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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la diversidad genética y la estructura poblacional del gen
mitocondrial citocromo b (cyth) en ganado Brown Swiss criado en el altiplano peruano. Se recolectaron
muestras sanguineas de 41 vacas procedentes de 13 establos lecheros en la provincia de Azangaro, Puno.
Tras la extraccion de ADN y amplificacion por PCR, se realizd secuenciacion Sanger; previo al analisis
bioinformatico, se excluyeron tres lecturas por baja calidad (Q-score < 20), trabajando con un conjunto final
de 38 secuencias. El alineamiento se realiz6 con el algoritmo MUSCLE vy la reconstruccion filogenética
mediante Maxima Verosimilitud (modelo HKY+I) en MEGA v.12, mientras que los indices de diversidad
se calcularon en R. Se identificaron 31 haplotipos distintos, revelando una alta diversidad haplotipica (Hd
=0,9687) en contraste con una baja diversidad nucleotidica (= = 0,0240). La red de haplotipos exhibié una
topologia en estrella, dominada por haplotipos Ginicos y pocos centrales. Asimismo, el Test de Neutralidad
de Tajima arroj6 valores negativos consistentes (D < -2,5), lo que sugiere un exceso de polimorfismos
de baja frecuencia, indicativo de una expansion poblacional reciente o seleccion purificadora. El analisis
filogenético mostré multiples linajes divergentes sin una estructura geografica definida. Se concluye que,
a pesar de ser una raza comercial, la poblacion de Brown Swiss en el norte de Puno mantiene una reserva
genética mitocondrial considerable y heterogénea, probablemente debida al flujo genético activo, lo cual es
fundamental para disefar estrategias de conservacion y mejora genética sostenible en la region.
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Genetic diversity in Brown Swiss cattle from Azangaro
province, Puno region, Peru

Abstract. The aim of this study was to evaluate the genetic diversity and population structure of the
mitochondrial cytochrome b (cyth) gene in Brown Swiss cattle raised in the Peruvian highlands. Blood
samples were collected from 41 cows belonging to 13 dairy farms in Azangaro province, Puno Region. After
DNA extraction and PCR amplification, Sanger sequencing was performed. Prior to bioinformatics analysis,
three sequences were excluded due to low quality (Q-score < 20), resulting in a final dataset of 38 sequences.
Alignment was conducted using the MUSCLE algorithm, and phylogenetic reconstruction was performed
using the Maximum Likelihood method (HKY+I model) in MEGA v.12. Genetic diversity indices were
estimated using R. A total of 31 distinct haplotypes were identified, indicating high haplotype diversity (Hd
=0.9687) combined with low nucleotide diversity (= = 0.0240). The haplotype network exhibited a star-like
topology, characterized by a high number of unique haplotypes and a few central ones. Tajima’s Neutrality
Test yielded consistently negative values (D < -2.5), suggesting an excess of low-frequency polymorphisms,
which is consistent with a recent population expansion or purifying selection. Phylogenetic analysis revealed
the presence of multiple divergent mitochondrial lineages without a clear geographic structure. These results
indicate that, despite being a commercial breed, the Brown Swiss population in northern Puno retains
considerable and heterogeneous mitochondrial genetic reserve, likely maintained through active gene flow.
This genetic variability represents an important resource for the design of sustainable conservation and
genetic improvement strategies in the region.
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INTRODUCCION

El ganado Brown Swiss aporta significativamente a la
produccion pecuaria por su robustez productiva, resistencia
a enfermedades y adaptabilidad ambiental (Davidescu
et al. 2024, Cartuche-Macas et al. 2025). Sin embargo,
su uso extensivo plantea interrogantes sobre la posible
reduccion de diversidad genética en poblaciones receptoras
(Wirth et al. 2021). En el contexto del altiplano peruano,
y especificamente en la region de Puno, esta raza se ha
consolidado como predominante; no obstante, existe un
vacio de informacion sobre la estructura genética molecular
de estos rebafios locales, lo que impide determinar si las
practicas actuales de manejo estan afectando su variabilidad
y potencial adaptativo.

Para abordar esta problematica, el analisis del acido
desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial, especificamente
el gen citocromo b (cyth), constituye una herramienta
valiosa para estudios evolutivos debido a su herencia
materna, ausencia de recombinacion y tasa de mutacion que
va de moderada a alta (Demir et al. 2023). La diversidad
haplotipica y nucleotidica del gen cytb refleja la variacion
genética en el linaje materno, con implicaciones para rasgos
productivos y adaptativos (Dorji et al. 2022). Se considera
que una alta diversidad indica mayor reserva genética
favorable para la adaptacion, mientras que valores bajos
sugieren endogamia o cuellos de botella poblacionales
(Cartuche-Macas et al. 2025).

Asimismo, los analisis filogenéticos basados en
secuencias del gen cytb permiten esclarecer relaciones
evolutivas y estructura poblacional (Gray 1989),
informacion esencial para estrategias de seleccion y
conservacion sostenible. Adicionalmente, estos analisis
pueden revelar evidencias de seleccion natural o artificial
sobre este gen (Signer-Hasler et al. 2017), proporcionando
datos sobre adaptacion a diversas condiciones ambientales
(Terefe et al. 2023).

Considerando la importancia de estos parametros para
la gestion ganadera regional, el objetivo de este estudio fue
evaluar la diversidad genética y estructura poblacional del
gen mitocondrial citocromo b (cytb) en vacunos Brown
Swiss de establos lecheros en el norte de Puno, Peru.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio y animales. El estudio se llevo
a cabo en 13 establos lecheros ubicados en el distrito de
Asillo de la provincia de Azangaro del departamento
de Puno -Pert; localizado a una altitud media de 3,907
m.s.n.m. cuya geolocalizacidon se encuentra en una latitud
sur de -14.784097, y longitud oeste de -70.357005. Para
el presente estudio se tomaron muestras de 41 vacunos
(hembra) de la raza Brown Swiss criadas bajo un sistema
semi-intensivo. El muestreo realizado a los animales fue
aleatorio en cada hato lechero.

Toma de muestras, extraccion de ADN vy
secuenciacion. El estudio contd con la aprobacion del
comité de ética institucional y el consentimiento de los
propietarios, cumpliendo con la normativa de bienestar
animal vigente (Ley N° 30.407). Bajo estrictas medidas

de bioseguridad y uso de material estéril, se colectaron
muestras de sangre (6 ml) de 41 animales mediante
venopuncion de la vena caudal, previa desinfeccion de la
zona con alcohol yodado al 3%. La obtencion de ADN
se inici6 con la separacion de células nucleadas mediante
centrifugacion en gradiente de Ficoll. Seguidamente, la
lisis celular y digestion proteica se efectuaron con buffer
especifico y proteinasa K a 37 °C. El ADN se purifico
mediante  extraccion con  fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico, seguido de tratamiento con RNAsa para eliminar
ARN. Finalmente, la precipitacion con isopropanol frio y
lavados con etanol al 70% aseguraron la pureza del ADN,
cuya integridad se verifico por electroforesis en gel de
agarosa. A continuacion, se amplificé un fragmento de 922
pb del gen citocromo b, correspondiente a las coordenadas
14.399 a 15.320 del genoma mitocondrial de referencia de
Bos taurus (GenBank Acc. No. NC_006853). Esta region
abarca el segmento central y el extremo 3’ del gen. La
amplificacion se realiz6 mediante PCR convencional conun
perfil térmico de desnaturalizacion inicial a 95 °C, seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C, alineamiento a
55 °C y extension a 72 °C, finalizando con una extension
final a 72 °C durante 10 minutos. Posteriormente, la
secuenciacion se realizo mediante el método de Sanger,
empleando la quimica BigDye Terminator v3.1 en un
secuenciador automatico ABI 3130xl.

Figura 1. Visualizacion electroforética de los productos de
amplificacion del gen mitocondrial citocromo b (cytb) en
41 muestras de ganado Brown Swiss. Los paneles A, B y
C muestran los resultados de amplificacion de las muestras
1-14, 15-28 y 29-41 respectivamente.

Alineamiento de secuencias. El analisis partié de un
total de 41 muestras recolectadas. Previo al procesamiento,
se realiz6 un control de calidad donde se excluyeron tres
secuencias por no alcanzar un puntaje de calidad minimo
(Q-score) > 20. En consecuencia, el alineamiento multiple
definitivo se llevo a cabo con las 38 secuencias restantes
del gen cytb. Para este proceso se utilizo el algoritmo
MUSCLE ejecutado en el software de analisis evolutivo
MEGA v.12.0.10 (Kumar et al. 2024). La configuracion
incluyd parametros estrictos, tales como una penalizacion
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de apertura de gaps de -200.00 y una penalizacién de
extension de 0.00. El algoritmo operd inicialmente
mediante el método UPGMA en las primeras iteraciones,
cambiando posteriormente a Neighbor Joining para refinar
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Figura 2. Cromatograma de secuenciacion de la region citocromo b (cytb) delADN de la muestra de un vacuno identificado

como vaca2 (Fragmento PCR182expl 01B).

Seleccion de modelo y reconstruccion del arbol
filogenético del gen cytb. El mejor modelo evolutivo fue
seleccionado utilizando el programa MEGA (Kumar et
al. 2024), mediante el criterio de maxima verosimilitud,
evaluando 24 modelos de sustitucion nucleotidica segun
sus valores de verosimilitud, BIC y AIC (Criterio de
informacion Bayesiano y Criterio de informacion de Akaike
respectivamente). El modelo HKY (Hasegawa-Kishino-
Yano) con sitios invariantes (HKY+I) fue el que presentd
el mejor ajuste. La reconstruccion filogenética se realizo
bajo el mismo criterio, empleando el algoritmo heuristico
Nearest-Neighbor Interchange (NNI) y evaluando la
confiabilidad de los clados mediante 1.000 réplicas de
bootstrap. Se utilizo la opcion “Use all sites” sin aplicar
filtros de ramificacion, optimizando el rendimiento con
paralelizacion en tres hilos.

Estimacion de Distancia Genética en cyzh. El analisis
se llevo a cabo en MEGA (Kumar et al. 2024) y se bas6 en
el promedio global (Overall Mean), con 1.000 réplicas de
bootstrap para calcular la varianza e intervalos de confianza.
Se empleod el modelo de Maxima Verosimilitud Compuesta,
considerando transiciones y transversiones, bajo supuestos
de tasas de sustitucion uniformes y evoluciéon homogénea
entre linajes. Para evaluar la robustez de las estimaciones,
se aplicaron tres métodos de manejo de datos faltantes:
delecion por pares, delecion completa y delecion parcial.

Analisis Estadistico. Para determinar las divergencias
genéticas en el gen cytb, se utilizo el Test de Neutralidad de
Tajima (D), que compara la diversidad genética promedio
por pares () con la esperada bajo neutralidad basada en

Tabla 1. Resultados del Test de Neutralidad de Tajima.

sitios segregantes (S); un valor positivo sugiere seleccion
balanceadora o reduccion poblacional, mientras que un
valor negativo indica seleccion purificadora o expansion
poblacional (Tajima 1989). Donde S representa (numero
de sitios polimérficos), = (diversidad nucleotidica), 6
(estimacion de diversidad basada en S) y D (explica la
varianza) (Nei y Kumar 2000). El analisis se llevo a cabo
en el programa de analisis genético de evolucién molecular
MEGA v.12.0.10 (Kumar et al. 2024). Para estimar el
numero de haplotipos y la diversidad haplotipica (Hd),
se utilizo el programa estadistico R v.4.5.0 utilizando las
librerias “ape” (Paradis et al. 2024) y “pegas” (Paradis et al.
2023) con los parametros predeterminados de cada libreria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Test de Neutralidad de Tajima (D). Los resultados
del test de neutralidad (Tabla 1), revelaron valores
negativos y consistentes del estadistico D de Tajima
en los tres métodos de delecion: -2,65944 (completa),
-2,89106 (por pares) y -2,85358 (parcial), indicando un
exceso de polimorfismos de baja frecuencia. La diversidad
nucleotidica (x) varié entre 0,01027 y 0,02203, mientras
que los valores de @ oscilaron entre 0,06794 y 0,08391.
Esta discrepancia sustenta la sefial de desviacion respecto
a la neutralidad. El numero de sitios segregantes (S) fue
variable (55 a 192), reflejando diferencias en la inclusion
de regiones polimorficas segun el tratamiento de datos
faltantes. En conjunto, los resultados sugieren la accion
de seleccion purificadora o una expansion poblacional
reciente, escenarios esperables en genes mitocondriales
funcionales como cytb, sujeto a fuerte presion evolutiva.

Sitios Diversidad Estadistico
Segregantes  Polimérficos Genética Nucleotidica de Tajima Método de
Ne° ) (Ps) (O) () D) Delecion
38 55 0,352564 0,083912 0,022039 -2,659440 Completa
38 192 0,190665 0,045379 0,010275 -2,891067 Por pares
38 165 0,285467 0,067943 0,015940 -2,853585 Parcial
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Estos resultados coinciden con estudios previos realizado

por Ratnam et al. (2022) en ganado autoctono (D = -2,40)
y son mas pronunciados que los reportados por Owaid et
al. (2020) para ganado Holstein iraquies (D = -1,67053),
apoyando la hipotesis de expansion poblacional reciente
en razas comerciales. En contraste, los valores positivos
observados en razas chinas (Yan et al. 2019) y ganado
cruzado iraqui (Owaid et al. 2020) reflejarian historias
demograficas distintas, con posibles sefales de seleccion
balanceada o contraccion poblacional.

La consistencia de nuestros hallazgos entre los tres
métodos de procesamiento de gaps, junto con estudios
previos sobre alta variabilidad intra-poblacional (Mkize y
Zishiri 2020), sugiere que las razas comerciales presentan
dinamicas evolutivas particulares, posiblemente asociadas
a su manejo reproductivo intensivo y flujo génico
globalizado. Estos resultados proporcionan informacion
clave sobre los procesos microevolutivos que moldean la
diversidad genética en poblaciones bovinas bajo distintos
regimenes de seleccion.

Diversidad Haplotipica (Hd) y nucleotidica (7). El
analisis de las secuencias permitio la identificacion de 31
haplotipos distintos. Se obtuvo una diversidad haplotipica
(Hd) de 0,9687 y una diversidad nucleotidica () de 0,0240;
estimadas mediante el método de delecion por pares.

Con respecto a la genealogia, la red de haplotipos
(Figura 3) exhibié una topologia en forma de estrella,
caracterizada por dos haplotipos centrales (H1 y H2) y
multiples haplotipos derivados en posicion periférica,
conectados principalmente por eventos de mutacion
puntual. El haplotipo H3 se identifico6 como el de mayor
frecuencia, mientras que la mayoria de las variantes
restantes correspondieron a haplotipos Unicos o de baja
frecuencia.

Frecuencia

H22

Figura 3. Red de haplotipos construida a partir del gen
mitocondrial cyth en vacunos Brown Swiss. Cada nodo
representa un haplotipo, y su tamafio es proporcional a
la frecuencia. Las lineas representan una unica mutacion
entre haplotipos.

Los indices obtenidos revelan una elevada
heterogeneidad haplotipica coexistiendo con diferencias

nucleotidicas bajas, un patron genético caracteristico que
sugiere un evento de expansion demografica reciente. La
diversidad reportada en este estudio (Hd = 0,9687) supera
ampliamente los valores descritos por Valizadeh etal. (2011)
en ganado irani (z = 0,0037) y por Hartatik et al. (2019) en
ganado indonesio (Hd = 0,3778; = = 0,00099). Del mismo
modo, contrasta notablemente con la diversidad moderada
observada en ganado nativo de Indonesia (Hd = 0,515;
Prihandini et al. 2020), Etiopia (Hd = 0,7540; Tarekegn
et al. 2018) y Corea (Chung 2013). Estas discrepancias
podrian atribuirse a diferencias en el tamafio efectivo de
la poblacion y a las distintas estrategias reproductivas o
historias demograficas de cada region.

Es relevante destacar que la alta proporcion de
haplotipos tnicos encontrada coincide con lo reportado
especificamente para la raza Brown Swiss por Hansen
(1997), quien describi6 una incidencia del 89% de
haplotipos tnicos, diferenciandose de otras razas bovinas.
Por otro lado, la distribucion de los haplogrupos y la
topologia de estrella observada concuerdan parcialmente
con estudios en ganado japonés y coreano (Sasazaki et al.
2006), sugiriendo la posible coexistencia de tres linajes
maternos diferenciados y la conservacion de linajes
ancestrales dentro de la raza.

En sintesis, la alta variabilidad haplotipica detectada
en el ganado Brown Swiss de la zona norte de Puno resalta
un acervo genético valioso. A pesar de la influencia de
factores como la seleccion artificial y la domesticacion,
esta poblacion mantiene una diversidad que favorece su
adaptabilidad futura, subrayando su importancia para
la implementacion de programas de conservacion y
mejoramiento genético regional.

Distancia Genética en cyth. La estimacion de la
distancia genética media entre las 38 secuencias del gen cytb
en vacunos Brown Swiss mostrd valores congruentes entre
métodos de tratamiento de gaps, aunque con variaciones
en la precision (Tabla 2). La delecion parcial arrojé una
distancia de 0,0311 + 0,1074, mientras que la delecion
completa presento el valor mas alto 0,0357 + 0,4701 pero
con una alta incertidumbre. En contraste, la delecion por
pares mostrd la menor distancia genética 0,0241 + 0,0169
y el error estandar mas bajo, lo que sugiere una estimacion
mas precisa al aprovechar la maxima cantidad de datos
comparables entre pares de secuencias.

Tabla 2. Distancia genética bajo 3 métodos de tratamiento
de gaps.

Ne Media  Error Estindar  Método de Deleciéon
38 0,031131 0,107413 Delecion Parcial
38 0,035723 0,470056 Delecion completa
38 0,024054 0,016852 Delecion por pares

Estos resultados coinciden con la baja diversidad
nucleotidica y los valores negativos del Test de Tajima,
reforzando la evidencia de una diversidad genética
moderada a baja en esta poblacion, posiblemente influida
por eventos recientes de expansion o seleccion.

Estos valores son inferiores a los reportados por
Prihandini et al. (2020) en ganado Bali (0,092), lo que
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sugiere mayor homogeneidad genética en Brown Swiss,
posiblemente debido a seleccion artificial intensiva. En
contraste, estudios en ganado indonesio realizado por
Rahim et al. (2021) muestran minima divergencia con Bos
Javanicus (0,000 — 0,001), reflejando su cercania evolutiva.
Nuestros resultados también coinciden con los hallazgos de
Hansen et al. (2011), que indican un origen materno comun
entre razas comerciales (Holstein, Jersey, Brown Swiss) a
pesar de su diferenciacion genomica.

La variabilidad en cyrb tiene también implicaciones
practicas en otros campos, por ejemplo, en la deteccion de
adulteracion en lacteos (Mininni et al. 2009) y en estudios
filogenéticos (Pal et al. 2019).

Arbol Filogenético. El arbol filogenético reconstruido
mediante maxima verosimilitud con el modelo HKY+I
(Figura 4) revela una estructura poblacional con baja
diferenciacion genética entre las 38 secuencias del gen

cytb en vacunos Brown Swiss. La topologia presenta
una disposicion en peine, caracteristica de poblaciones
con expansion reciente, y evidencia multiples linajes que
divergen desde nodos basales sin una clara estructura
jerarquica.

El soporte estadistico, evaluado mediante 1.000
réplicas de bootstrap, fue en su mayoria bajo o nulo, con
algunos clados de soporte moderado, por ejemplo, los
animales identificados como vaca29 con vaca3l (65%)
y vacal8 con vaca2l (39%). Un clado superior, mas
diversificado (bootstrap 58%), agrupa principalmente a las
secuencias de vaca39, vacal8 y vaca2l. Esta configuracion
filogenética es coherente con los bajos valores de distancia
genética y los resultados del Test de Tajima, lo que sugiere
una poblacién homogénea, sujeta a expansion demografica
reciente o seleccion purificadora, donde predominan
mutaciones recientes no fijadas.

wvacazd4 cytkFLF TQ 20

wvaca30 cytbFLF TQ 20

waca38 cyctkbFLF TQ 20

wvaca4l cytbFLF TQ 20

wvacaT cvtbFLF TQ 20

wvacaz2 cytkFLF TQ 20

wvaca20 cytbFLF T2 20

wvacall cytbFLF TQ 20

wvacalé cytbFLF TQ 20

wvaca3d cytbhFLF TQ 20

wvacall8 cytkFLF TQ 20

wvaca2l cytbFLF T2 20

wvacazh

cyctkFLF T2 20
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Figura 4. Arbol filogenético construido en base a 38 secuencias del gen cyzb.
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CONCLUSION

El analisis del gen mitocondrial cytb en ganado Brown
Swiss del norte de Puno en Pera, demostro alta diversidad
genética materna, evidenciada por 31 haplotipos y una
diversidad haplotipica de 0,9687. Los resultados sugieren
expansion poblacional reciente y flujo génico activo
entre establos, manteniendo homogeneidad estructural
poblacional. Esta diversidad mitocondrial constituye un
recurso genético valioso que sustenta el desarrollo de
programas de conservacion y mejoramiento genético
orientados a optimizar la productividad mientras se preserva
la variabilidad genética en esta poblacion altoandina.
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