
(=) no presentd sitio de corte, por tanto su
fragmento fue de 329 pb, el alelo (+) generé 2
fragmentos de 224 y 105 pb (Figura 1).

Para la digestion se utilizaron 2 pl de buffer
Tango 10X para obtener una concentracidon
final de 1X y un volumen de reaccion de 20 pl,
se adiciond 5 unidades de enzima, se completé
con agua ultrapura hasta 15 pl y se utilizaron
5 ul del producto de PCR obtenido. Una vez
realizada la mezcla esta se sometid a digestidn
durante 3 horas a 37°C. La enzima en esta
reaccion se utilizé en exceso para evitar la
formacién de falsos heterocigotos, debido a
digestiones parciales del producto de PCR.

En todas las digestiones se incluy6 un control
positivo que presentaba el sitio de restriccidn
en ambos alelos, y de esta manera se procuraba
evitar la generacion de falsos positivos o
negativos.

Los productos de la digestién fueron resueltos
por electroforesis en gel de agarosa al 2.5%
(Amresco®) en buffer TBE 1X (EDTA 0.05M,
Tris base 0.089 M y Acido bdérico 0.089 M),
tefiido con Bromuro de Etidio (Promega®). En
cada pozo se sirvieron 15 pl del producto de
la digestion diluidos en 5 pl Buffer de carga
1X (Fermentas®) y se utilizaron 2 pL de un
marcador de peso molecular de muy bajo rango
(Low Range Fermentas®). Los geles fueron
visualizados bajo luz ultravioleta en un equipo
de fotodocumentacion de geles (BiometraTM®)
con el cual se obtuvo una fotografia digital.

Frecuencias alélicas y genotipicas. La
frecuencia de los diferentes alelos se realizé
determinando la proporcién de cada forma
del gen entre el nUmero de copias totales de
la poblaciéon en estudio. Se identificaron los
homocigotos (dos copias del mismo alelo) y los
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heterocigotos (una copia de cada alelo) y se
calculd la frecuencia F de cada alelo contando
los homocigotos y afiadiendo la mitad de los
heterocigotos, con el método descrito por Hartl,
(15). La frecuencia genotipica se calculé como
la sumatoria de cada genotipo sobre el total
de la poblacion (15). Ambas frecuencias se
determinaron usando el programa SAS® (16).

Diversidad genética. La diversidad genética
de la poblacion fue determinada mediante la
comparacion de la Heterocigosidad observada
(Ho) y la Heterocigosidad esperada (He). Este
analisis se llevé a cabo usando el software
Arlequin v 3.0 (17), Que utiliza el método de la
cadena de Markov (18).

Estructura genética. El equilibrio de
Hardy-Weinberg se calculé con base en las
frecuencias alélicas y genotipicas esperadas
y observadas mediante el uso del software
Arlequin v 3.0 (17). Los parametros de
estructura poblacional, se calcularon utilizando
el método Propuesto por Wright que parte el
coeficiente de endogamia de una poblacion
subdividida (Fir), entre el componente debido
a apareamientos no aleatorios dentro de
una poblacién (Fis) y las subdivisiones entre
poblaciones Fst (19) teniendo en cuenta dos
niveles jerarquicos que incluyen a Antioquia
como la poblaciéon total y los municipios
actuando como subpoblaciones. Teniendo en
cuenta lo anterior se determind el parédmetro
Frr= Hr-Hi/Ht, que corresponde a la endogamia
total, el parametro Fis= Hs-Hi/Hs que mide la
subdivision intrapoblacional y el Fst=Frr-Fis/1-Fis
que mide la subdivision poblacional (19); donde
HT se refiere a la heterocigosidad esperada en la
poblacion total, Hi es la heterocigosidad promedio
observada en un grupo de poblaciones y Hs
es la heterocigosidad promedio esperada de
cada poblacién. Los calculos fueron realizados
con el uso del software Arlequin v 3.0 (17),
utilizando para ello el analisis de varianza
molecular (AMOVA) que permite analizar la
variacion entre y dentro de poblaciones, con
su significancia estadistica, bajo la hipdtesis
nula “los alelos o genotipos tienen la misma
distribucion en todas las poblaciones”, pero sin
requerir equilibrio de Hardy Weinberg.

El flujo génico expresado como el numero de
migrantes (Nm) por generacion, se calculd con
base a la siguiente expresion derivada de los
estadisticos de Wright (19).

vl
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RESULTADOS

Determinacion de las frecuencias alélicas
y genotipicas. Los fragmentos del gen bGH
de 329 pb fueron amplificados exitosamente
en 1366 muestras. La digestion del fragmento
de DNA amplificado fue digerido correctamente
con la enzima de restriccion Mspl. Las muestras
fueron catalogadas como (+/+, +/- vy -/-)
de acuerdo a los tamanos de los fragmentos
generados (figura. 1).

?;5'!

— i ——— 329
. if————— 224

. -—
— A —— )
i H+ 4 -

Figura 1. Fragmento amplificado y digestién con
enzima de restriccién Mspl, de una regidén
del gen de la hormona de crecimiento
bovino bGH. Carril X, marcador de peso
molecular; carril 1 control negativo; carril
2, 3y 4 tres muestras de DNA amplificadas
para el gen bGH; carril 5, patron de
restriccion para genotipo homocigoto
(+/+); carril 6, patréon de restriccion
para genotipo heterocigoto (+/-) y carril
7, patrén de restriccion para genotipo
homocigoto (-/-).

=

Las frecuencias de los alelos + y — en la poblacion
total fueron 0.876 y 0.124 respectivamente.
La frecuencia de los genotipos +/+, +/-y -/-
fueron 0.764, 0.223 y 0.013 respectivamente.
Las frecuencias alélicas y genotipicas por
municipios y la total se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas para
el gen bGH en algunos Municipios del
Departamento de Antioquia.

Frecuencias genoti- Frecuencias

Poblacién picas Observadas alélicas

+/+ +/- -/- + -
Medellin 0.789 0.211 0.000 0.895 0.106
Belmira 0.792 0.194 0.014 0.889 0.111
Bello 0.694 0.306 0.000 0.847 0.153
Don Matias 0.917 0.083 0.000 0.959 0.041
Entrerrios 0.820 0.167 0.013 0.903 0.097
Envigado 0.937 0.063 0.000 0.969 0.031
La Unién 0.786 0.198 0.016 0.885 0.115
Marinilla 0.621 0.310 0.069 0.776 0.224
Rionegro 0.711 0.281 0.008 0.851 0.149
San Pedro de los Milagros 0.730 0.251 0.019 0.856 0.144
Santa Rosa de Osos 0.786 0.214 0.000 0.893 0.107
Total 0.764 0.223 0.013 0.876 0.124
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Diversidad genética. La Heterocigosidad
observaday esperadatuvounavariaciénde0.063
a 0.310 y de 0.061 a 0.348, respectivamente,
lo que sugiere que hay una variacion genética
considerable entre las poblaciones, pero, al
interior de las mismas no se percibe evidencia
de que estas hayan estado sometidas a alguna
fuerza genética como seleccidon, mutacién, u
otra (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas para
el gen bGH en algunos Municipios del
Departamento de Antioquia.

Municipio N Ho He Valor P
Medellin 95 0.211 0.189 0.593
Belmira 72 0.194 0.199 1.000
Bello 121 0.306 0.260 0.297
Don Matias 36 0.083 0.081 1.000
Entrerrios 317 0.167 0.174 0.507
Envigado 16 0.063 0.061 1.000
La Unidn 126 0.198 0.204 0.665
Marinilla 29 0.310 0.348 0.595
Rionegro 121 0.281 0.253 0.470
San Pedro de los Milagros 419 0.251 0.247 1.000
Santa Rosa de Osos 14 0.214 0.191 1.000
Total 1366 0.223 0.218 0.713

*p<0.05, Ho: Heterocigosidad Observada, He: Heterocigosidad espe-
rada, N: Tamafio Muestral.

En ninguno de los municipios evaluados
se encontraron evidencias suficientes para
suponer desvios significativos (p>0.05) en el
equilibrio de Hardy Weinberg, por lo tanto no
hay evidencias para suponer cambios en las
frecuencias genotipicas de una generacion a
otra (Tabla 3).

Estructura y diferenciacion genética de
las poblaciones. El estadistico Fst para la
poblacion total fue 0.0068 con un valor de
significancia p=0.0107, indicando que algunas
de las poblaciones se han diferenciado, aunque
la magnitud de la diferenciacion genética es baja
segun los rangos propuestos por Wright (19).

Los Fstpareados por municipios, estuvieron entre
0.00 y 0.130, con algunos valores significativos
(Tabla 4); indicando diferenciacién baja 6 media
en algunos casos, y ausencia de significancia
en la diferenciacion de algunas poblaciones
pareadas. Los valores de Fst pareados entre
las poblaciones Marinilla-Envigado (0.11) vy
Marinilla-Don Matias (0.13) presentaron una
diferenciacion Media y significativa segun los
rangos propuestos por Wright (19).

El valor de Fis promedio obtenido fue de
-0.02527, pero no fue significativo (p>0.05),
del mismo modo los valores de Fis por municipio
carecieron de significancia (p>0.05), por lo
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Tabla 4. Estadistico FST calculado entre diferentes pares poblaciones del Departamento de Antioquia.
Poblacién Medellin Belmira Bello MI:‘t)irz‘ls Entrerrios Envigado La Unién Marinilla Rionegro San pedro
Medellin
Belmira -0.0060
Bello 0.0052 0.0018
Don Matias 0.0155 0.0194 0.045%*
Entrerrios -0.0030 -0.0030 0.013* 0.0102
Envigado 0.0135 0.0171 0.0427  -0.0216 0.0085
La Unién -0.0042 -0.0054 0.0021 0.0210 -0.0008 0.0192
Marinilla 0.048% 0.039% 0.0075 0.130% 0.072% 0.1102%  0.0391%*
Rionegro 0.0037 0.0005 -0.0041  0.043* 0.011% 0.0400% 0.0009 0.0100
S. Pedro 0.0032 0.0005 -0.0024  0.0361 0.0093 0.0356 0.0010 0.0156 -0.0026
S. Rosa -0.0209 -0.0217  -0.012%  0.013* -0.0183 0.0122 -0.0199 0.0182 -0.0131 -0.013
*: p<0.05.
tanto no es posible asumir tendencias a la DISCUSION

endogamia, ni a la exogamia en la mayoria
de los municipios analizados, a excepcion del
Municipio de Don Matias que fue el Unico que
presentd un Fis significativo, con un valor de
-0.0294, indicando una pequefia tendencia a la
exogamia en esta poblacién (Tabla 5).

Tabla 5. indice FIS para cada una de las poblaciones
y el valor promedio para la poblaciéon total
(1023 permutaciones).

Municipio F1s Valor P
Medellin -0.1124 1.0000
Belmira 0.0226 0.6119
Bello -0.1765 1.0000
Don Matias -0.0294 0.0450**
Entrerrios 0.0402 0.3578
Envigado 0.0000 1.0000
La Unidn 0.0298 0.4956
Marinilla 0.1250 0.4311
Rionegro -0.1054 0.9501
San Pedro de los Milagros -0.0130 0.6627
Santa Rosa de Osos -0.0833 0.1144
Promedio -0.02635 0.8758
FIT -0.01964 0.8182

El estadistico FIT obtenido fue de -0.0207, pero
no fue significativo (p>0.05) y por tanto no se
tienen argumentos suficientes para suponer
una tendencia a la exogamia en la poblacion
total (tabla 5).

Flujo Génico. El valor medio de flujo de genes
representado como Nm (Numero de migrantes)
fue de 36, un valor muy alto considerando
que la tasa efectiva de migraciéon de mas de
un inmigrante por generacion, es suficiente
para evitar una diferenciacion por efectos de
deriva génica. La baja diferenciacién genética
(FST) vy la alta tasa efectiva de migracién (Nm)
observada en estas poblaciones puede estar
relacionada directamente con la utilizacion de
inseminacion artificial y la comercializacion de
vacas entre los diferentes municipios.

Las poblaciones evaluadas en el departamento
de Antioquia no presentaron desviaciones
significativas (p>0.05) del equilibrio de Hardy-
Weinberg para el gen de bGH, lo que parece
indicar que dichas poblaciones no han sido
sometidas a un proceso fuerte de seleccion
sobre este gen recientemente, de tal manera
que no se ha perturbado el equilibrio de una
generacion a la siguiente. Los resultados
obtenidos concuerdan con los encontrados por
Gorbani et al (20) en el 2009 al evaluar 183
toros iranies, pero difieren de los encontrados
por Mohammadabadi et al (21) en 2010 al
usar el gen bGH en toros Iranies, pero con
la enzima de restriccion Alul. En Colombia
Echeverri et al (22) en el 2010 no encontraron
diferencias significativas entre las frecuencias
alélicas ni genotipicas entre fincas, al evaluar
165 vacas Holstein en diferentes municipios
del Departamento de Antioquia (Colombia).
Usme en el 2009 reportd equilibrio HW en el
departamento de Antioquia con el gen de
kappa-caseina (23).

La heterocigosidad puede ser utilizada como
un indicador de diversidad genética y en el
presente trabajo tomd valores de medios a bajos
(Tabla 3) de acuerdo a la poblacion. Resultados
similares se han encontrado en diferentes
estudios (14, 20 y 22) con heterocigosidades
mayores para este polimorfismo (MspI) solo
reportadas en Bos indicus (20). Con respecto a
la heterocigosidad observada y esperada no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05)
en ninguno de los municipios, ni en la poblacion
total (Tabla 3), por lo tanto no se puede asumir
que haya déficit o exceso de heterocigotos.
La mayor heterocigosidad encontrada se
presenté en Marinilla (h=0.310), lo que indica
que dicha poblacién presenta una diversidad
genética importante posiblemente por que en
esta poblacién no se han realizado esfuerzos
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importantes en la seleccién de animales. Los
municipios de Don Matias y Envigado presentaron
valores de heterocigosidad muy bajos (0.083
y 0.063) indicando una muy baja variabilidad
genética, posiblemente por seleccién indirecta,
en dichas poblaciones de importancia en la
produccion de leche. En el caso de Don Matias,
el estadistico FIS fue negativo mostrando una
pequefia tendencia a la exogamia que deberia
corresponder a un aumento en la diversidad
sobre dicha poblacion, pero que es tan pequefio
que puede no haber sido suficientemente fuerte
para mostrar un cambio en la heterocigosidad.

Los resultados del presente estudio mostraron
que el alelo MspI (+) fue mas frecuente que el
(-) (0.876 vs 0.124) en la poblacion total, y se
comporté de manera similar en las diferentes
subpoblaciones variando de 0.776 a 0.969
para el alelo (+), y de 0.031 a 0.224 para el
alelo (-), lo que parece indicar una variabilidad
media entre municipios. En Colombia Echeverri
et al (22) encontraron frecuencias alélicas de
0.85 para el alelo MspI* y 0.15 para el MspI
en el departamento de Antioquia, valores que
se encuentran entre los rangos encontrados
en este trabajo. Datos similares han sido
reportados no solo en la raza Holstein sino en
la mayoria de razas europeas que difieren en
mucho a las frecuencias encontradas en los Bos
indicus (20).

Las frecuencias genotipicas mostraron
que la mayoria de los animales (76.4%)
fueron homocigotos (+/+), el 22.3% fueron
heterocigotos y solo un pequefio porcentaje
(1.3%) fueron homocigotos (-/-). Estos hallazgos
fueron similares a los reportados previamente
en ganado Holstein lechero (20) en los cuales se
encuentra una muy alta proporcién del genotipo
(+/+) con una muy baja frecuencia del genotipo
homocigotico (-/-), lo que parece indicar una
tendencia a la fijacién del alelo (+), posiblemente
por la seleccién lenta e indirecta sobre el gen
que posibilita la prevalencia de una forma
alélica, pero que no es lo suficientemente fuerte
y directa para ser reconocida en una prueba de
Hardy Weinberg, ya que las variaciones alélicas
para el alelo (+) que se encuentra en mayores
proporciones no llega a ser significativa. En
los municipios de Don Matias, Bello, Medellin y
Envigado no se encontro el genotipo (-/-), y las
frecuencias alélicas muestran una prevalencia
de el alelo (+) llegando incluso a valores de
96.9% lo que indica que el alelo se encuentra
casi fijado (Tabla 2).

Las diferencias en las frecuencias encontradas
también hablan de la seleccion indirecta que
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se ha generado en los diferentes municipios,
principalmente por el apareamiento dirigido.

Los valores obtenidos de Fis y Fir no fueron
significativos posiblemente porlaaltavariabilidad
encontrada dentro de las subpoblaciones y
dentro de la poblacion total, por lo tanto, no
es posible inferir alguna conclusién sobre
tendencias a la endogamia y a la exogamia en
ninguno de los niveles.

La poblacién total presentd una pequefia
diferenciacién (Fst=0.0068) significativa
(p<0.05) para el gen de bGH-MspI, es decir,
que por lo menos hay dos poblaciones que
se encuentran bien diferenciadas entre si, lo
cual significa que Antioquia no se comporta
como una Unica poblacién. Los valores de
Fst pareados permitieron determinar de que
forma se presenta la estructuracion entre
municipios (Tabla 4). De acuerdo a lo anterior
se pudo determinar que Marinilla presenta las
mayores diferencias entre poblaciones con 6
diferencias significativas, ademas su valor de
FST pareado fue el mayor (0.13) al compararse
con el municipio de Don Matias, mostrando
una diferenciacion moderada entre estos (19).
Tal diferenciacion en Marinilla se pudo haber
generado por el aislamiento que presenta esta
poblacién con respecto a las demas y por la
falta de programas de seleccidon. Las demas
poblaciones presentaron diferencias muy bajas
y solo unas pocas fueron significativas, por
tal motivo el valor de flujo genético fue muy
alto (Nm=36), teniendo en cuenta que solo es
necesario un inmigrante por generacién para
evitar la diferenciacion por deriva genética.

Los programas de inseminacion, en los que
es posible integrar semen de toros de todo el
mundo, derriban las barreras geograficas vy
aumentan el flujo genético, pero en algunos
casos los sistemas de produccion no permiten
que todas las poblaciones tengan acceso a
estos programas y se pueden generar barreras
de flujo entre poblaciones y por lo tanto una
diferenciacién genética.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
postulan al gen de bGH-MspI como un candidato
interesante para la evaluacién de caracteristicas
de importancia econémica en Colombia, ya que
este no ha sido sometido a procesos de seleccién
de manera directa, presenta variabilidades
medias en las frecuencias alélicas de algunas
poblaciones y es de gran importancia por su
papel en la lactancia, incluso puede generar
resultados satisfactorios si se determina el
genotipo superior para estas condiciones, con
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respecto a alguna caracteristica de importancia
econdémica.

Teniendo en cuenta lo anterior, se debe tener en
cuenta que para el desarrollo de un programa de
seleccidn asistido por marcadores moleculares,
es pertinente realizar la evaluacién a nivel local
sobre el genotipo mas deseado por su relacion
con parametros productivos, debido a que los
reportes son ambiguos (9,14,24) y pueden
ser variables de acuerdo al lugar donde son
evaluados y a la raza de los animales (24).
Ademas, en Colombia no se han reportado
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asociaciones significativas entre el alelo MspI
posiblemente porque la Unica investigacion
llevada a cabo por Echeverri et al (22), no
poseia un numero de animales que permita
lograr la significancia deseada.
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