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RESUMEN

Se caracterizd la poblacién bovina Guaymi
con un panel de 27 microsatélites seleccionados
a partir de las recomendaciones hechas por la
FAO/ISAG. Se analizaron muestras aleatorias de
ADN obtenidas de la poblacién bovina criolla
Guaymi que se encuentran ubicadas en el area
que comprende la comarca indigena Ngébe-Buglé
en la zona montafiosa de la provincia de Chiriqui
enlaRepublicade Panama. Para cada microsatélite
se calcularon el contenido de informacion
polimérfica (PIC), el nUmero medio de alelos (Na),
la heterocigosis observada (Ho), la heterocigosis
esperada (He), el estadistico F g, y equilibrio Hardy-
Weinberg (HWE). Ademas se calculd si existia
cuello de botella en esta poblacion. Los valores
obtenidos fueron: PIC: 0,6899; Ne: 4,04; He: 0,7243;
Ho: 0,7088; F: 0,0356. Se observaron tres
microsatélites en desequilibrio (p<0,05). Los valo-
res encontrados se consideran dentro de los
rangos obtenidos en otras poblaciones criollas,
exoticas y autoctonas espafiolas. Se requiere
realizar estudios mas detallados de estas pobla-
ciones y su relacion con otras poblaciones bovi-
nas. No se observa cuello de botella en el pasado
reciente de esta poblacion.

SUMMARY

Guaymi creole cattle were characterized by a
27 microsatellite panel, selected from a
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recommendation of FAO/ISAG. Random samples
of DNA were taken from Guaymi creole cattle
population in the highlands of the Chiriqui province
in Ngbbe-Buglé region in the Panama Republic.
From each microsatellite, was calculated the
polymorphic information content (PIC), mean
number of alleles (Na), observed heterozygosity
(Ho), expected heterozygosity (He), the F_ statistic,
the exact test for Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE). Besides a bottleneck study was calculated
in this population. The result of the analysis show
aPIC:0.6899; Ne:4.04; He: 0.7243; Ho: 0.7088; F ..
0.0356. Three microsatellites were in unbalance
(p<0.05). The results are considered in the same
range of values from other creoles, exotics and
Spanish native populations. It requires more detailed
studies of these populations and its relation to
other cattle populations. No bottleneck was
showed in the recent past.

INTRODUCCION

Los primeros informes oficiales de en-
trada de bovinos en Panama se observan en
laCédula Real de Burgos del 6 de septiembre
de 1521, desde laislade Santiago (Jamaica)
a solicitud de Pedro Arias de Avila, de
importar cincuentareses y otros bastimentos
para repartir entre los vecinos de la ciudad

Arch. Zootec. 60 (231): 767-775. 201 1.



VILLALOBOS CORTES, MARTINEZ, VEGA-PLAY DELGADO

(Archivo General de Indias, 1521). Araizde
este hecho y con la rapida proliferacion de
estos animales dentro del nuevo territorioy
la fundacion de nuevas ciudades, se lleva-
ron acabo migraciones desde Panamé hacia
el oeste llegando hasta Chiapas, México y
desde Panama hacia la regién de Pert en
Suramérica (Archivo General de Indias, 1532;
Cortés, 2002). En Panama existen dos pobla-
ciones criollas, la Guabal4 que se encuentra
ubicada en manos de productores privados
en zonas de tropico humedo a nivel del mar
en laprovinciade Chiriqui y que fue identi-
ficadaen el ano 2006 (Villalobos et al.,2009)
y la Guaymi que esta en manos de produc-
tores de la region indigena Ngobe-Buglé.
Ambas poblaciones son de gran importan-
cia dentro de los estudios de biodiversidad
y su potencial utilizacién en la producciéon
animal de tipo ecologico. Las ultimas pobla-
ciones de bovinos criollos Guaymi se en-
cuentran ubicadas en el area que compren-
de la comarca indigena Ngobe-Buglé en la
zona montafiosa de la provincia de Chiriqui
y se han identificado una diversidad de
colores de la capa como berrendo en negro,
berrendo colorado, cenizo, negro, negro
cariblanco y presenta gran diversidad en el
tamafio de pelo. El tamafio medio de estos
animalesesde 1,20 malaalturadelacruzy
1,79 m de longitud corporal. El peso medio
al nacimiento es de 27 y 28 kg hembras y
machos respectivamente y un peso medio
de465kgenestado adulto (Villalobos,2010).
Esta poblacion de animales convive con las
comunidades indigenas Ngobe-Buglé en la
que existe un importante aislamiento geo-
grafico de la zonas urbanas, no hay caminos
de acceso y se practica una agricultura de
subsistencia con altos niveles de pobreza.
Estos animales son aprovechados como
fuente de proteina animal ya que debidoala
llegada de las poblaciones bovinas a Pana-
maen 1521, se han logrado adaptar perfec-
tamente al medio y no requiere manejo sani-
tario especializado, ademas por su alta fer-
tilidad requiere un minimo manejo repro-
ductivo. Aprovechan pastos de baja cali-

dad y se observan en zonas a nivel del mar
y por encima de los 1000 metros. Por su gran
capacidad de adaptacion, estos bovinos
criollos serian muy importantes para los
sistemas de produccion de carne y en siste-
mas de cruzamientos donde se requiera un
componente de adaptacion y resistencia
ambiental. En cuanto a la cantidad de bovi-
nos Guaymi en el territorio panamefio, se
estima que existen menos de 1000 hembras,
por lo que se encontrarian en la categoria de
poblacion en peligro segtin la clasificacion
delaFAO (2000). Los marcadores molecu-
lares tipo microsatélites de ADN han sido
utilizados para estudios de caracterizacion
y diversidad genética, relaciones genéticas
entre poblaciones, influencia de una raza
sobre otra (admixture), pruebas de paterni-
dad, consanguinidad y cuellos de botella
genéticos entre otros (Spencer et al., 2000;
Quiroz et al., 2004; Martinez et al., 2005;
Quiroz et al., 2007). El objetivo de este
trabajo es caracterizar genéticamente, la
poblacion bovina Guaymi mediante micro-
satélites y determinar si existe cuello de
botella.

MATERIALY METODOS

Enel presente trabajo se estimaron algu-
nos parametros de diversidad genéticaen la
poblaciéon bovina Guaymi con un panel de
27 microsatélites seleccionados a partir de
las recomendaciones hechas por la FAO/
ISAG (Food and Agriculture Organization/
International Society of Animal Genetics)
para realizar estudios de biodiversidad ge-
néticabovina (FAO,2004). Latabla I mues-
tra los datos generales de los microsatélites
utilizados.

Se analiz6 el ADN obtenido de un mues-
treo aleatorio de 50 hebras de pelo delazona
caudal de 36 individuos de las poblaciones
bovinas criollas Guaymi en la region occi-
dental de larepublica de Panama, dentro de
la Comarca Ngobe-Buglé (8° 26" de latitud
Norte y 81° 51" longitud Oeste); en el La-
boratorio de Genética Molecular Aplicada
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del Grupo de Investigacion AGR-218 de la
Universidad de Cordoba. Se tomaron 10
hebras de pelo con foliculo de la zona caudal
de los animales muestreados, seguidamen-
te se procedid a la extraccion de ADN utili-
zando el kit BLOODCLEAN (Biotools-
Biotechnological & Medical Laboratorios,
S.A). Los microsatélites se amplificaron
mediante latécnica de lareaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) segtin la metodolo-
giade Martinez et al. (2000). Los fragmentos
obtenidos de la PCR se separaron por medio
de una electroforesis en un gel de poliacri-
lamida utilizando un secuenciador automa-
tico ABI Prism 377XL (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Seutiliz6 el reactivo
comercial Reprogel™ 377 (Amersham
Pharmacia Biotech) de acrilamida/bisacri-
lamida con una concentracion final de 6%,
que contiene un desnaturalizante a base de
Urea, un iniciador para luz ultravioleta y
TBE. Se disefaron varias reacciones deno-
minadas multiplex (M1-7) para reducir el
numero de reacciones y los costes de los
experimentos. Con el programa Genescan
(Genescan 672 v.3.1.2) se analizaron los
datos obtenidos del secuenciador automa-
tico que proporciona informacion del tama-
fio de los fragmentos estudiados. El empleo
del secuenciador automaticoy de las aplica-
ciones informaticas, ofrecen la posibilidad
de marcar los cebadores de ADN con
fluorocromos de tres colores diferentes (ama-
rillo, azul y verde), usando un cuarto color
(rojo) que marca un estandar de tamafos.
Una vez que se ha calculado el tamafio de
cada banda se seleccionan aquellas que
representen un alelo y las demas se descar-
tan y se procede a enviar al programa
Genotyper 3.7 NT. El programa Genotyper,
analiza las graficas de las bandas obtenidas
con el programa Genescan e identifica los
diferentes alelos presentes en cada uno de
los microsatélites.

La metodologia estadistica utilizada se
basé en el calculo de la variabilidad genéti-
ca intrapoblacional y la determinacion del
cuello de botella. Para evaluar la variabili-

dad genética de la poblacion Guaymi, se
calcularon los siguientes parametros: la he-
terocigosis observaday esperada (He, Ho),
total de alelos por poblacion (Ap), nimero
efectivo de alelos (Ne), el contenido de
informacion polimarfica (PIC) y las desvia-
ciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
por poblacién. Para calcular las frecuencias
alélicas, las heterocigosis y el valor de Fis
(Wright, 1965; Weir and Cockerham, 1984)
seutilizé el programa Genetix v. 4.02 (Belkhir
et al.,2003). Para el cédlculo del equilibrio
Hardy-Weinberg (HW) se utiliz6 el progra-
ma Genepop v.3.1c (Raymond and Rousset,
1995) mediante la aplicacion del test exacto
de Fisher usando el método en cadena de
Monte Carlo Markov, dememorizacion=
5000, 100 lotes y 10000 iteraciones por lote
(Guo and Thompson, 1992). Para el calculo
del Contenido de Informacion Polimorfica
(PIC) de cada microsatélite se aplic6 la for-
mula propuesta por (Botstein et al., 1980)
empleando el complemento The Excel
Microsatellite Toolkit (Park,2001), utilizan-
doel programa MS EXCEL® 2003.

Para estimar si la poblacion ha sido afec-
tada por una disminucién en su tamafio y la
generacion de un cuello de botella, se utili-
zaron dos métodos. El primer método se
basa en tres pruebas que son: la de signos,
de diferencias estandarizadas y de rangos
de Wilcoxon, que se utilizan para determinar
el exceso de Heterocigosis (Cornuet and
Luikart, 1996). El otro método, es unarepre-
sentacion grafica del indicador de cambio
de moda (Luikart et al., 1998). Este consiste
en agrupar alelos de una muestra con un
minimo de 5 /oci polimdrficos en un
histograma de frecuencias de 10 clases. La
conclusién que una poblaciéon ha sufrido
cuello de botella se basa en que pocos
alelos se encuentren en la frecuencia mas
baja en relacion a las frecuencias medias y
altas. La distribucion de H bajo el modelo
de mutacion y deriva para cada locus y
poblacion fue obtenida mediante la simula-
cidon de un proceso de coalescencia (el tiem-
po en el que se lleva a un ancestro comun).
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Debido a que un microsatélite puede evolu-
cionar a través de mutaciones, se utilizaron
tres modelos: El modelo de alelos infinitos
(IAM) que asume que cada mutacion pro-
duce un alelo nuevo, diferente a los que
previamente existian (Kimura and Crow,
1964). El modelo de mutacidon por pasos
SMM, es un modelo estricto en el cual los
cambios se realizan un paso hacia delante o
hacia atras, conigual probabilidad (Otaand
Kimura, 1973). Ambos modelos, el [AM y
SMM son modelos extremos dentro del ran-
go de posibles modelos de mutacién. El
modelo de mutacion de dos fases TPM (Di
Rienzoetal.,1994), esunmodelo intermedio
entre ambos [AM y SMM, se aplic6 combi-
nando 70% SMM y 30% (Luikart and
Cornuet, 1998). Para analizar los tres mode-
los se utilizé el programa informatico
Bottleneck v1.2.02, http://www.ensam.
inra.fr/URLB (Piryetal., 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontrd que la desviacion de equi-
librio de Hardy-Weinberg fue estadistica-
mente significativa (p<0,05) para los loci
BM2113,HEL9yHAUT24(3/27)conlo cual
estariamos estimando que la poblacion
Guaymi tiene menos microsatélites desequi-
librados que los encontrados en la pobla-

cioén Guabala (Villalobos et al., 2009). Es
importante que en la mayoria de los loci
estudiados exista este equilibrio, dado que
es prerrequisito para realizar evaluaciones
posteriormente, como el uso de modelos
bayesianos (Pritchard et al.,2000). El nume-
ro medio de alelos obtenido fue de 7,4 y un
total de alelos en la poblacion de 202; el
locus con mayor valor fue TGLA227 con
0,8553 y el menor valor se encontrd en
INRA35con0,4048. Todos los marcadores
empleados estuvieron en la categoria de
altamente informativos, a excepcion de
HEL13 e INRA35 quienes mostraron valo-
res medianamente informativos de 0,455 y
0,405 respectivamente. Los valores de hete-
rocigosis media esperada y observada fue-
ronde 0,7346y0,7088 respectivamente. La
heterocigosis media esperada y heterocigo-
sis media observada, el nimero medio de
alelosy el valor de Fis. La tabla IT muestra
que los valores de He son mayores a los
publicados para las razas Hereford (0,589),
Mostrenca (0,593), Criollo Patagdnico
(0,611), Guabala (0,646), Criollo Argentino
(0,651)yPajunacon0,706. Por otro lado son
menores a los reportados en las poblacio-
nes criollas colombianas, BON (0,800)
Romosinuano (0,780)y Costefio (0,770). En
lo que se refiere a Ho la poblacion Guaymi
resultd con el segundo valor més alto (0,709)

Tabla II. Media de valores de variabilidad genética de bovino criollo Guaymi y otras
poblaciones autoctonas criollas y exoticas. (Average values of genetic variability of creole Guaymi

cattle and other native and exotic populations).

Poblacion Loci He Ho Ne Fis Ref.

Guaymi 27 0,734 0,709 4,04 0,036 Este trabajo

Guabala 27 0,646 0,626 3,51 0,050 Villalobos et al., 2009
Argentino 27 0,651 0,666 3,20 0,066 Martinez, 2008
Patagonico 27 0,611 0,579 2,88 -0,009 Martinez, 2008
Hereford 27 0,589 0,559 - 0,073 Quiroz-valiente, 2007
Pajuna 27 0,706 0,683 3,60 0,046 Quiroz-valiente, 2007
Mostrenca 27 0,593 0,606 2,69 -0,010 Quiroz-valiente, 2007
Romosinuano 12 0,780 0,590 - 0,25 Barrera et al., 2006
Costefio 12 0,770 0,640 - 0,16 Barrera et al., 2006
BON 12 0,800 0,720 - 0,10 Barrera et al., 2006

Archivos de zootecnia vol. 60, num. 231, p. 771.
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detrasdelaBON (0,720) En lo que se refiere
al Ne, la poblacion Guaymi presenta los
valores mas altos (4,04) mayor a la Pajuna
que reporta un valor de Ne de 3,60 seguido
del Guabala con 3,51 (Barreraetal.,2006;
Quiroz-Valiente, 2007; Martinez, 2008;
Villalobosetal.,2009). Cabe destacar que la
poblacion Guaymi presenta una mayor di-
versidad genética que la poblacion, Guabala
aunque no se debe descartar que podria
existir una alteracidon de estos indices por
efecto de las razas cebuinas y exoticas que
influenciaron a las poblaciones criollas en
Latinoamérica, con cruzamientos mal dirigi-
dos como el caso de Panama en el afio 1914
(Jaén, 1998). El valor de Fis reportado mues-
tra que esta poblacion presenta bajos indi-
ces de endogamia y son susceptibles, toda-
via, de ser recuperadas y montar programas
de conservacion, reestructuracion y mejo-
ramiento en beneficio de las poblaciones
indigenas de las que depende para su sub-
sistenciay ademas ser utilizadas como fuen-
te de variabilidad genética en sistemas de
cruzamientos donde se requiere un tipo
animal que aporte resistencia y rusticidad,
como es el caso de los sistemas de doble
propdsito, que aprovechan la produccién
de leche y carne en las zonas tropicales.
Los resultados de los analisis de cuello
debotella (tabla IIT) muestran diferencias en
cuanto a las probabilidades en las pruebas
y modelos que fueron utilizados. En el caso
de la prueba de signos, el nimero esperado

de loci con exceso de heterocigosis y las
respectivas probabilidades fue de 16,01;
16,21y16,01,y 0,0037;0,4397y 0,0000 para
los modelos IAM, TPM y SMM respectiva-
mente. En este caso se rechaza la hipdtesis
nula en el modelo IAM y SMM. En cuanto
a la prueba de diferencias estandarizadas,
se observa que se rechaza la hipotesis nula
enlosmodelos IAMy SMM (0,0006y 0,0000)
pero no en el TPM (0,3252). La prueba de
rangos de Wilcoxon mostré rechazo en la
hipotesis nulaen el modelo IAM (0,0005) y
no se mostroé rechazo en el modelo TPM
(0,1010)y SMM (0,9995). Como el modelo
IAM muestra rechazo en la hipdtesis nula
(p<0,05), se concluye que el equilibrio de
mutacidn y deriva no se cumple. Di Rienzo
etal.(1994) observaron que el modelo IAM
se ajusta mejor que el SMM cuando se trata
de microsatélites dinucleotidicos por lo que
los resultados que obtenemos con este
modelo son mas creibles que los otros.
Enlo que serefiere al andlisis de cambio
de moda (figura 1), se observan contradic-
ciones con el modelo anterior ya que mostro
laexistencia de unaalta proporcion de alelos
en las frecuencias alélicas mas bajas, por lo
que segun el mismo, las poblaciones bovi-
nas Guaymi no han sufrido cuello de botella
en el pasado reciente. Mediante el analisis
de cuello de botella se confirma que la po-
blacidén bovina Guaymino ha sufrido cuello
de botella en el pasado reciente. Estos re-
sultados son similares a los reportados por

Tabla I11. Pruebas de hipotesis nula con tres modelos de evolucion de microsatélites. (Tests
of null hypothesis with three models of microsatellite evolution).

Prueba/Modelo IAM TPM SMM
Prueba de signos: numero de loci

con exceso de heterocigosis (probabilidad) 16,01 0,0037* 16,21 0,4397 16,01 0,0000*
Prueba de diferencias estandarizadas:

T, Valores (probabilidad) 3,25 0,0006* 045 0,3252 -4,75 0,0000*
Prueba de rangos de Wilcoxon 0,00005* 0,10107 0,9995

*Rechazo de hipétesis nula.

Archivos de zootecnia vol. 60, num. 231, p. 772.



CARACTERIZACION GENETICADEL BOVINO CRIOLLO GUAYMI

Proporcion de alelos
©c o o o o o o
- N ow A N

o =

0 02 04 0.6 08 1 12

Frecuencias Alelicas

Figura 1. Andlisis de cambio de moda para
prueba de cuello de botella en bovino criollo
Guaymi. (Analysis of change in mode for testing
bottleneck in Guaymi criollo cattle).

Quiroz-Valiente (2007) quien encontr6 in-
fluencia cebuinas en los bovinos criollos de
Chiapas (24%) y Nayarit (10%) lo que refor-
zaria la posible presencia de alelos nuevos
en el proceso de formacion de estas pobla-
ciones antes de su posterior aislamiento
geografico o el posible movimiento de ani-
males hacia las montafas por parte de los
propios indigenas, por lo que el estudio
comparativo mediante otras técnicas como
modelos de distancias genética, arboles de
relaciones o NeighborNet y modelos
bayesianos (Nei, 1972; Pritchard et al.,2000;
Huson and Bryant, 2006) serian tutiles para
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