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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fue evaluar un panel reducido de 200 marcadores de 
polimorfismo de nucleótido simple recomendados por la Sociedad Internacional de 
Genética Animal y el Comité Internacional de Registro de Animales, mediante 
secuenciación de siguiente generación. Se utilizaron parámetros como número de loci 
utilizables, polimorfismo de loci, heterocigosis observada (Hob) y esperada (He), diversidad 
molecular media por loci (DML), distancia entre poblaciones, índice de fijación que estima 
el coeficiente de endogamia (Fis) y valor de diferenciación genética entre poblaciones (Fst). 
Del total de loci utilizados, se observó un promedio de 186 alelos utilizables; máximo de 
187 en la raza Guabalá y un mínimo de 183 en la Brahman. Una media de 174 loci 
polimórficos con un máximo de 184 en genotipos cruzados y un mínimo de 149 en la raza 
Guabalá. Los valores de Hob, He y DML fueron 0,378, 0,439 y 0,438, respectivamente. El 
Análisis Molecular de Varianza (AMOVA) mostró un porcentaje de variación entre 
poblaciones de 19,25 e índice Fst de 0,19. El porcentaje de variación y Fst entre las razas 
criollas panameñas y cebuinas fueron de 5,22% y 0,22, respectivamente y el porcentaje de 
variación entre razas criollas y taurinas fue 1,82 con índice de diferenciación genética Fst 
de 0,163, respectivamente. Los valores de endogamia (Fis) oscilaron entre 0,00302 
(Guaymí) a 0,04333 (Holstein); valores negativos de Fis se observaron en la raza Senepol 
y Guabalá por lo que se presume un efecto Wahlund. El árbol de distancias circulares 
mostró un comportamiento similar a los reportados en trabajos realizados con 
microsatélites al igual que lo observado en el AMOVA y Fst en las poblaciones. Los 
resultados preliminares apuntan a que los marcadores de polimorfismo de nucleótido 
simple utilizados tienen potencial para estudios de diversidad genética y se recomienda 
ampliar el estudio a más razas y números de animales. 
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REDUCED PANEL OF SINGLE-NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS FOR 
BIODIVERSITY STUDIES IN BOVINES 

 

ABSTRACT 
The aim of this work was to evaluate a reduced panel of 200 single-nucleotide 
polymorphisms markers recommended by International Society of Animal Genetics and the 
International Committee for Animal Recording, using Next Gen Sequencing sequencing. 
Parameters such as number of usable loci, loci polymorphism, observed heterozygosis 
(Hob) and expected (He), average molecular diversity per loci (DML), distance between 
populations, fixation index that estimates the coefficient of inbreeding (Fis) and genetic 
differentiation value between populations (Fst). Of the total loci used, an average of 186 
usable alleles were observed: maximum of 187 in the Guabala breed and a minimum of 
183 in the Brahman. An average of 174 polymorphic loci with a maximum of 184 in crossed 
genotypes and a minimum of 149 in the Guabala breed. The values of Hob, He and DML 
were 0,378, 0,439 and 0,438, respectively. The molecular Analysis of Variance (AMOVA) 
showed a percentage of variation between populations of 19,25 and Fst index of 0,19. The 
percentage of variation and Fst between the Panamanian Creole and Zebu breeds were 
5,22% and 0,22, respectively and the percentage of variation between Creole and Taurine 
breeds was 1,82% with genetic differentiation value (Fst) of 0,163, respectively. The Fis 
values ranged from 0,00302 (Guaymi) to 0,04333 (Holstein); negative values of Fis were 
observed for Senepol and Guabala breeds, so a Wahlund effect is presumed. The tree of 
circular distances showed a similar behavior to those reported in a previous work carried 
out with microsatellites, as was observed in the AMOVA and Fst in the populations. 
Preliminary results suggest that the single nucleotide polymorphism markers used have 
potential for genetic diversity studies and it is recommended to extend the study to more 
breeds and numbers of animals. 
 

Key words: Bioinformatics, biotechnology, molecular markers, livestock. 

 
 

INTRODUCCIÓN 
 La identificación, registro y monitoreo del movimiento del ganado es una parte 

esencial de la política agrícola para los gobiernos nacionales. Dichos esquemas apuntan 

hacia el control de enfermedades, la garantía de higiene, seguridad de los alimentos y 

facilitan el retiro de un producto si es necesario (Allen et al., 2010). Muchos países del 

mundo desarrollado han adoptado bases de datos nacionales, mediante etiquetas 

numeradas, para registrar la identidad y movimiento del ganado (Houston, 2001; Buick, 

2004). La globalización ha fortalecido los procesos para mejorar la trazabilidad de los 
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animales y los consumidores modernos que se enfrentan a una mayor diversidad de 

fuentes de alimentos, también pueden enfrentar riesgos elevados como resultado de una 

mayor probabilidad de contaminación química o patogénica en los alimentos (Caporale et 

al., 2001; MacKean, 2001). 

 

Los microsatélites o las repeticiones cortas en tándem (SSR o STR por sus 

acrónimos en inglés para simple sequence repeat y short tandem repeat) han sido los 

marcadores genéticos de elección para estudios de biodiversidad durante más de dos 

décadas. Presentan alto polimorfismo, son informativos y se encuentran intercalados a lo 

largo del genoma (Baumung et al., 2004; Tian et al., 2008), sin embargo, existen 

variaciones en los resultados con los STR por diferentes laboratorios y no siempre son 

comparables debido a las inconsistencias y errores en el cálculo del tamaño de alelo. 

 

Los avances recientes en la secuenciación de ADN de alto rendimiento y la 

bioinformática ha hecho que sea popular el uso del polimorfismo de un solo nucleótido o 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism, pronunciado snip) (Heaton et al., 2002). 

  

El polimorfismo de un solo nucleótido o SNP es una variación en la secuencia de 

ADN que afecta a una sola base de una secuencia del genoma (Brookes, 1999; Vignal et 

al., 2002). Se encuentran distribuidos por todo el genoma y pueden localizarse tanto en 

regiones codificantes como no codificantes (Sachidanandam et al., 2001). 

 

En términos de información, un marcador bialélico podría considerarse como un 

retroceso, sin embargo, los SNP tienen algunas ventajas donde se incluye una mayor 

abundancia (Heaton et al., 2005), estabilidad genética en mamíferos (Markovtsova et al., 

2000; Nielsen, 2000; Thomson et al., 2000), nomenclatura más sencilla, capacidad para el 

análisis automatizado y la interpretación de datos (Wang et al., 1998; Lindblad-Toh et al., 

2000). En varias especies domésticas, incluido el bovino, están disponibles decenas de 

miles de marcadores SNP ubicados en todo el ADN (Matukumalli et al., 2009). La 

disponibilidad de genotipos de estos SNP permite estimar la composición de la raza de 

animales individuales utilizando datos genómicos (Frkonja et al., 2012; Hulsegge et al., 

2013). En la práctica la mayoría de los SNP presentan solamente dos variantes, la 

secuencia original y la versión mutada. Esto se debe a la vía en que estos aparecen y se 
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distribuyen en una población, aunque no se descarta la posterior aparición de nuevos alelos 

(Terry, 2008). Para instaurar una metodología práctica y sencilla de análisis de ADN, se 

necesita un método rápido y confiable para la caracterización genética de una población 

de animales, distinguiendo a los animales cruzados de las razas puras y para determinar 

la composición de la raza o proporción de mezcla (Hulsegge et al., 2019). El objetivo de 

este trabajo fue validar un panel reducido de 200 marcadores SNP recomendados por la 

Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG) y el Comité Internacional de Registro 

de Animales (ICAR) mediante un panel de secuenciación de siguiente generación (NGS) 

para realizar estudios de diversidad genética bovina. 

  

MATERIALES Y MÉTODOS 
Se evaluó el polimorfismo de 200 marcadores SNP recomendados por la Sociedad 

Internacional de Genética Animal (ISAG) y Comité Internacional de Registro de Animales 

(ICAR), mediante secuenciación de siguiente generación NGS (ISAG, 2013; Strucken et 

al., 2013). Se tomaron muestras aleatorias de 73 animales de diversos genotipos puros, 

(Brahman; Holstein; Senepol; Guaymí y Guabalá) y europeo x cebú, EXC e Indefinidos, 

SRD. Se tomaron muestras de sangre en finca de productores colaboradores y en fincas 

ganaderas del IDIAP utilizando tubos con anticoagulante EDTA de 5 ml. La extracción de 

ADN se llevó a cabo mediante mini columnas por centrifugación utilizando un kit comercial; 

el rendimiento de ADN obtenido fue de 50 ng, medido a través de un cuantificador 

fluorométrico. La preparación de librerías se realizó siguiendo el flujo de trabajo para kit de 

parentesco bovino. Una vez amplificadas y normalizadas las librerías, se verificó la calidad 

mediante un analizador de fragmentos, observándose un tamaño entre 200 y 300 bp. 

Luego se procedió a secuenciar, utilizando la metodología de amplificación en puente y 

secuenciación por síntesis. Los datos fueron exportados al programa análisis de 

secuenciación de genotipos para su procesamiento y posterior análisis. Se calculó las 

frecuencia alélica y genotípica global y de cada población. Para evaluar la variabilidad 

genética dentro de cada genotipo, se calcularon los siguientes parámetros: número de loci 

utilizables (NLU), polimorfismo de loci empleados (PLE), heterocigosis observada (Hob) y 

esperada (He), diversidad molecular media por loci (DML), índice de fijación que estima el 

coeficiente de endogamia (Fis) entre individuos de una población, utilizando el programa 

Genetix v. 4.02 y Genalex 6.5 (Belkhir et al., 2004; Peakall y Smouse, 2012). Se practicó 

un análisis factorial de correspondencias (AFC), mediante el programa Genetix v. 4.02 
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(Belkhir et al., 2004). Para estimar el valor de diferenciación genética entre las poblaciones 

o Fst se practicó un análisis de varianza molecular (AMOVA mediante el paquete Arlequin 

3.01 (Excoffier, et al., 1992; Weir, 1996; Excoffier et al., 2005) y la distancia entre 

poblaciones mediante la estimación de árboles de distancias circulares (Bryant and 

Moulton, 2004; Huson and Bryant, 2006).  

 

Se utilizó la versión 2.2.3 del programa Structure (Pritchard et al., 2000), para 

identificar la estructura de las K poblaciones utilizadas y, al mismo tiempo, calcular las 

proporciones de mezcla. Se evaluó la estructura de cada población utilizando todo el 

conjunto de las muestras (n = 73), y suponiendo que estos pertenecen a un número 

desconocido de K grupos de individuos genéticamente distintos. Este programa consiste 

en un modelo de convergencia bayesiano fundamentado en el método de Monte Carlo 

Cadena de Markov (MCMC), que utiliza modelos basados en agrupamientos de individuos. 

Los criterios de agrupación fueron el de reducir al mínimo el equilibrio Hardy-Weinberg y la 

fase de desequilibrio entre loci, dentro de los grupos. Se asignó el valor de probabilidad 

posterior de K (log likelihood; lnL) desde 2 hasta 7, con un periodo inicial (burn-in period) 

de 50000 mil iteraciones, sin información previa, y 100000 iteraciones. Sin embargo, un 

estudio de Evanno et al. (2005) mostró que la longitud del burn-in y MCMC de 10000 cada 

uno era suficiente para el análisis, y un mayor burn-in o MCMC no cambia 

significativamente los resultados. Sin embargo, se realizaron tres simulaciones 

independientes para K de 2 hasta 7 y, con las matrices obtenidas, se obtuvo el alineamiento 

óptimo de cada una de las tres réplicas mediante el programa CLUMPP (Jakobsson and 

Rosenberg, 2007). Se identificó la K más probable a través de la determinación de la 

distribución modal de ΔK (Evanno et al., 2005). También fue estimada la proporción de 

membresía individual (q) en las poblaciones pre-definidas de cada grupo. Se obtuvo una 

representación gráfica de los coeficientes de pertenencia individuales, en cada población 

ancestral con la mayor probabilidad posterior de los datos en cada valor de K. El análisis 

también permitió la estimación de individuos puros (Q≥0,80) de los grupos formados, así 

como el de individuos mezclados (Q<0,80), entre los diferentes K (Li et al., 2005). El 

programa DISTRUCT® (Rosenberg, 2004) también fue empleado en la representación 

gráfica de la estructura de la población, por tener una mayor variedad de colores 

disponibles. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Del total de 200 loci utilizados, se observó una media de 186 NLU; un máximo de 

187 en la raza Guabalá y un mínimo de 183 en la Brahman. Se obtuvo una media de 171,6 

loci polimórficos con un máximo de 184 en genotipos cruzados y un mínimo de 149 en la 

raza Guabalá (Cuadro 1). 

 

 
 

Los valores de heterocigosis observada (Hob) y esperada (He), diversidad molecular 

media por loci (DML) fueron 0,378; 0,439 y 0,438, respectivamente. Los valores altos de 

heterocigosis observada fueron observados en la raza Senepol con 0,462 y los bajos en la 

raza Brahman con 0,349, los valores de heterocigosis esperada fueron altos en Holstein 

con 0,471 y los bajos en Brahman con 0,361. Estos valores son mayores a los encontrados 

por Gautier et al. (2007) en razas europeas y africanas, quienes reportan valores de 

heterocigosis esperada entre 0,188 en la raza Lagune y 0,279 en la Borgou. La raza Criolla 

Coreña de Nayarit mostró valores similares a los reportados en este estudio, con respecto 

a la heterocigosis esperada y la observada con 0,326 y 0,322, respectivamente (Martínez, 

2015). Resultados menores encontraron Makina et al. (2014) estudiando seis razas en el 

sur África observando valores de heterocigosis esperada que oscilaron entre 0,24 y 0,30. 

Además, los valores de heterocigosis esperada (0,31) en Holstein reportados por estos 

autores heterocigosis esperada (0,31) en Holstein fueron menores a los obtenidos en este 

trabajo (0,47).  

 

Los valores bajos de diversidad genética en la Guabalá pueden ser atribuido a la baja 

población y pocos sementales disponibles, ya que la raza está amenazada con extinguirse, 

a diferencia del Brahman que puede ser atribuido a la presión de selección a la que son 

	 Cuadro 1. Valores de Loci y de genotipos de razas Brahman, Holstein, Senepol, Guaymí y 
Guabalá, mediante el uso de 200 marcadores del polimorfismo de un solo nucleótido. 

 
BRAH HO SEN GUY GUA Media DE 

NL 200 200 200 200 200 200 
 

NLU 183 186 186 186 187 185,6 1,6 

PLE 167 183 181 178 149 171,6 14,0 
BRAH – Brahman; HO - Holstein; SEN - Senepol; GUY – Guaymí; GUA – Guabalá; DE – Desviación 
Estándar; NL - Número de loci; NLU - Número de loci utilizables; PLE - polimorfismo de loci empleados. 
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sometidos estas poblaciones, muchas veces importados de fincas con una base genética 

estrecha por el uso de el mismo semental o sementales. 

 

  En cuanto a diversidad molecular media por loci (DML) los valores altos se 

encontraron en Holstein con 0,464 y bajos en Guabalá con 0,304. Los valores de Fis 

oscilaron entre 0,003 (Guaymí) y 0,043 (Holstein); valores negativos de Fis se observaron 

en la raza Senepol y Guabalá, lo que presume que existe un efecto Wahlund (Cuadro 2).  

 

 
 

El análisis factorial de correspondencias logró discriminar las proporciones de 

varianza los cinco agrupamientos que corresponden a los cinco genotipos genéticamente 

homogéneos Brahman, Holstein, Senepol, Guaymí y Guabalá. El eje 1 logró explicar el 

51,11%, el eje 2 el 25,99% y el eje 3 explicó el 14,53% de la varianza total (Figura 1). 

 

El análisis de varianza molecular ilustra que la variación dentro de individuos 

representó el 80,75% para todos los genotipos y un porcentaje de variación entre 

poblaciones de 19%. Estos valores son similares a los reportados por Edea et al. (2013) 

en un estudio realizado con razas de Ethiopia y Korea, quienes reportan una variación 

genética dentro de individuos de 81,51%. El porcentaje de variación entre las razas criollas 

panameñas y Brahman fue de 5,22% con un índice de diferenciación genética de 0,22. El 

porcentaje de variación entre las razas criollas y las Bos taurus fue de 1,82% con índice de 

diferenciación genética de 0,163. Las diferencias en el porcentaje de variación de razas 

	 Cuadro 2. Valores de diversidad dentro de población de Brahman, Holstein, Senepol, 
Guaymí y Guabalá, mediante el uso de 200 marcadores del polimorfismo de un solo 
nucleótido. 

BRAH – Brahman; HO - Holstein; SEN - Senepol; GUY – Guaymí; GUA – Guabalá. 
Hob - Heterocigosis observada; He - Heterocigosis esperada; DML - diversidad molecular media por loci;  
Fis –índice de fijación. 

Genotipo Hob He DML Fis 

BRAH 0,349 0,361 0,329 0,029 

HO 0,454 0,471 0,464 0,043 

SEN 0,462 0,453 0,440 -0,022 

GUY 0,409 0,410 0,392 0,003 

GUA 0,393 0,381 0,304 -0,034 
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Criollas y Bos taurus y Criollas vs Brahman son similares a las reportadas por diversos 

autores utilizando marcadores microsatélites y SNP (Delgado et al., 2011; Edea et al., 

2013.  La diferenciación genética entre razas Criollas y Bos taurus fueron similares a los 

observados entre razas locales africanas con europeas como la Afrikaner y Holstein (0,15) 

y las razas Nguni y Angus (0,11); sin embargo, al igual que el presente trabajo se observó 

gran variabilidad entre las diversas razas que oscilan entre 0,04 y 0,15 (Makina et al., 

2014). 

 

 
Figura 1. Análisis factorial de correspondencias de cinco genotipos genéticamente 
homogéneos en Panamá mediante 200 SNP.  
 

Se muestra el árbol tipo split graph (Figura 2) donde cada población es tratada como 

unidad taxonómica, resultado similar al encontrado en los análisis de microsatélites de las 

relaciones entre estas poblaciones; explica las diferencias entre Guaymí y Guabalá como 

poblaciones genéticamente homogéneas y su relación con los otros genotipos dentro de 

análisis (Delgado et al., 2011; Martínez et al., 2012).  Igualmente, los resultados mostrados 

en el análisis AFC, AMOVA y Fst, apoyan que los SNP son útiles en el análisis de 

poblaciones donde se desean establecer diferencias o determinar grupos genéticos 

uniformes. Sin embargo, en razas con proporciones de mezcla tanto para microsatélites y 

los SNP, aplican otros modelos de análisis como el tipo bayesiano (Pritchard et al., 2000). 
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Se muestran los valores q de cada genotipo en los distintos valores de K, desde K=2 

hasta K=7 (Figura 3). Cuando K=2, se muestran los valores de q representados mediante 

un sistema de colores separando los grupos genéticos, Bos taurus (naranja) y Bos indicus 

(azul) y se aprecia la proporción de mezcla entre el componente cebú con las poblaciones 

Senepol, europeos x cebú e indefinidos. Cuando K=3 se observa la partición de colores, 

de los genotipos Brahman (azul), Guabalá (verde) y Guaymí (naranja). Cuando K=4 y K=5 

se observan las particiones de las poblaciones Holstein (rojo) y Senepol (morado) y se 

mantiene esta estructura hasta K=7. Dentro de estas particiones se observa que dentro el 

grupo asignado como Senepol, este no se encuentra en el clúster correspondiente, sino 

que se ubica dentro de la raza Holstein, por lo que probablemente se ha asignado 

erróneamente durante su registro al momento del muestreo. 

 

Al incrementar el valor de K desde K=6 hasta K=7 se observa la aparición de una 

partición de colores celeste y rosado dentro de los genotipos EXC (europeos x cebú) y SRD 

(indefinidos), lo que se puede interpretar, que son genotipos distintos y no identificados 

dentro de las poblaciones puras presentes en este trabajo. Existe la probabilidad que, al 

incrementar los datos con nuevos genotipos se pueda identificar a cuál raza o genotipo 

está relacionado. Estos resultados son similares a los obtenidos en los análisis con 

microsatélites por Delgado et al. (2011) quienes trabajaron con 26 razas bovinas de 

 
Figura 2. Árbol de distancias circulares con el método de NeighborNet de diversas 
poblaciones en Panamá de cinco razas en Panamá mediante 200 SNP.  
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América Latina y Martínez et al. (2012) con 86 razas de Iberoamérica y que ha permitido 

la identificación de nuevas poblaciones de animales domésticos no solo de bovinos como 

el presente trabajo, sino de otras especies domésticas como cabras y ovejas, entre otras 

especies (Manunza et al., 2016; El Motchou et al., 2018). 

 

 
Figura 3. Proporción de mezclas sobre siete poblaciones cuando K=2 hasta K=7.  
 

Se presenta la matriz de proporción de mezcla (Q) para todas las poblaciones 

evaluadas donde K=6 (Cuadro 3). Se observa que las poblaciones que mostraron 

poblaciones genéticamente homogéneas en el K=6 (Q>0,90) fueron la Brahman, Holstein, 

Guaymí y Guabalá. La Senepol mostró una menor proporción de homogeneidad Q = 0,70, 

sin embargo, cuando se evalúa a nivel individual se encontró que uno de los animales 

asignado como Senepol, realmente se agrupó con el clúster de Holstein con q = 0,9570 y 

un segundo animal presentó una proporción de mezcla de q = 0,6570 para el clúster de 

Senepol y q = 0,2880 para el clúster de Holstein. El resto de los ejemplares de Senepol 

tuvieron valores que oscilaron entre q =0,9000 y q = 0,9840, considerados como 

representantes puros de la raza.  
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La capacidad de establecer la proporción de mezcla entre razas es de gran utilidad 

como herramienta para identificar y caracterizar nuevas poblaciones, al igual que en el 

control de filiación, casos de hurto pecuario y en los últimos años como herramienta para 

la identificación de productos comerciales protegidos con garantías de certificación de 

origen, lo que representa una ventaja sobresaliente y un avance científico importante como 

una estrategia de identificar individuos dentro de programas de trazabilidad genética. Los 

resultados obtenidos fueron similares a los reportados por Gorbach et al. (2010), sin 

embargo, el número de marcadores utilizados fueron mucho mayores a los empleados en 

este trabajo. Por el contrario, los del presente trabajo, fueron mayores a los utilizados por 

Fresno et al. (2017) en Las Islas Canarias, al validar exitosamente un panel reducido de 

150 marcadores SNP para estimar sub-productos autóctonos con denominación de origen, 

mostrado una alta capacidad de discriminación (>99%) para asignación individual y 

pruebas de paternidad y una capacidad de asignación racial superior al >80%. Igualmente, 

Hulsegge et al. (2019) utilizaron un panel reducido de 133 marcadores SNP con la finalidad 

de evaluar la pureza racial de seis razas locales en Holanda. En todos los casos 

previamente mencionados la capacidad de discriminación de razas puras y mezcladas fue 

significativa. Incluso en el presente trabajo se logró determinar valores altos de pureza 

racial, similares a los observados en otros trabajos, incluyendo la proporción de mezcla de 

los genotipos empleados en el presente estudio.    

 

 

  

 

	 Cuadro 3. Matriz de proporción de mezcla Q, para K=6. 

 1 2 3 4 5 6 
BRAH 0,006 0,962 0,011 0,006 0,005 0,010 

HO 0,011 0,003 0,006 0,006 0,959 0,015 

EXC 0,026 0,290 0,013 0,219 0,436 0,016 

SEN 0,702 0,006 0,013 0,016 0,256 0,006 

GUAY 0,012 0,007 0,034 0,007 0,012 0,928 

SRD 0,021 0,538 0,004 0,264 0,160 0,012 

GUAB 0,005 0,008 0,974 0,004 0,004 0,005 
BRAH – Brahman; HO - Holstein; SEN - Senepol; GUY – Guaymí; GUA – Guabalá-; EXC- europeos x cebú; 
SRD- indefinidos. 
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CONCLUSIÓN 
Los resultados apuntan a que los marcadores SNP tienen potencial para realizar 

estudios de diversidad genética, estimación de pureza racial y proporción de mezclas de 

genotipos cruzados, particularmente con la utilización de modelos bayesianos. Se sugiere 

continuar ampliando el estudio a mayor cantidad de razas y números de animales. 
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