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Summary

The Holstein breed, widely used in Antioquia’s dairy industry, has undergone genetic changes due to
selection that have affected the frequencies of some polimorphisms within important genes. Objective: to
identify polymorphism changes in the prolactin Rsal (PRL-Rsal) locus and to characterize the structure
and allelic distribution within the Holstein population in Antioquia. Methods: a total of 1.462 Holstein
cows from 11 subpopulations (municipalities) of Antioquia were used. The ADN was extracted from
leucocytes using the salting-out method and genotyping was performed by PCR-RFLP. Genetic diversity
was determined by heterozygosity. The Hardy-Weinberg equilibrium (HW) and the genetic differentiation
among populations were performed using the Arlequin 2.0 software. Allelic and genotypic frequencies
were assessed with the SAS 9.2 statistical software. Results: the genotypic frequencies found were 0.695
(AA), 0.276 (AB), and 0.029 (BB), while the frequencies of the A and B alleles were 0.833 and 0.167,
respectively. There were no deviations from HW equilibrium in any population. Genetic diversity among
populations, expressed in terms of heterozygosity, showed a medium value (Ho=0.276). The F ; value of
the entire population was significant, indicating genetic differentiation. In addition, some matched FST
showed high differentiation. The F  and F,; parameters were not significant, suggesting that population
endogamy or exogamy is not occurring. Conclusions: the bovine PRL-Rsal polymorphism is a suitable
marker to evaluate characteristics of economic importance and apparently it has not been influenced
by selection pressure. In fact, a significantly high variability (p<0.05) in allele frequencies was observed
within the Antioquian Holstein cattle subpopulations.

Key words: genetic differentiation, Hardy-Weinberg equilibrium, PCR-RFLP, single nucleotide
polymorphism.
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Resumen

La raza Holstein en Antioquia ha sido utilizada ampliamente por la industria de lecheria especializada,
lo cual ha generado cambios genéticos en las diferentes poblaciones debido a algunas fuerzas de seleccion
que han afectado las frecuencias de algunos alelos en genes de importancia economica. Qbjetivo:
determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de un polimorfismo del exon 4 del gen de prolactina
bovino (PRL) en el cual se genera un sitio polimorfico para la endonucleasa de restriccion Rsal y a partir
de estas frecuencias estimar algunos parametros de estructura poblacional en ganado Holstein. Métodos:
el estudio se llevo a cabo en 1.462 vacas Holstein de 11 subpoblaciones (municipios) del departamento
de Antioquia. Se extrajo ADN de leucocitos de sangre periférica por el método de Salting out y se realizo
la genotipificacion mediante la técnica de PCR-RFLPs. La diversidad genética se expreso mediante las
heterocigosidades. Se determino adicionalmente el equilibrio de Hardy-Weinberg y la estructuracion
genética poblacional mediante el software Arlequin 2.0. Las frecuencias alélicas y genotipicas se evaluaron
mediante el paquete estadistico SAS 9.2. Resultados: las frecuencias genotipicas encontradas fueron
0.695 (AA), 0.276 (AB) y 0.029 (BB) y las frecuencias alélicas 0.833 (A) y 0.167 (B). No se encontraron
desviaciones del Equilibrio de Hardy-weinberg en ninguna poblacion. La heterocigosidad fue media entre
poblaciones (Ho=0.276). El valor de F, de toda la poblacion fue significativo, indicando estructuracion
genética. Los estadisticos F .y F,; no fueron significativos, por tanto no es posible asumir endogamia o
exogamia en las poblaciones teniendo como referencia este polimorfismo. Conclusiones: el polimorfismo
en el exon 4 del gen de la prolactina bovina es un marcador interesante para evaluar caracteristicas de
importancia economica, ya que este no parece haber sido sometido a seleccion directa, presenta frecuencias
alélicas muy variables entre poblaciones, con diferenciacion significativa e incluso muy alta entre algunas
subpoblaciones (p<0.05).

Palabras clave: diferenciacion genética, equilibrio de Hardy-Weinberg, PCR-RFLP, polimorfismo de
nucleotido simple.

Resumo

A raca Holandesa em Antioquia tem sido muito utilizada pela industria leiteira especializada, isto tem
gerado mudancas genéticas nas diferentes populagoes devido a algumas forcas de selecio que tem afetado
as frequéncias de alguns alelos em genes de importincia econdomica. Objetivo: determinar as frequéncias
alélicas e genotipicas de um polimorfismo no exon 4 do gene da prolactina bovina (PRL) no qual se
gera um sitio polimorfico para a endonuclease de restricdo Rsal e com essas frequéncias estimar alguns
pardmetros da estrutura populacional no gado Holandés. Métodos: o estudo foi realizado em 1.462 vacas
da raca Holandesa de 11 subpopulagoes (municipios) de Antioquia. A extracdo do ADN se fez pelo
método de Salting Out e a genotipagem foi realizada pela técnica PCR-RFLP. A diversidade genética foi
determinada mediante as heterozigosidades, e o equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) e a diferenciacdo
genética entre as populagoes foram realizadas usando o software Arlequin v. 2.0. As frequéncias alélicas e
genotipicas foram analisadas com o programa estatistico SAS v. 9.2. Resultados: as frequéncias genotipicas
encontradas foram 0.695 (AA), 0.276 (AB) e 0.029 (BB) e as frequéncias alélicas 0.833 (A) e 0.167 (B).
Ndo se encontraram desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg nas subpopulacées. A diversidade genética
expressada como a heterozigosidade observada foi media entre toda a populacio (Ho=0.276). O valor de
F, de toda a populagio foi significativo indicando estruturacdo genética. Os estatisticos F, e F,; ndo
foram significativos, por tal razdo ndo foi possivel assumir endogamia ou exogamia nas subpopulagaes.
Conclusées: 0 SNP no exon 4 do gene da prolactina bovina é um marcador interessante para avaliar
caracteristicas de importincia econémica, ja que este ndo parece ter tido um processo de selecdo direta,
alem, tem frequéncias alélicas muito varidaveis entre as diferentes subpopulacoes, com diferenciacdo
significativa e ainda muito elevada entre as subpopulacées avaliadas (p<0.05).

Palavras chave: diferenciacdo genética, Hardy-Weinberg, PCR-RFLP, polimorfismo de nucleotideo
simples.
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Introduccion

La raza Holstein ha sido ampliamente utilizada
por la industria lechera de Colombia, lo que ha
generado cambios genéticos en las subpoblaciones,
debido a las diferentes presiones de seleccion
propias de los distintos sistemas de produccion y sus
condiciones técnicas. En la actualidad se conocen
un amplio niimero de marcadores genéticos que
pueden ser usados para evaluar la diferenciacion
poblacional (Lirén et al, 2002). Entre estos
marcadores se encuentran algunos relacionados con
parametros productivos en ganado de leche (Bedoya
et al., 2001), como es el caso del polimorfismo
de un solo nucledtido o SNP que se encuentra
localizado en el gen de la prolactina Bovina
(Khatami et al., 2005).

El gen de la prolactina bovina estd localizado
en el cromosoma 23, conformado por 5 exones y
4 intrones (Brym et al., 2007), que codifican para
una proteina madura de 199 aminoacidos con un
peso molecular de 23 KDa (Cao et al., 2002). Este
gen presenta un polimorfismo que consiste en una
transicion silenciosa de Adenina-Guanina en el codén
para el aminoécido 103 en el exon 4 del gen, que da
lugar a un sitio polimdrfico para la endonucleasa de
restriccion Rsal (Brym et al., 2005), permitiendo
la identificacion de dos alelos (A y B) y 3 genotipos
diferentes (AA, AB y BB) (Dybus, 2002).

Los pardmetros de estructura poblacional
describen el grado de reduccion de heterocigosidad
en una poblacion, con base en el equilibrio de
Hardy-Weinberg, lo cual faculta la comparacion
entre grupos a diferentes escalas jerdrquicas y
determina el grado de diferenciacion entre ellos
(Wright, 1969).

La determinacion de algunos parametros
poblacionales como las frecuencias, alélicas,
genotipicas y el flujo de genes entre las poblaciones
usando el gen de prolactina, permite determinar
su grado de diversidad y diferenciacion (Liron
et al., 2002). Por tal razén la determinacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), las frecuencias
y los pardmetros de estructura, permiten no solo
determinar el comportamiento poblacional, sino
que de acuerdo a las frecuencias de los alelos en
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la poblacién, permiten predecir la efectividad de
un programa de mejoramiento genético basado en
este gen, ya que aquellos alelos que se encuentran
casi fijados en una poblacién tendrian diferente
respuesta a la seleccion que aquellos alelos que
se encuentran en proporciones intermedias. El
objetivo de la presente investigacion fue determinar
los parametros de estructura poblacional y
las frecuencias alélicas y genotipicas del gen
de la prolactina bovina en vacas Holstein del
departamento de Antioquia, como aporte para la
implementacion de programas de seleccion asistida
por marcadores moleculares (MAS).

Materiales y métodos

Area y poblaciones de estudio

En el estudio se incluyeron 1.462 vacas de la raza
Holstein, distribuidas en 120 hatos, pertenecientes
a 11 municipios del departamento de Antioquia.
Los municipios incluidos fueron San Pedro de los
Milagros (Altura: 2.475 msnm; T° 14 °C), Belmira
(Altura: 2.550 msnm; T°: 14 °C), Entrerrios (Altura:
2.300 msnm; T% 16 °C), La Unién (Altura: 2.500
msnm; T 13 °C), Envigado (zonas entre los 2.000 a
2.300 msnm; T°: 16 °C), Bello (Zonas entre los 2.000
a 2.400 msnm; T°: 16 °C), Medellin (Zonas entre los
2.000 a 2.500 msnm; T° 15 °C), Santa Rosa (2.581
msnm; T° 14 °C), Don Matias (2.200 msnm; T°:
16 °C), Marinilla (2.150 msnm; T°: 17 °C) y Rionegro
(2.150 msnm; T°: 17 °C). Cada municipio evaluado
fue tomado como una subpoblaciéon de Antioquia y
el nimero de individuos para cada subpoblacion se
presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Numero de vacas por Municipio.

Municipio Numero de animales
Medellin 93
Belmira 134
Bello 137
Don Matias 33
Entrerrios 337
Envigado 15
La Unién 121
Marinilla 26
Rionegro 109
San Pedro de los Milagros 441
Santa Rosa de Osos 16
Total 1.462
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Toma de muestras

Se colectaron muestras de sangre de la vena
coccigea de los animales seleccionados utilizando
para ello BD vacutainer de 5 ml con EDTA (Acido
Etilendiaminotetraacético) como anticoagulante y
con agujas numero 18 (BD Vacutainer TM, Franklin
Lakes, NJ). Los tubos fueron homogenizados
por inversion, rotulados para su identificacion y
refrigerados con hielo durante su transporte hasta el
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia sede Medellin,
para realizar la extraccion del ADN.

Extraccion del ADN de células de sangre

Se realiz6 el protocolo de extraccion de ADN
basado en el método de “salting out”, modificado
por Miller et al. (1988) y se almaceno a 4 °C hasta
el momento del andlisis. La cantidad y calidad del
ADN extraido se evalu6 en gel de agarosa al 0.8%
tefiido con Bromuro de Etidio, y se semicuantifico
usando el transiluminador (Biometra®, Goettingen,
Germany). La pureza del ADN gendmico se
determind mediante un andlisis de relacion de
absorbancia a dos longitudes de onda (260/280 nm),
usando para tal fin el Nanodrop 2000c (Thermo
scientific®, Wilmington, USA). Solo se uso el ADN
gendmico con una pureza mayor de 1.8 y menor de
2, lo cual es recomendado para obtener un ADN
puro.

Amplificacion mediante PCR de la region
especifica del gen de la prolactina bovino PRL

Con base en la secuencia del gen de la prolactina
bovina y los reportes generados por Brym et al.
(2005), se sintetizaron dos oligonucledtidos de
23 y 22 pares de bases (pb), respectivamente, que
permiten amplificar un fragmento de 294 pb que
se encuentra localizado en el cuarto Exon del gen
de prolactina y ademas presenta un polimorfismo
de nucledtido simple (SNP) reconocible por la
endonucleasa de restriccion Rsal. Los cebadores
sintetizados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Primer usados para la amplificacién de un fragmento de 294 pb
del ex6n 4 del gen de prolactina.

Primer PRL reverse Primer PRL Forward

5-ACAGAAATCACCTCTCTCATTCAS'.

5 CCAAATCCACTGAATTATGCTT 3

Se realizd una amplificacion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
region especifica en un volumen final de 25 pL que
contiene 2.5 pL de buffer PCR 10X (1.0 -1.5 mM de
MgCl,, 50 mM de KCl, 10 mM de Tris-HCI, pH de
8.3), 2 mM de MgCl,, 0.4 mM de cada dNTP, 300
nM de cebadores, 0.5-1 unidad de taq polimerasa
(Bioline USA, Randolph, MA) yv 5 wl de ADN
gendmico con una concentracion de 50 a 300 ng/pl.

La PCR se desarrolld6 en un termociclador
(Biometra®, Goettingen, Germany) bajo las
siguientes condiciones: 1) desnaturalizacion a
95 °C por 7 minutos, 2) desnaturalizacion a
95 °C por 1 min, 3) temperatura de alineamiento
(annealing) de 60 °C por 30 segundos, 4) extension
a 72 °C por 40 segundos, 5) se repitio desde el paso
2 hasta el 4 durante 39 ciclos, 6. Se finalizé con una
extension por 5 minutos a 72 °C.

Los productos de PCR fueron visualizados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Amresco, Cochran Road, OH), tefiido con bromuro
de etidio (Promega, Madison, WI). En cada pozo se
sirvieron 5 pl del producto de PCR diluidos en 2 pl
de buffer carga 1X (fermentas, Glen Burnie, MD)
y se utilizaron 2 pl de marcador de peso molecular
de 100 pb (low range Fermentas, Glen Burnie,
MD). Los geles fueron visualizados mediante un
fotodocumentador  (BiometraTM,  Goettingen,
Germany) para tomar evidencia fotografica. En
todos los casos en la PCR se uso un control negativo
sin ADN y un control positivo que poseia un ADN
previamente amplificado con éxito.

Digestion con enzimas de restriccion del
fragmento amplificado

Una vez se comprobd la amplificacion del
fragmento de 294 pb, los productos de PCR fueron
sometidos a digestion con la endonucleasa de
restriccion Rsal. Dicha enzima generé corte en
presencia de la transicion Adenina-Guanina, lo que
permitié la identificacion del alelo B debido a la
produccion de dos bandas de 162 y 132 pb. El alelo
A ante la ausencia del sitio de restriccion especifico
s0lo genera bandas del tamafio inicial (294 pb).
Teniendo en cuenta lo anterior se presentaron
los tres genotipos posibles, el homocigoto AA
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que presentd s6lo un fragmento de 294 pb, el
heterocigoto AB que presentd fragmentos de 294,
162 y 132 pb; y el homocigoto BB que present6 dos
fragmentos de 162 y 132 pb.

Para la digestion se utilizaron 2 pl de buffer
Tango 10X para obtener una concentracion
final de 1X y un volumen de reaccion de 20 pl,
se adicionaron cinco unidades de enzima Rsal
(Fermentas, Glen Burnie, MD ) y se completd con
agua desionizada hasta 15 pl, para utilizar 5 pl
del producto de PCR obtenido. Una vez realizada
la mezcla esta se sometid a digestion durante
3 horas a 37 °C. La enzima en esta reaccion se
utilizd en exceso para evitar la formacion de falsos
heterocigotos, debido a digestiones parciales del
producto de PCR.

En todas las digestiones se realizd un control
positivo que presentaba el sitio de restriccion en
ambos alelos (genotipo BB), y de esta manera se
procuré evitar la generacion de falsos heterocigotos.

Los productos de la digestion se resolvieron por
electroforesis en gel de agarosa al 2.5% (Amresco,
Cochran Road, OH) en buffer TBE 1X (EDTA
0.05 M, Tris base 0.089 M y Acido Bérico 0.089
M), al cual se le adiciond6 Bromuro de Etidio
(Promega, Madison, WI). En cada pozo se sirvieron
15 pl de producto de digestion diluidos en 5 pl
Buffer de carga 1X (Fermentas, Glen Burnie, MD),
se pusieron 2 pL. de un marcador de peso molecular
con rango 100 a 700 pb en cada linea (Low Range
Fermentas, Glen Burnie, MD) (Dybus, 2002). Los
geles fueron visualizados bajo luz ultravioleta en un
equipo de foto documentacion de geles (Biometra™,
Goettingen, Germany) con el cual se obtuvo una
fotografia digital.

Analisis estadistico

Frecuencias  alélicas 'y  genotipicas. La
frecuencia de los diferentes alelos se realizo
determinando la proporcion de cada forma del gen
entre el nimero de copias totales de la poblacion
en estudio. Se identificaron los homocigotos (dos
copias del mismo alelo) y los heterocigotos (una
copia de cada alelo) y se calculd la frecuencia F de
cada alelo contando los homocigotos y afiadiendo
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la mitad de los heterocigotos, con el método
descrito por Hartl, (2007). La frecuencia genotipica
se calculd6 como la sumatoria de cada genotipo
dividido el total de la poblacion (Hartl, 2007).
Ambas frecuencias se determinaron usando el
paquete SAS 9.2 (SAS Institute Inc, 2003).

dentro

Diversidad  genética. Se  estimo

de las poblaciones y en la poblacion total
la  heterocigosidad observada (Ho) y la
heterocigosidad esperada (He) utilizando la

metodologia de cadena de Markov (Guo et al,
1992) implementado en el software Arlequin v 2.0
(Excoffier et al., 2005).

Estructura genética. El equilibrio de Hardy-
Weinberg se determind con base en las frecuencias
alélicas y genotipicas esperadas y observadas
utilizando el software Arlequin v 2.0 (Excoffier
et al., 2005). Los pardmetros de estructura
poblacional, se calcularon utilizando el método
propuesto por Wright (1969) que parte el coeficiente
de endogamia de una poblacion subdividida. De
esta manera se calculd el parametro F = H-H/H,
que corresponde a la endogamia total, el parametro
F, H-H/H; que mide la subdivision
intrapoblacional y el F_=F -F /1-F  que mide la
subdivision poblacional (Wright, 1969); donde H_ se
refiere a la heterocigosidad esperada en la poblacion
total, H, es la heterocigosidad promedio observada en
un grupo de poblaciones y H, es la heterocigosidad
promedio esperada de cada poblacion. Los calculos
fueron realizados mediante el software Arlequin v 2.0
(Excoffier et al., 2005), utilizando para ello el analisis
de varianza molecular (AMOVA) que permite
analizar la variacién entre y dentro de poblaciones,
con su significancia estadistica, bajo la hipdtesis nula
“los alelos o genotipos tienen la misma distribucion
en todas las subpoblaciones”.

El flujo génico fue expresado como el nimero
de migrantes (Nm) por generacion, y se calculd
con base a la siguiente expresion derivada de los
estadisticos de Wright (1969).

SE
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Resultados

Determinacion de las frecuencias alélicas y
genotipicas

Los fragmentos del gen prolactina de 294 pb
fueron amplificados exitosamente en 1.462 muestras
de ADN. Los fragmentos de ADN amplificados
fueron digeridos usando la enzima de restriccion
Rsal. Las muestras fueron catalogadas como
(AA, AB y BB) de acuerdo a los tamafios de los
fragmentos generados (Figura 1).

1 2 3 4 5 6 7

Figura 1. Fragmento amplificado y digestion con la enzima de restriccion
Rsal, de una regioén del gen de prolactina bovino PRL.

Carril X, marcador de peso molecular de
100pb. Carril 1 control negativo; carril 2, 3 y 4
tres muestras de ADN amplificadas para el gen
bGH; carril 5, patréon de restriccion para genotipo
homocigoto (BB); carril 6, patréon de restriccion
para genotipo homocigoto (AA) y carril 7, patrén de
restriccion para genotipo heterocigoto (AB).

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas para el gen prolactina en
algunos poblaciones del departamento de Antioquia.

Frecuencia geno- Frecuencias

Poblacién tipica observada alélicas

AA AB BB A B
Medellin 0.688 0.301 0.011 0.839 0.161
Belmira 0.664 0.313 0.022 0.821 0.179
Bello 0.664 0.314 0.022 0.821 0.179
Don Matias 0.546 0.394 0.061 0.742 0.258
Entrerrios 0.686 0.291 0.024 0.831 0.169
Envigado 0.733 0.133 0.133 0.800 0.200
La Unién 0.769 0.215 0.017 0.876 0.124
Marinilla 0.385 0.346 0.269 0.558 0.442
Rionegro 0.578 0.376 0.046 0.766 0.234
ﬁﬁggﬁg‘im de los 0.766 0218 0.016 0.875 0.125
Santa Rosa de Osos 0.500 0.375 0.125 0.688 0.313
Total 0.695 0.276 0.029 0.833 0.167

Las frecuencias de los alelos A y B en
la poblacion total fueron 0.833 y 0.167,
respectivamente. La frecuencia de los genotipos,
AA, AB y BB fueron 0.695, 0.276 y 0.029
respectivamente. Las frecuencias alélicas y
genotipicas por municipios y la total se presentan en
la tabla 3, donde es posible observar una presencia
mayor de homocigotos BB en la subpoblacion de
Marinilla y en Envigado, comparada con las demas
poblaciones y el promedio.

Diversidad genética

No se encontrd diferencia significativa entre Ho
y He; en general Ho estuvo entre 0.133 y 0.394,
mientras la esperada estuvo entre 0.217 y 0.382,
mostrandose una diferencia considerable pero no
significativa (p>0.05).

En ninguno de los municipios evaluados se
encontraron evidencias suficientes para suponer
desvios significativos (p>0.05) en el equilibrio
de Hardy-Weinberg (Tabla 4), por tanto no es
posible evidenciar preferencias de apareamiento,
ni cambios en las frecuencias genotipicas entre
una generacion y la siguiente. La subpoblacion de
Envigado present6 la mayor diferencia entre Ho y
He, encontrandose en el limite de la significancia,
lo que parece indicar una tendencia de apareamiento
especifico en esta poblacion.

Tabla 4. Ho, He y equilibrio de Hardy-Weinberg, para el gen PRL en
poblaciones del departamento de Antioquia.

Municipio N Ho He Valorp
Medellin 93 0.301 0.271 0.452
Belmira 134 0.313 0.294 0.570
Bello 137 0.314 0.294  0.566
Don Matias 33 0.394 0.382 1.000
Entrerrios 337 0.291 0.281 0.697
Envigado 15 0.133 0.320 0.056
La Unién 121 0.215 0.217  1.000
Marinilla 26 0.346 0.493 0.129
Rionegro 109 0.376 0.358 0.790
San Pedro de los Milagros 441 0.218 0.218 1.000
Santa Rosa de Osos 16 0.375 0.430 0.592
Total 1462 0.276 0.278  0.851

'p<0.05, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada,
N: tamafio muestral.
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Estructura y diferenciacion genética de las
poblaciones

El estadistico F  para la poblacion total presento
un valor de 0.02067 indicando que algunas de las
poblaciones se han diferenciado, aunque la magnitud
de la diferenciacion genética es baja (p<0.05) segin
los rangos propuestos por Wright (1969).

Los F, pareados por municipios, estuvieron
entre 0.0002 y 0.2960, con diferencias significativas
(p<0.05) en algunos casos (Tabla 5), por tanto se
hallaron valores de diferenciacion genética (F)
bajos (F,<0.05), moderados (F, de 0.05-0.15),
altos (Fg, 0.15-0.25) y muy altos (F_>0.25) segun
los rangos propuestos por Wright (1969).

Los valores de F  pareados entre las poblaciones
Marinilla-San Pedro (0.296) y Marinilla-La Unién
(0.268) presentaron una diferenciaciéon muy alta y
significativa segin el mismo rango de comparacion.
En general la subpoblacion de Marinilla presentod
una diferenciacion alta y significativa con la
mayoria de poblaciones, debido principalmente a
que esta poblacion presenta la mayor frecuencia de
individuos BB (Tabla 3), lo que la hace diferente
al resto de poblaciones. Adicionalmente, la alta
diferencia entre esta poblacion y las demdas puede
ser producto de que en Marinilla la presion de
seleccion realizada para volumen de produccion ha
sido mucho menor que la realizada en los demas
municipios, por tanto el proceso de fijacion de
algunos de los alelos puede llegar a ser mas lento y
no percibirse en esta poblaciéon como en las demas
en las cuales se ve una alta fijacion del alelo A.

Como se observa en la tabla 6, las poblaciones
presentaron diferentes valores del estadistico F,
en algunos casos con valores positivos y en otros
negativos. El promedio obtenido fue de -0.01070 y
no fue significativo (p>0.05), del mismo modo los
valores de F ¢ por municipio carecieron de significancia
(p>0.05), por lo tanto, no es posible asumir tendencias
a la endogamia, ni a la exogamia en los municipios
analizados. Sin embargo, los Municipios de Marinilla
y Envigado presentaron valores de F ¢ altos, positivos
y cercanos a la significancia, lo cual parece indicar una
tendencia a la endogamia en estas poblaciones. Dicho
planteamiento es reforzado por el resultado planteado
en la tabla 3 donde se observa una diferencia alta entre
Ho y He, llegando a estar en el limite de la significancia
y cercana a la pérdida de equilibrio de Hardy-Weinberg.

El estadistico F, obtenido fue de 0.01029 y no fue
significativo (p>0.05), por tanto, no es posible afirmar
que exista una tendencia a la endogamia (Tabla 6).

Tabla 6. indice F para cada una de las poblaciones y el valor promedio
para la poblacion total.

Municipio Fe Valor P
Medellin -0.1075 0.9511
Belmira -0.0622 0.8377
Bello -0.0650 0.6823
Don Matias -0.0146 0.6647
Entrerrios -0.0331 0.7860
Envigado 0.6056 0.0600
La Unién 0.0148 0.5680
Marinilla 0.3161 0.1124
Rionegro -0.0448 0.7595
San pedro de los milagros 0.0041 0.5533
Santa Rosa de Osos 0.1588 0.1114
Promedio -0.01070 0.6657
F 0.01029 0.4242

IT

Tabla 5. Estadistico FST calculado entre pares de poblaciones del Departamento de Antioquia.

Poblacién  Medellin Belmira Bello ,2°"  Entrerrios Envigado , -2  Marinilla Rionegro S2n Pedro de Santa Rosa
Matias Union los Milagros  de Osos

Medellin

Belmira 0.0035

Bello 0.0035 0.0037

Don Matias 0.0200 0.0101 0.0103
Entrerrios 0.0032 0.0023 0.0022 0.0182

Envigado 0.0142 0.0174 0.0173 0.0155 0.0143
La Union 0.0010 0.0078 0.0077 0.057**  0.0049
Marinilla 0.1890* 0.1663** 0.167** 0.0571  0.1941**
Rionegro 0.0114 0.0051 0.0052 0.0084 0.0108*

San Pedro de
los Milagros

Santa Rosa o
de Osos 0.0555** 0.0383 0.386 -0.0160 0.0520

0.0026 0.0100* 0.0100* 0.064** 0.0067**

0.0063
0.0966 0.2683**
0.0160 0.0366™* 0.0911**

0.0082 0.0026 0.2961** 0.0436™*

0.0002 0.1136** 0.0097  0.0013 0.1226*

** 5<0.01, *p<0.05
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Flujo génico. El valor medio de flujo de genes
representado como Nm (Numero de migrantes)
fue de 12, un valor determinante, considerando
que la tasa efectiva de migracion de mas de un
inmigrante por generacion, es suficiente para evitar
una diferenciaciéon por efectos de deriva génica.
La baja diferenciacion gen¢tica (F ) y la alta tasa
efectiva de migraciéon (Nm) observada en estas
poblaciones podria estar relacionada directamente
con la utilizacién de inseminacion artificial y la
comercializacion de vacas entre los diferentes
municipios.

Discusion

Los marcadores moleculares han sido
ampliamente utilizados en genética de poblaciones
para realizar evaluaciones de estructuracion y
diversidad genética. Entre los marcadores mas
utilizados se encuentran los polimorfismos en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLP),
que son comunmente usados para determinar la
diversidad genética, pero que por ser marcadores
dominantes, no permiten evaluar algunos
parametros de estructuracion. Otro marcador de
gran importancia son los microsatélites, que poseen
la ventaja de ser codominantes y ademas altamente
polimérficos, por lo que se usan frecuentemente
en genética de poblaciones para determinar no
solo diversidad sino estructuracion. Uno de
los marcadores mas utilizados para evaluacion
poblacional son los SNP que poseen la ventaja
de ser codominantes, y de tener bajas tasas de
mutacién, aunque presentan poca informacion
polimorfica (Freeland, 2005). En el presente trabajo
se utiliz6 un solo SNP al interior del gen PRL, ya
que este es un gen de importancia econdémica y se
quiso determinar el comportamiento del flujo de
este gen en las poblaciones de Colombia. Ademas,
dicho marcador se comportd como un gen neutro
en la poblacion evaluada, lo cual lo vélida para ser
utilizado en analisis poblacionales.

Teniendo en cuenta lo anterior, se realizod
el andlisis poblacional y se encontr6 que todas
las poblaciones estudiadas del departamento
de Antioquia presentaron equilibrio de Hardy-
Weinberg para el gen de prolactina, lo que podria

sugerir que dichas poblaciones no presentan un
proceso fuerte de seleccién sobre este gen, de tal
forma que no se ha logrado todavia la prevalencia
de alguna de las formas genotipicas, ni la pérdida
del equilibrio por seleccion. Este resultado
concuerda con lo reportado por Mehmannavaz et
al. (2009), cuando encontraron equilibrio de Hardy-
weinberg al analizar 286 toros Holstein iranies
para el mismo marcador. Del mismo modo, Dybus
et al. (2005) concluyeron que habia equilibrio
cuando realizaron la prueba sobre una poblacion
de vacas Jersey. Estudios sobre ganado Creole
nativo y Holstein en Argentina no mostraron
pérdida del equilibrio al analizar ambas poblaciones
diferenciadas (Golijow et al., 1999) ni en las
poblaciones de Creole Argentinas y Bolivianas
(Lirén et al., 2002). En ninguno de los estudios se
encontraron desvios significativos del equilibrio de
Hardy-Weinberg.

En Colombia Echeverri et al. (2010) no
encontraron equilibrio de Hardy-weinberg usando
el gen PRL en vacas Holstein de 8 hatos diferentes,
pero usando un numero muy pequefio de animales.
Por el contrario Usme et al. (2004) encontraron
equilibrio en una poblacion de 145 hembras
Holstein de Antioquia (Colombia), pero usando el
gen de Kappa-Caseina. Del mismo modo Rosero
(2009) llegd a la misma conclusién evaluando una
poblacion de 30 animales en el Valle del Cauca
(Colombia) usando en gen de Kappa-Caseina y
B-Lactoalbiimina.

La heterocigosidad observada en el presente
trabajo estuvo entre 0.217 a 0.382 y la esperada
entre 0.133 a 0.394, lo cual sugiere una gran
variabilidad entre los diferentes municipios. Ademas
no se encontraron diferencias significativas (p>0.05)
entre ambas heterocigosidades en ninguno de los
municipios, aunque Envigado presenté diferencia
considerable entre los valores de Ho y He, con
un resultado de significancia aproximado a 0.05,
lo cual indica una tendencia de apareamiento
endogédmico, que puede ser evidenciado por el valor
de F de 0.6056. Sin embargo en el resto de las
poblaciones no es posible afirmar que haya déficit
o exceso de heterocigotos. Resultados similares
se encontraron en el departamento de Narifio
(Colombia) usando el gen de Kappa-Caseina, con
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valores de Ho de 0.30 y He de 0.32 (Solarte et al.,
2009). En otros estudios sobre Holstein Colombiano
se encontrd una Ho de 0.567 y He de 0.457 como
promedio de las variantes génicas de Kappa
Caseina, a-Lactoalbumina, y f-Lactoalbumina
(Rosero, 2009).

En la presente investigacion las frecuencias
alélicas variaron entre las diferentes poblaciones
desde 0.558 a 0.876 (Tabla 3) para el alelo A, con
un valor promedio para la poblacion total de 0.833
y entre 0.124 a 0.442 con un valor medio de 0.167
para el alelo B. Los rangos obtenidos permiten
observar una gran variabilidad entre diferentes
zonas del departamento de Antioquia (Colombia),
sugiriendo gran diversidad genética entre algunos
Municipios. Los datos anteriores se encuentran
entre los rangos de valores obtenidos en otros
estudios, que muestran frecuencias alélicas entre
0.76 (Klauzifiska, 2002) y 0.93 (Mehmannavaz et
al., 2009) para el alelo A. Sin embargo, el rango
de variabilidad encontrado en las poblaciones de
Antioquia es grande con respecto a los reportes
encontrados en diferentes poblaciones del mundo
(Brym et al, 2005; Mehmannavaz et al., 2009;
Aijun et al., 2010) y los valores minimos so6lo se
asemejan a los encontrados en el ganado Holstein
rojo (f(A)=0.58 y f(B)=42) (Wojdak et al., 2008).

Las frecuencias  genotipicas  encontradas
en los diferentes municipios y en la poblacion
total mostraron una tendencia a la prevalencia
del genotipo AA con muy poca probabilidad de
encontrar individuos homocigotos BB, como se
reporta cominmente en los andlisis realizados en
la raza Holstein (Dybus, 2002; Brym et al., 2005;
Mehmannavaz et al., 2009). En Colombia Echeverri
et al. (2010) reportaron valores similares a algunas
de las frecuencias obtenidas en este trabajo, con
frecuencias de 0.826 para el genotipo AA, 0.153
para el AB y 0.019 para el BB, pero usando una
muestra de 153 vacas Holstein.

El Municipio de Marinilla fue el que presentd
el valor mas bajo para la frecuencia alélica de A,
lo cual puede ser posible por el aislamiento que
presenta este municipio, ya que no es un municipio
reconocido como productor de leche y por el
contrario se encuentra en un proceso de transicion
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hacia urbano-industrial més que ganadero, por lo
tanto las pequefas producciones de leche que atn
subsisten alli, pudieron haber tenido un proceso de
diferenciacion por el aislamiento y el uso de monta
natural, lo que ha generado la presencia de estas
frecuencias alélicas y genotipicas. Marinilla fue
uno de los municipios que poseia menor numero de
animales (n=26), debido a la poca cantidad de hatos
lecheros de la raza Holstein en la zona. El municipio
de Santa Rosa de Osos presentd una frecuencia de
0.50 para el genotipo AA, lo cual se puede deber a
la gran diversidad que se fue generando, teniendo en
cuenta que esta es una poblacion lechera importante
que cuenta con hatos productores de leche a
diferentes alturas. Sin embargo en esta zona no fue
posible generar un muestreo mdas grande (n=16)
que permita un mejor estimado del promedio de la
poblacion.

La diversidad genética medida en términos de
heterocigosidad indica una variabilidad genética
media (Tabla 4). Dybus et al. (2005) reportaron
heterocigosidades cercanas a la media obtenida
en el presente trabajo (Ho=0.2851). Resultados
similares fueron encontrados en el Departamento
de Narifo (Colombia) para una variante génica en
Kappa-Caseina, con valores de Ho de 0.30 (Solarte
et al., 2009).

Los valores obtenidos de F_y F _ no fueron
significativos posiblemente por la alta variabilidad
encontrada dentro de las subpoblaciones y dentro
de la poblaciéon total, por lo tanto, no es posible
alguna preferencia de apareamiento y aun con el
uso de inseminacion artificial no se ha afectado el
equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacion de
Antioquia.

La poblacion total presentd una diferenciacion
muy pequefia pero significativa (F ,=0.02067),
es decir que por lo menos dos de las poblaciones
analizadas son diferentes entre si, por lo
cual Antioquia no se comporta como una
unica poblacion y por el contrario presenta
subpoblaciones entre las que se destaca Marinilla
por ser la poblacion mas diferente y en la que
mayor proporcion de individuos BB se encontro.
Los valores de F pareados permitieron corroborar
cuales de estos municipios presentan diferenciacion
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entre si (Tabla 5) y de este modo se pudo identificar
aquellos municipios que presentan la mayor
diferenciacion con respecto a los demads. Entre
estas poblaciones sobresale Marinilla que difieren
con 5 municipios, ademdas presenta el mayor valor
de F_, pareado (F = 0.296) con San Pedro de los
Milagros, evidenciando una alta diferenciacion
entre ambos municipios. Tal diferenciacion en
Marinilla se pudo haber generado por el aislamiento
productivo, por el uso de monta natural y por la baja
presion de seleccion para volumen de produccion
que se ha presentado en esta zona, por tanto se ha
favorecido la mayor frecuencia del alelo B.

Los programas de inseminacion, en los que es
posible integrar semen de toros de todo el mundo,
derriban las barreras geograficas y aumentan el flujo
genético, pero en algunos casos los sistemas de
producciéon 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 diferenciacion genética.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo permiten postular al gen de PRL como
un importante marcador para la evaluacion de
caracteristicas de importancia econdémica en
Colombia, ya que este no parece haber sido
sometido a presiones de seleccion muy fuertes,
presenta frecuencias alélicas muy variables, tienen
gran potencial por su papel importante en la
lactancia y puede generar resultados rdpidamente
si se encuentra un genotipo superior con respecto a
algunas caracteristicas de importancia econdmica.
Por lo tanto, para el desarrollo de programas de
seleccion asistida por marcadores moleculares en
Colombia, es necesario realizar la evaluacion a nivel
local, debido a que internacionalmente los reportes
obtenidos en la raza Holstein son ambiguos, ya
que en algunos lugares el genotipo BB es asociado
a mejores caracteristicas lacteas (Mehmannazav
et al., 2009) y en otros lugares atribuyen mejores
cualidades al genotipo AA (Dybus, 2002; Brym
et al., 2005), por lo tanto surge la necesidad de
determinar las asociaciones presentes entre los
genotipos y algunas caracteristicas productivas
como la produccion de leche, el porcentaje de grasa,
el porcentaje de proteina y el conteo de células
somaticas en Colombia.
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