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RESUMEN

Las caracteristicas de importancia econdmica en las especies de produccion
animal son en su mayoria cuantitativas, su expresion depende de la interaccion
de muchos pares de genes que tienen efecto sobre la caracteristica en diferentes
proporciones. Tres de los genes de mayor importancia para la produccion,
composicién y/o calidad sanitaria de la carne son Calpaina (CAPN1), Calpastatina
(CAST) y Leptina (LEP). En 355 muestras de ADN de ocho razas bovinas criollas
(BON, CQT, CAS, CCC, ChS, HV, ROMO y SM, dos razas sintéticas
colombianas LUC y VEL y cuatro comerciales AR, BR, CH y SMT) se estim¢ las
frecuencias alélicas y genotipicas de diferentes SNPs para los genes CAPN1,
CAST y LEP mediante PCR-RFLP y PCR-SSCP. Se encontré6 que todos los
marcadores de los genes CAP1, CAST y LEP, fueron polimoérficos. A pesar del
pequefio numero de individuos se encontré una mayor frecuencia de los alelos
asociados a caracteristicas de terneza y marméreo en el GCC en comparaciéon
con las razas comerciales. Los valores de Fs resultaron significativamente
diferentes de cero en los siete marcadores analizados, posiblemente debido a la
gran proporcion de individuos heterocigotos. Con base a los valores de Fsr se
encontré una moderada diferenciacion genética entre el GCC, la raza con mayor
diferencia genética fue la CCC con valores de hasta 0.330. Todo lo anterior puede
ser indicativo que el GCC no solo presenta caracteristicas favorables de
tolerancia a las condiciones ambientales, resistencia a parasitos, un
temperamento décil y otras caracteristicas de interés, sino que también presenta
una predisposicion genética para la produccién de carne con perfiles de calidad
de carne aceptables.

Palabras clave: de carne, Diversidad genética, PCR-RFLP, PCR-SSCP.



ABSTRACT

Most of the important traits in animal production are controlled by several genes
and their expression depends on the interaction of several pairs of genes with
major or minor effects on the characteristic. Three of the genes with major
importance in production, composition and meat quality are Calpain (CAPN1),
Calpastatin (CAST) and Leptin (LEP). Allele and genotypes frequencies were
estimated for genes CAPN1, CAST and LEP by PCR-RFLP and PCR-SSCP
within a total of 355 DNA samples from eight creoles cattle breeds (CCB) (BON,
CQT, CAS, CCC, ChS, HV, ROMO and SM, two synthetic breeds Colombian VEL
and LUC and four commercial AR, BR, CH and SMT). It was found that all
markers from CAP1, CAST and LEP genes were polymorphic. Despite the small
number of individuals, higher frequency of alleles associated with tenderness and
marbling traits were found within the CCB compared with commercial breeds. Fis
values were significantly different from zero in the seven markers analyzed,
possibly due to the large proportion of heterozygous individuals. Based on the
values of Fst found a moderate genetic differentiation between the CCB, race
more genetic difference was the CCC with values up to 0330. All this may indicate
that the GCC not only has favorable characteristics of tolerance to environmental
conditions, resistance to parasites, a docile temperament and other characteristics
of interest, but also has a genetic predisposition for meat production with quality
profiles acceptable meat

Keywords: Genetic diversity, Meat quality PCR-RFLP, PCR-SSCP.



INTRODUCCION

A nivel de América Latina, Colombia se ha considerado como uno de los paises
mas diversos en recursos zoogenéticos, posee una raza bovina criolla adaptada
para cada una de las principales regiones ecoldgicas, presentan altas cualidades
en produccion, reproduccidon y habilidad al adaptarse a las condiciones
ambientales adversas que imperan en el medio tropical. Ademas, fueron una
fuente importante de carne, leche, vestido y trabajo para los colombianos hasta la
década de los treinta, cuando la necesidad de aumentar la produccion conllevé a
una importacion desmedida de razas bovinas con mejores habilidades de
produccion pero con baja capacidad de adaptacién al tropico, lo cual redujo

dramaticamente la poblacién criolla (Casas y Valderrama, 1998).

De acuerdo con el tamafo poblacional, la mayoria de las razas criollas
colombianas se encuentran clasificadas como “vulnerables” (Blanco Orejinegro,
Harton del Valle, Casanareio, Sanmartinero, Lucerna, Velasquez vy
Romosinuano), “en peligro de extincion” (Costefio Con Cuernos y Chino
Santandereano) y “critica” (Caquetefio) (Martinez, 1999; Duran y Manrique, 1999;

Salamanca, 1999).

La calidad de la carne constituye un importante factor de interés econdémico.
Caracteristicas de importancia econémica como el marméreo y terneza en la
carne, grasa, proteinas y sélidos totales en leche, son de importancia en la

mejora de produccion de animales criollos, porque son el valor agregado para el
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pago por calidad de producto (Cerdén et al., 2009). Se ha demostrado que la
capacidad del consumidor de discriminar carnes por categorias de terneza y de
su disposicion a pagar un sobreprecio por esta, ha impulsado al estudio de esta
caracteristica para promover la produccion, identificacidn y comercializacion
(Boleman et al., 1997).

Las expectativas de comercializacion de la carne bovina, tanto en el mercado
interno como para exportacion y el reto de producir carne de excelente calidad en
menor tiempo, obligan modernizar todos los eslabones de la cadena carnica para
asegurar su calidad y asi aumentar las posibilidades del sector (Amador et al.,
2003).

El desarrollo de marcadores genéticos relacionados con la palatabilidad viene
siendo incentivado por el mercado consumidor debido a dificultad para identificar

animales con caracteristicas deseables (Lara, 2005).

Dentro de los factores bioquimicos y genéticos que se han identificado como
responsables del ablandamiento de la carne se encuentra el sistema proteolitico
de las calpainas. La proteasa activada con niveles mili-molares de calcio (m-
calpaina) y micro-molares de calcio (p-calpaina), son las dos enzimas
responsables del ablandamiento post mortem de la carne, y su inhibidor la

calpastatina (Koohmaraie, 1996).

El marmodreo es otro de los factores que intervienen en la palatabilidad y calidad
de la carne. La cantidad de marméreo y deposicidn de grasa estan influenciadas
por la hormona leptina codificada por el gen Leptina (LEP) también llamado gen
Ob, secretada por el tejido adiposo, que actua regulando el apetito y la

composicion corporal, es predictor de peso corporal, (Houseknecht et al., 1998).
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Por la gran diversidad de ganados criollos y la importancia de su conservacion, el
objetivo del presente trabajo es estimar las frecuencias alélicas y genotipicas de
diferentes Polimorfismos de Nucleotidos Simples (SNPs) en los genes Calpaina
(CAPN1), Calpastatina (CAST) y Leptina (LEP) y compararlas con la frecuencias
de los ganados importados, utilizando las técnicas moleculares PCR-RFLP y
PCR-SSCP en muestras de ADN bovino criollo colombiano. Se espera que los
SNPs relacionados con los genes de calidad de carne encontrados en las razas
criollas colombianas presenten: alta variabilidad, alta proporcion de los alelos
deseables y diferencias en las frecuencias entre las razas y compararlas con la

frecuencias de los ganados importados.
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1. MARCO TEORICO

1.1 GANADO CRIOLLO COLOMBIANO

Colombia esta catalogada como uno de los siete paises de mega diversidad,
cuenta con la mayor diversidad en recursos Zoogenéticos de gran potencial para
la produccion sostenible de carne, leche, lana, fibras y trabajo (Bedoya et al.,
2001; MADR 2003; Martinez 2010).

Colombia posee una raza bovina criolla adaptada a cada una de las principales
regiones ecoldgicas, que han demostrado un alto potencial genético, altas
cualidades en produccién, rusticidad, utilizacion eficiente de los alimentos
fibrosos, fertilidad, resistencia, longevidad y habilidad para adaptarse a las
condiciones ambientales adversas que imperan en el medio tropical (Martinez et
al., 2010). Hasta la década de los treinta fueron una fuente importante de carne,
leche, vestido y trabajo para los colombianos, pero mas tarde la necesidad de
aumentar la produccion conllevé a una importacion desmedida de razas bovinas
con mejores habilidades de produccién, pero con baja capacidad de adaptacién al
tropico, siendo evidente la drastica disminucion de las poblaciones de animales
criollos ocasionada principalmente por los cruzamientos absorbentes con las
razas introducidas (Casas y Valderrama, 1998; Martinez, 2010).

Martinez (2010) reporta que la poblacion de las razas bovinas criollas y
colombianas, evaluadas en el censo del afio 1999 (Martinez, 1999) y del ganado

Casanare por Sastre y col. (2004) es de 18.231 animales que corresponde al
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0.08% de la poblacion total de bovinos del pais, la cual, segun la Encuesta
Nacional Agropecuaria (ENA, 2008 y 2009) se estima en 26.877.824 cabezas y

con un crecimiento moderado entre los anos 2006, 2007 y 2008 del 1,4%.

1.1.1 Produccién y consumo de carne bovina en Colombia

Colombia cuenta con multiples zonas agroecolégicas aptas para la produccién de
carne bovina de alta calidad; cerca de 40 millones de hectareas se destinan a la
ganaderia, de las cuales mas de un 60% se encuentran en zonas de trépico bajo.
Colombia se ha posicionado como el cuarto hato ganadero mas grande de
América Latina (FEDEGAN 2011; PROEXPORT 2011). Los sistemas de
produccion de carne bovina en Colombia se basan en tres actividades principales:
la cria, el levante y la ceba, no obstante, existen algunas empresas ganaderas
que desarrollan conjuntamente estas tres actividades de “ciclo completo”
(Vasquez, 2005).

El sector agropecuario contribuye con el 8.5% del PIB nacional. Asi mismo, la
ganaderia participa con el 1.6%, el 20% y el 53% sobre el crecimiento nacional, el
sector agropecuario y el sector pecuario, respectivamente (FEDEGAN, 2010;
Suarez et al., 2011).

En 2010, la produccion pecuaria fue de 3,59 millones de toneladas, provenientes
principalmente de la ganaderia bovina (1,67 millones) y de la avicultura (1,65
millones) (MADR, 2011).

El consumo interno de carne bovina disminuyd, debido a que fue sustituido por el
pollo, por su menor precio y por la ruptura en las relaciones comerciales con

Venezuela (MADR, 2010). Para el 2011 presenté un incremento, siendo el
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sacrificio de ganado vacuno de 3.900.419 cabezas, equivalentes a 820.985
toneladas de carne en canal. Durante el cuarto trimestre de 2011 se obtuvieron
219.126 toneladas de produccion de carne en canal para consumo interno,

equivalentes al 99.8% dejando solo el 0.2% para exportacion (DANE, 2011).

1.2 CALIDAD DE CARNE

Estudios de calidad de carne han concluido que el concepto de calidad es muy
amplio, ya que su evaluacion final es hecha por los propios consumidores, por lo
tanto hay una gran variabilidad de resultados y de opiniones, pues cada cual le
asigna una mayor o menor trascendencia a los diversos atributos o caracteristicas

de la carne (Carduza et al., 2002).

En la calidad de las carnes bovinas, quiza el aspecto mas importante sea el
conocimiento de aquellos factores que determinan la preferencia del consumidor.
Dentro de estos factores los principales que determinan la calidad de la carne
son: Las caracteristicas organolépticas o sensoriales (color, terneza, jugosidad,
marmoreo); el valor nutricional (proteinas de alta calidad, bajos niveles de grasa,
adecuado perfil de acidos grasos) y las condiciones higiénico-sanitarias (libre de
Salmonella, E. Coli, Listeria, hormonas, pesticidas, antibiéticos, metales pesados)
(Teira et al., 2006; Vasquez et al., 2002).

Los factores de calidad estan determinados por la edad, el sexo, la caracteristicas
genéticas, la alimentacion y el manejo de los bovinos. A su vez estos factores
estan influenciando las caracteristicas organolépticas o sensoriales, el valor
nutricional y las condiciones higiénico-sanitarias (Vasquez et al., 2005; Vasquez
et al., 2007).
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Con respecto a la calidad de la carne dos caracteristicas relevantes son la
terneza y el marméreo (Koohmaraie et al., 2002). En Colombia los sistemas de
clasificacion de canales bovinas estan orientados hacia el incentivo a la calidad
de produccion, diferenciando claramente canales provenientes de ganado joven
con un peso adecuado y un grado de marméreo moderado. Estos sistemas de
clasificacion pretenden valorar la calidad de la carne y sus cortes, en términos de
edad como buen referente de la terneza. La caracteristica de marmoéreo no esta
contemplada en este sistema debido al tipo racial que se encuentra en Colombia
y, principalmente, a que nuestros sistemas productivos no permiten que esta

caracteristica se exprese (Amador y Palacios, 2005).

1.2.1 Terneza

En cuanto a las caracteristicas organolépticas, la terneza de la carne es un factor
de gran importancia que incide en la aceptacién que tiene el consumidor final del
producto carnico y se define como la dificultad o la facilidad con la que se puede
cortar o masticar (Vasquez et al., 2007). Es un atributo muy complejo, en el cual
intervienen diversos factores como contenido y densidad de fibra en el musculo,
cantidad, tipo y disposicién del tejido conectivo, condiciones de faena, estrés,
hasta la forma de preparacion del producto antes de ser consumido (Carduza et
al., 2002).

La terneza de la carne es una de las caracteristicas potencialmente importante en
la economia de la industria carnica. La capacidad de los consumidores para
discriminar entre categorias de sensibilidad y su disposicion a pagar un sobre-

precio por la carne tierna, le da mas importancia (Boleman et al., 1997).
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Uno de los principales métodos para producir carne tierna es el proceso de
maduracién post-mortem (Perez, 1998). Durante los primeros 3 6 4 dias post-
mortem se lleva a cabo la protedlisis de las principales proteinas de las
miofibrillas, responsables del mantenimiento de la integridad estructural del
musculo, ocasionando su debilitamiento y por tanto la tenderizacion (Koohmaraie
et al., 1996; Geesink et al., 1999; Koohmaraie et al., 2002; Motter et al., 2009).

La seleccion de la terneza presenta grandes limitantes, debido a que se realizan
con mediciones subjetivas y objetivas; dentro de las mediciones objetivas esta el
corte Warner-Bratzler, que requiere del sacrificio de los animales (Carruthers C.,
2009; Parra-Bracamonte et al., 2007).

Existen tres sistemas proteoliticos presentes en el musculo que han sido
asociados como los posibles encargados de la protedlisis post mortem y por ende
con el desarrollo de la terneza de la carne: el sistema de las catepsinas, el
complejo multicatalitico de proteasa (CMP) y el sistema proteolitico dependiente
de calcio o Calpainas, siendo este ultimo el principal mecanismo relacionado con
la protedlisis que conduce al ablandamiento de la carne (Alves et al., 2007,

Koohmaraie y Geesink, 2006).

Sistemas de las Calpainas

Las calpainas son una familia de cisteina-proteasas citosdlicas, relacionadas con
el procesamiento de proteinas del citoesqueleto, la diferenciacion celular y la
apoptosis, cuyo control esta determinado por la concentracion de calcio Ca*™ (Goll
et al., 2002). El sistema de la calpainas posee tres componentes: la p-calpaina
que requiere para su funcionamiento bajas concentraciones de iones calcio, la

enzima m-calpaina que requiere concentraciones de calcio mas elevado y la
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calpastatina inhibidor competitivo de la actividad de estas enzimas (Goll et al.,
2003; Thomson et al., 1996).

Las calpainas son heterodimeros compuestos por dos subunidades. La subunidad
pequefia con funcion regulatoria contiene dos dominios denominados DV y DVIy
la subunidad grande con funcién catalitica comprende cuatro dominios DI, DII,
Dlll'y DIV (Goll et al., 2003; Motter et al., 2009).

La accion proteolitica de las calpainas en las fibras musculares es degradar la
desmina, tropomiosina, troponina-T y debilitar la union de la a-actina a los discos
Z del sarcolema, en el almacenamiento post mortem (Dransfield, 1994). Son
consideradas como las principales responsables de los cambios de degradacién
que ocurren durante el maduramiento post mortem a bajas temperaturas
(Thompson et al., 2006).

La calpastatina, unico inhibidor endégeno de las calpainas, esta organizada en
cuatro dominios (I a IV) formados por secuencias repetidas de 140 aminoacidos,
entre los cuales existe una homologia del 23 al 36%. Cada dominio contiene tres
subdominios (A, B y C), a través de los cuales se une a las calpainas (Motter et
al, 2009). Dentro de los dominios | — IV tres regiones altamente conservadas son
responsables por la inhibicion, donde una molécula de calpastatina puede
neutralizar varias de calpaina (Lonergan, 1999). Existen distintas isoformas de la
calpastatina, denominadas tipo I, II, lll y IV, las tres primeras han sido aisladas en
musculo esquelético, musculo cardiaco e higado y la tipo IV sélo se expresa en
testiculo (Goll et al., 2003).
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Morgan et al. (1993), determinaron que durante las primeras 24 horas del proceso
de maduracion de la carne, para la activacion de la calpastatina se requiere

menores niveles de Ca*™" que para la y- y m-calpaina.

1.2.2 Marméreo

El marméreo es definido como la cantidad y distribucion de grasa intramuscular
en la zona central del musculo Longissimus dorsi, entre la décima segunda y
décima tercera costilla (Martinez y Barrera, 2006). Después de la terneza, es uno
de los principales factores de determinacion de calidad de la carne. Es un
estimador del porcentaje de grasa intramuscular y un patrén indirecto y
determinante de la palatabilidad (sabor, jugosidad y en menor medida,
terneza). Mayor grado de marmoreo es un indicador de calidad para
determinados mercados. No obstante, impone sus propios limites porque un
aumento en el marméreo implica una disminuciéon en el porcentaje de carne

magra en la res.

El marméreo esta influenciado por la hormona leptina, secretada por el tejido
adiposo, que tiene efectos multiples sobre los tejidos y los sistemas endocrinos
que coordinan del metabolismo energético de todo el cuerpo (Houseknecht et al.,
1998).

Leptina

Hormona peptidica con un peso molecular de 16kDa, que se produce principal-
mente en los adipocitos y se expresa en el tejido adiposo y en niveles inferiores
en el epitelio gastrico y la placenta. Actua sobre los tejidos centrales y periféricos

alterando el gasto energético y ejerciendo un efecto anorexigeno en el animal.
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Desempefia un papel central en la regulacién de la homeostasis energética del
cuerpo y en otras funciones fisiolégicas como, particion de nutrientes entre los
tejidos y composicion corporal, secrecion de las glandulas endocrinas, la
reproduccion, la funcion inmune y renal, la hematopoyesis, entre otras (Figura 1)
(Chilliard et al., 2001; Friedman y Halaas, 1998; Houseknecht et al., 1998).

La concentracién de leptina en sangre esta altamente correlacionada con los
indices de adiposidad (indice de masa corporal, porcentaje de grasa corporal y
masa de grasa total). Sin embargo, la masa de tejido adiposo no es el unico
determinante de las concentraciones circulantes de leptina, puesto que el
consumo de energia también tiene una gran influencia sobre los niveles
plasmaticos de ésta. La leptina en plasma disminuye agudamente durante el
ayuno o la restriccibn de energia, mientras que la realimentacién y la

sobrealimentacién aguda aumenta su nivel (Havel, 2000; Quintero y Ruiz, 2008).

L| cerebro % Apetito
R

2 Gasto
energeético

\k Actividad

- Sistema nervioso A
Te!ido Leptina en simpatico N fisica
adiposo plasma + Hormonas
cerebrales P Actividad
A ovarica
Jr +«Cambios en
L| Tejidos regulaciones
R periféricos hormonales

Figura 1 Efectos fisioldgicos de la leptina secretada por el tejido adiposo en roedores
(LR= Receptores de leptina) (Adaptado Chilliard et al., 2001).
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1.3 GENES ASOCIADOS A CALIDAD DE LA CARNE

Los estudios realizados en el genoma bovino han permitido estudiar
caracteristicas productivas de gran importancia para el mejoramiento animal, y
han llevado a la busqueda realizacion de marcadores genéticos para la
identificacién de genes asociados a caracteres de interés (Guitou et al., 2008;
White et al., 2005).

Los marcadores genéticos son utilizados para identificar regiones especificas
dentro de los cromosomas donde estan localizados los genes responsables de
los rasgos cuantitativos involucrados en la expresion de caracteres
econdmicamente importantes en las especies domésticas; estas regiones son
conocidas como locis de rasgos cuantitativos (QTLs) (Dekkers y Hospital 2002;
Davis et al., 1998). El uso de informacién de estas regiones en programas de
seleccion de ganado es utilizado en la seleccion genética asistida por marcadores
(MAS). Los QTLs representan una herramienta util para la seleccion genética de
animales con rasgos cuantitativos de dificil medicion como la terneza y marméreo

en la carne (Davis et al., 1998).

En el genoma bovino se han identificado diversas mutaciones puntuales (Polimor-
fismo de nucledtido simple SNPs), donde la mutacién mas comun es la transicién,
que es elintercambio de purina por otra purina (A<—~G) o una pirimidina por otra
pirimidina (C—T) y la menos frecuente la transversion o cambio de una purina por

una pirimidina o viceversa (C/T «— A/G) (Rodrigues, 2009).

Los marcadores SNPs de los genes CAPN1, CAST y LEP codificantes para la y-
calpaina, calpastatina y leptina, han sido analizados y asociados a caracteres de

interés econdmico en ganado bovino. Estudios realizados por Smith et al. (2000);
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Page et al. (2004); Casas et al.,, (2005); White et al., (2005) han logrado
demostrar la asociacion significativa de marcadores genéticos, con la terneza de

la carne de ganado Bos taurus y recientemente en ganado Bos indicus.

1.3.1 Gen CAPN1

El gen CAPN1 que codifica para la p-calpaina, fue reportado en el cromosoma 29
bovino por Smith et al. (2000). Consta de 22 exones y 21 intrones. Page et al.
(2002) en ganado Bos taurus encontraron dos SNPs no sindnimos que presentan
variaciones de aminodacidos en la posicion 316 (Glicina/Alanina) del exén 9y en la
posicidon 530 (Valina/lsoleusina) del exén 14, reportandolos como marcadores
para variacion en la terneza de la carne. Sin embargo, estos marcadores no se
segregan en frecuencias apreciables en ganado Brahman siendo poco

informativos para Bos taurus (Casas et al., 2005).

Estudios posteriores en poblaciones Bos tauros y Bos indicus, encontraron tres
nuevos polimorfismos en el gen CAPN1 (Figura 2): el marcador CAPN4751
ubicado en el intron 17 (posicion 6545 de AF248054) con resultado significativo
en terneza para la poblacion evaluada, el marcador CAPN4753 en el intrén 21
(posicién 8676 de AF248054) y el marcador CAPN5331 en el intrén 1 (posicion
327 de AF252504), que no presento relacion con terneza (fuerza de corte Warner
Bratzler) en animales de la raza Brahman (White et al., 2005; Casas et al., 2005).
Hoy en dia otros polimorfismos de tipos SNPs se han encontrado en el gen de la
calpaina (Casas et al., 2005; Juszczuk-Kubiak et al., 2004; White et al., 2005).
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* | Marker 4751
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Intron 10 (~15 kb)

Figura 2 Localizaciéon genomica de los marcadores SNP en el gen CAPN1 (White et al,
2005)

En Colombia Martinez et al. (2012) evalud el desempefio de toretes de las razas
Romosinuano y Blanco Orejinegro en prueba de crecimiento en pastoreo, con
cuatro marcadores SNP localizados en los genes CAPN1, Miostatina (MYO) y
Diacilglicerol Aciltrans-ferasa (DGAT1), relacionados con crecimiento y calidad de
la carne. Encontraron una alta frecuencia de heterocigotos para los marcadores
316, 530 y MYO, pero con el marcador DGAT1 la mayoria de los animales

presentaron el genotipo AA, encontrando solo un individuo heterocigoto AK.

Moreno et al. (2009) con el gen CAPN2 que codifica para la m-calpaina,
evaluaron las razas criollas colombianas Blanco Orejinegro, Harton del Valle,
Romosinuano, Sanmartinero y Chino Santandereano mediante la técnica PCR-
RFLP. La poblacién presento6 alta frecuencia del genotipo AB (aproximadamente
60%) y observé la menor frecuencia del genotipo AA (0.03) en el Romosinuano la,
concluyendo que el ganado criollo colombiano presenta grandes oportunidades

para seleccion de estos locus asociados con calidad de la carne.
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1.3.2 Gen CAST

La calpastatina es codificada por el gen CAST que se encuentra en el cromosoma
7 del bovino (Bishop et al., 1994) y comprende 35 exones que se extienden por lo
menos en 130 kb de ADN gendémico (Raynaud et al., 2005). Las diferentes
isoformas de calpastatina se originan por la existencia de cuatro promotores, los
cuales se localizan en el extremo 5 de los exones 1xa, 1xb, 1u y 14t de dicho
gen, a partir de los cuales se sintetizan las isoformas |, Il, lll y IV de la enzima,
respectivamente (Figura 3) (Motter et al, 2009).

WTGATG ATG A Il'(i TAA
- [1y][12]|1a][ 2] 3 |/ 8 ][ o }-// 14 paTj[15}~f28] 29] 30

Tipo | 5’ Final
r— a — —
Tipo Il 5’ Final
— -—
- Tipo Il 5’ Final
— -— Tipo IV

Figura 3 Estructura del gen CAST bovino y de los diferentes tipos de ARNm aislados
(Raynaud et al, 2005).

Hasta el momento se han identificado varios SNPs en el gen CAST, algunos de
los cuales han sido asociados significativamente con la terneza de la carne

bovina.

Barendse. (2002), identific6 dos SNPs en el gen CAST, el primero una
transversion de guanina a una citosina en el intron 5 y el segundo una transicion
guanina a una adenina en la regidon no traducida 3’'UTR (posicién 2959 de la

secuencia AF159246 del GenBank) estableciendo para este ultimo que el alelo A
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se asociaba a carne mas tierna. Casas et al. (2006) analiz6 el SNP 2959 en
ganado vacuno Bos taurus y Bos indicus, encontraron asociaciones significativas
entre este marcador y la terneza de la carne en las poblaciones evaluadas,
confirmando lo reportado por Barendse (2002). Morris et al. (2006) y Curi et al.
(2009) encontraron diferencias en los valores de Resistencia al corte (RC) del

genotipo favorable (AA) para el marcador 2959.

Juszczuk-Kubiak et al. (2008) reporto tres SNPs en el intron 12, donde tres de
estos estaban relacionadas con rasgos relacionados a la calidad de la carne y
eran heredados como haplotipos. Schenkel et al. (2006) reporto un polimorfismo
que corresponde a una sustitucién G/C en el intrén 5 (posicion 282 del GenBank

AY008267) donde el genotipo CC es relacionado con carne mas tierna.

1.3.3 Gen LEP

En los anos noventa fueron reportados un gran numero de publicaciones sobre la
biologia y quimica de la leptina. Mediante clonaje posicional se consiguid
identificar el gen OB en humanos y ratones, que codifica para la hormona Leptina,
el cual recibié anos después el nombre de LEP (Zhang et al, 1994). Se reportd
una alta homologia entre el gen de la leptina en humanos, ratones y bovinos
(Pfister-Genskow et al, 1996; Zhang et al, 1994) encontraron que tienen un 86%
de identidad en secuencia de nucleétidos y aproximadamente el 95% de
homologia en términos de similitud de secuencia de aminoacidos (Dyer et al.,
1997).

El gen de la leptina bovina se encuentra en el cromosoma 4 (Barendse et al.,

1994; Stone et al., 1996). Contiene tres exones, el exén 1 no codificante y los
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exones 2 y 3 que presentan la region codificante para el gen (Figura 4) (Stone et
al., 1996; Zang et al, 1997).

Exon | Frxon 2 Exon 3
M bp 172 bp ~3 kb
— ~14kb ~LTkhb
- :
.
P

£
ATG STOP e

Figura 4 Estructura gendmica del gen de la leptina bovina (Taniguchi et al, 2002).

El gen LEP secuenciado proximo al marcador microsatélite BM1500, el cual fue
asociado con porcentaje de grasa en las costillas y niveles de grasa en la canal
de ganado, se encontro un polimorfismo de nucle6tido unico en la region del exon
2 del gen, que es una transicién de cisteina (C) por una timina (T) que ocasiona
un cambio en el aminoacido de Arginina/Cisteina encontrando asociacion
significativa entre el genotipo TT y los niveles de grasa de la canal en el ganado
(Buchanan et al, 2002),.

Existen variantes del gen que alteran la formacion de la leptina; asi los animales
con la variante C almacenan poca grasa intramuscular, mientras aquellos con
mayor grado de marmoreo presentan el alelo T (Vasquez et al., 2005). Guerra et
al. (2005); Ceron et al. (2009) y Montoya et al. (2009) en ganado criollo
colombiano (BON, Hartéon del Valle, Romosinuano, Sanmartinero y Chino
santandereano) encontraron que el genotipo TT se relaciona con caracteristicas

de terneza.
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1.4 MARCADORES MOLECULARES

Durante la segunda mitad del sigloXX los progresos realizados en biologia
molecular permitieron importantes avances en la identificacion de las variaciones
genéticas que se producen a nivel de la secuencia del ADN. Diversas técnicas de
biologia molecular estan hoy disponibles para la deteccién de variabilidad de
dichas secuencias, para la deteccion de polimorfismos genéticos. Estas técnicas
permiten la obtencidn de marcadores moleculares que pueden ser utilizados para
las mas diversas aplicaciones, tanto en estudios de genética como en

mejoramiento (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Los marcadores moleculares equivalen a puntos de referencia en la observacion
del genotipo, asi un marcador molecular corresponde a toda y cualquier variaciéon
proveniente de un gen expreso o de un segmento especifico de ADN
(correspondientes a regiones expresas o no del genoma). Al verificar que esos
marcadores segregan de acuerdo a las leyes mendelianas para caracteristicas
monogénicas o presentan distribucion compatible con las esperadas para
caracteristicas poligénicas, el marcador molecular pasa a ser definido también

como marcador genético (Salinas, 2007).

Los recientes avances tecnoldgicos han traido metodologias de alto desempefio y
precision, de bajo costo para caracterizacién y genotipo de polimorfismos de
nucleodtido simple (SNPs) (Rodrigues, 2009). Existen varias clases de marcadores
moleculares como los microsatélites SSRs (Single sequences Repeats) y los
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) donde con la ayuda de la

PCR se detecta el polimorfismo de estos marcadores
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En el ganado bovino, la identificacion de polimorfismos de nucleétido simple
(SNP) hace posible que los genetistas puedan encontrar asociaciones entre
ciertos genes y diversos rasgos de interés. Estos hallazgos podrian conducir
eventualmente a la produccion de carne de calidad superior (Adam, 2002).
Grandes multinacionales como Pfizer, Animal Genetics, Igenity de Merial e
llumina, entre otras, han puesto en el mercado pruebas comerciales que ofrecen
la posibilidad de seleccionar reproductores mediante la identificacion de
polimorfismos asociados a fenotipos de interés productivo como produccién de

leche, longevidad, fertilidad y calidad de la carne (Pifeira et al., 2012).

El desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR y rapidas
metodologias de secuenciacion han ayudado a la deteccion de muchos genes y
organismos. Muchos estudios han usado la RFLP (polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccidn) técnica en la cual los organismos se pueden diferenciar
por el analisis de los patrones derivados de la escision de su ADN mediante
endonucleasas de restriccibn que reconocen secuencias cortas y especificas

dentro de las moléculas de ADN (Hoelzel, 1998).

El analisis basado con endonucleasas restriccion se ha utilizado para la
diferenciacion entre las especies. Diferencias inter e intra-especifica de mas de
22 especies de animales con secuencias de ADN practicamente desconocidas,
fueron determinados con PCR-RFLP mediante el uso de 20 diferentes
endonucleasas (Meyer et al., 1995). Este método de tipificacion permite la
discriminacion de animales con caracteristicas productivas y reproductivas de

interés.

Otro de los métodos ampliamente utilizados y practicos en la deteccién de

mutaciones y analisis de variacion del ADN es la SSCP (Single Strand
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Conformation Polymorphism), que permite identificar variaciones de secuencia
(mutaciones o polimorfismos) a través de deteccion de alteraciones en la
conformacién de cadenas simples de ADN (Orita et al, 1989), se consideré6 como
un método sensible, econdmico y rapido, que puede llevarse a cabo utilizando el
equipo disponible en la mayoria de laboratorios de biologia molecular (Sekiya,
1993;. Slabaugh et al, 1997).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MUESTRAS DE ADN

Se trabajo con 30 muestras de cada una de las razas de ganado criollo y
colombiano (GCC); Blanco Orejinegro (BON), Casanarefio (CAS), Costefio con
Cuernos (CCC), Chino Santandereano (ChS), Caqueteno (CQT), Hartén del Valle
(HV), Lucerna (LUC), Romosinuano (ROMO), San Martinero (SM) y Velasquez
(VEL)), del Banco de ADN del Laboratorio de Genética Animal y Biologia
Molecular de la UNAL-Palmira. Las extracciones habian sido realizadas mediante
el protocolo de Saltin Out (Rosero et al, 2011).

Para los controles se muestrearon 55 animales no emparentados de ganado
Brahman (BR), Angus rojo (AR), Charolais (Ch), Simmental (SMT) provenientes
de tres haciendas del Cauca y Valle del Cauca. La extraccion se hizo mediante el

protocolo de Salting out.

2.2 CUANTIFICACION DEL ADN

La concentracion de ADN se determiné utilizando ADN del bacteri6fago lambda a
concentraciones conocidas y visualizandose a través de geles de agarosa al

0.8%, tenidos con bromuro de etidio.
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2.3 MARCADORES MOLECULARES

En el gen bovino CAPN1 se seleccionaron cuatro SNPs (Accesion GenBank
AF248054 y AF252504) correspondientes a los siguientes marcadores: CAPN316
que es una transversion Citosina por Guanina (C/G) en el exon 9 del gen
(posicidn 5709 Accesion GenBank No. AF252504) donde el alelo C codifica para
Alanina y el alelo G codifica para Glicina. EI marcador CAPN530 que es una
transicion de Adenina por Guanina (A/G) en el exdon 14 del gen (posicion 4558
Accesion GenBank No. AF248054) donde el alelo A codifica para una Isoleucina y
el alelo G para una Valina (Page et al., 2002). EI marcador CAPN4751 que es una
transicion Citosina por Timina (C/T) en el intron 17 (posicion 6545 Accesion
GenBank No. AF248054) (White et al., 2005) y el marcador CAPN5331 que es
una Adenina/Timina (A/T) en el intron 1 (posicion 327 Accesion GenBank No.
AF252504) (Casas et al., 2005).

Para el gen CAST se seleccionaron dos SNPs: el marcador 2959 que es una
transicion de Guanina por Adenina (G/A) en la regidon 3’ no traducida del gen
(posicion 2959 Accesion GenBank No. AF159246) (Barendse, 2002) y el
marcador CAST que es una transicion de Timina por Citosina (T/C) en el intron 12
(Accesion GenBank No. AY834771) (Juszczuk-Kubiak et al, 2008).

Para el gen LEP se seleccion6 el SNP PB, ubicado en el exdn 2 que es una
transicion de Citosina por Timina (C/T) (Accesion GenBank No. AF120500)
(Buchanan et al, 2002).

La reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se hizo a un volumen final de
12.5ul que contenian 20-100ng de ADN, 0.4uM de cada oligonucleétido, 0.2mM
de cada dNTPs, 1X de tampén PCR, 2.5mM MgCl, y 1U de Taq ADN polimerasa.
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Las condiciones del perfil térmico para cada marcador fueron similares, solo vario

la temperatura de hibridacion y el numero de ciclos (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de cebadores y temperatura de hibridacion para siete SNPs

en tres genes

Gen Nombre  Secuencia T°C Numero Referencia
Primer Ciclos
CAPN 316 F 5-GGGCCAGATGGTGAACCTGA-3’ 60°C 35 Page et al, 2004
R 5-TTGCGGAACCTCTGGCTCTT-3
530 F 5-GAGCCCAACAAGGAAGGT-3 58°C 35 Page et al, 2004
R 5-AATACAGCCCAATGATGAGG-3’
4751 F 5-AAGGGACAGATGTGGACAGG-3’ 64°C 30 White et al, 2005
R5'GAGGGGTGTTCTCTGAGTGC-3’
5331 F5-GGGCCGAGGAGATACCGTGAA-3 64°C 30 Casa et al, 2005
R5-GCTTCCCGGGTGGCAACTG-3’
CAST 2959 F5-CATTTGGAAAACGATGCCTCAC-3’ 60°C 30 Barendse, 2002
R5-CTACGATTAGCAGCTCAAGAGGAG-3
CAST F5-TGGGGCCCAATGATGCCATC-3 62°C 35 Juszczuk-Kubiak
R5-GGTGGAGCAGCACTTCTGATCACC-3 et al, 2008
LEP LEP F5-ATGCGCTGTGGACCCCTGTATC-3’ 60°C 35 Buchanan et al,

R5-TGGTGTCATCCTGGACCTTCC-3’

2002

2.4 AMPLIFICACION Y GENOTIPIFICACION

Para la identificacion de los genotipos para los marcadores CAPN316, CAPNS530,
CAPN4751, 2959, CAST y LEP, se utilizé la técnica PCR-RFLP. Los fragmentos

de ADN amplificados fueron utilizados como sustrato para la digestién con las

endonucleasas de restriccion descritas en la Tabla 2. La reaccion de digestidon

consistio de 5ul del producto de PCR, 1U de cada enzima, 1X de tampdn para un
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volumen final de 15ul. Para la identificacion de los sitios de corte de las
endonucleasas de restriccion, previamente se realizd un corte virtual de la
secuencia de cada marcador mediante los programas BioEdit y ChromasPro,

posteriormente se compararon con los obtenidos de la RFLP (Anexo 1).

Tabla 2. Endonucleasas de restriccion y condiciones de RFLP para siete SNPs

en tres genes.

GEN MARCADOR ENZIMA T°C HORAS

CAPN1 316 Btgl 37°  3h-30min
530 Avall 37° 1h
4751 BsaJl 55°  2h-30min
5331 Bpll 37°  2h-30min
CAST 2959 Ddel 37°  2h-30min
CAST Alul 37°  2h-30min
LEP PB Kpn2l 55°  2h-30min

2.5 PCR-SSCP

La técnica SSCP se utilizé para identificar los genotipos del marcador CAPN5331.
2ul del producto de PCR se mezclaron con 8ul de buffer desnaturalizante (95%
formamida, 0.05% de Xilene-Cianol, 0.05% de azul bromofenol, 20mM de EDTA
pH 8.0), las muestras se sometieron a 95°C por 5 minutos y luego se enfriaron en
hielo; después de dos minutos, 5ul de muestra se cargaron en geles de
poliacrilamida al 16% (Proporcion Acrilamida: N,N’-metilene-bis-acrilamida de
100:1), 0.25X de TBE y 3.7% de glicerol, a 200 Voltios durante 3 horas. Para la

visualizacion de las bandas se realizo tincidon con sales de plata (Diaz, 2005).
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2.6 ELECTROFORESIS

Para la visualizacion del tamano y calidad de los fragmentos amplificados, los
productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en geles al 1% de

agarosa, utilizando el Buffer 5X TBE y tefiidos con bromuro de etidio.

Los productos digeridos con las endonucleasas de restriccion se visualizaron en
geles de poliacrilamida al 8% (proporcion Acrilamida:N,N’-metilene-bis-acrilamida

de 37:1) a 150V por 45 minutos, tefiidos con bromuro de etidio.

2.7 ANALISIS DE DATOS

Para el analisis de varianza molecular AMOVA se formaron los siguientes grupos:
Ganado criollo y colombiano correspondiente a (BON, CQT, CAS, CCC, ChS, HV,
ROMO, SM, LUC y VEL), ganado criollo (GC), ganado sintético colombiano
(GSC) correspondiente a (LUC y VEL) y ganado comercial formado por (AR, BR,
Ch, SMT).

Para cada uno de los marcadores SNPs se determiné las frecuencias alélicas,
genotipicas y haplotipicas, la Heterocigociadad esperada (He) y observada (Ho),
el equilibrio de Hardy—Weinberg (EHW) y la estructura genética, inferida a partir
del AMOVA, basado en las frecuencias génicas de las poblaciones o razas como
un grupo, el coeficiente de endogamia (Fis) y el coeficiente de diferenciacion
genética (Fst), utilizando el software estadistico Arlequin version 3.5. (Excoffier y
Lischer, 2010).
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3. RESULTADOS

3.1 VISUALIZACION Y CUANTIFICACION DE ADN

Las muestras de ADN del ganado criollo y colombiano (GCC) provenientes del
banco de ADN se encontraron en Optimas condiciones para su posterior
genotipado. EI ADN de las muestras de ganado comercial se obtuvo en
concentraciones entre 20 y 200 ng/ul. Se cuantificd el ADN con concentraciones
conocidas del ADN del bacteriéfago lambda y se llevo el ADN a la concentracion

de 10ng/ul (Figuras 5).

Figura 5. Visualizacion de ADN en geles de agarosa 0.8%. Carril 1: A de 50ng,
Carril 2: A de-100ng, carril 3 al 20: muestras de ADN.
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3.2 AMPLIFICACION

Las condiciones estandarizadas en el laboratorio permitieron la amplificacion de
los marcadores CAPN316, CAPN530, CAPN4751, CAPN5331, 2959, CAST y PB
de los genes CAPN1, CAST y LEP. En algunos individuos de la raza Brahman no
se logré amplificar los marcadores CAPN316 y CAPN5331.

Mediante electroforesis en geles de agarosa se visualizd la calidad del

amplificado para cada marcador (Figura 6).

3.3 GENOTIPIFICACION

Para la genotipificacion por medio de RFLP se compararon los cortes realizados
virtualmente con los obtenidos mediante la visualizacibn en geles de

poliacrilamida (Figura 7).

Se encontraron dos alelos para cada marcador: C y G para el marcador
CAPN316, A y G para los marcadores CAPN530 y 2959 y C y T para los
marcadores CAPN4751, CAST y PB.

Todos los marcadores del gen CAPN1 (CAPN316, CAPN530, CAPN4751 vy
CAPN5331), del gen CAST (2959 y CAST) y del gen LEP, fueron polimérficos.
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Figura 6. ADN amplificado por PCR. Geles de agarosa al 1% tenidos con
bromuro de etidio. (M) Marcador 100pb, (a) Marcador CAPN316 fragmento
731pb, (b) Marcador CAPN530 fragmento 567 pb, (c) Marcador CAPN4651
fragmento 144pb, (d) Marcador CAPN5331 fragmento 177pb, (e) Marcador 2959
fragmento 269pb, (f) Marcador CAST fragmento 620pb, (g) Marcador PB
fragmento 97pb.
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Figura 7. Identificacion de los alelos para los SNPs usando endonucleasas de
restriccion. (a) Corte Btgl marcador CAPN316 M-100pb, (b) Corte Avall marcador
CAPN530 M-100pb, (c) Corte marcador CAPN4751 M-50pb, (d) Corte Ddel
marcador 2959 M-100pb, (e) Corte Alul marcador CAST M-100pb, (f) Corte Kpn2I

marcador PB M-10pb
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El método de PCR-SSCP fue utilizado para la deteccion del polimorfismo del
marcador 5331 del gen CAPN1, encontrandose tres patrones de bandas. Para la
confirmacién de los genotipos se realizo la digestion del producto de PCR con la
endonucleasa Bpll. ElI genotipo AA fue caracterizado por la presencia de dos
fragmentos (119pb y 32pb), el heterocigoto presentd tres fragmentos (177pb,
119pb y 32pb) y el homocigoto TT fue identificado por la presencia de un solo

fragmento (177pb) (Figura 8).

(b)

Figura 8. Marcador CAPN5331. (a) Corte con Bpll (M) Marcador molecular 50pb
(b) Patron de bandas encontrado con la SSCP.

3.4 FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS

La poblacion de ganado criollo y colombiano y el ganado comercial como control,
genotipadas en los genes CAPN1, CAST y LEP. Las frecuencias alélicas y

genotipicas para estos SNPs se presentan en las tablas 3y 4

Gen CAPNL1: En toda la poblacién en estudio la frecuencia del alelo G para el

marcador CAPN316 fue mayor que la del alelo C, siendo este ultimo el alelo
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favorable. En el GCC el alelo C se encontr6 en mayor frecuencia en las razas
BON y CCC, mientras que la raza CQT fue la que presentd la menor frecuencia.
Para el ganado comercial el AR present6 la mayor frecuencia para el alelo C. En
términos generales el genotipo CC fue menos frecuente que CG y GG y no se
hall6 en CAS y ChS. El heterocigoto CG presenté menor frecuencia que GG,

excepto en BON, con frecuencia superior al 60%.

Con relacion al marcador CAPN530 las razas CQT, CAS, CCC y VEL presentaron
mayor frecuencia del alelo favorable G, las razas ChS, HV y SM presentaron
frecuencias intermedias. Todas las razas presentaron mayor proporcion del
genotipo heterocigoto (AG) que de los homocigotos GG y AA. EI genotipo AA no
se hall6 en CQT, CCC, CHS, LUC y VEL. Las razas de ganado comercial
presentaron frecuencias intermedias, la raza CH presentd la mayor frecuencia

(60%) del genotipo GG, encontrando en el AR 100% de heterocigotos.

El marcador CAPN4751 presenté mayor frecuencia para el alelo C, considerado
como favorable, en CCC, LUC, ROMO y SM. Los genotipos CC y CT se
presentaron en toda la poblacién del GCC, encontrandose en mayor frecuencia el
genotipo heterocigoto CT. En el ganado comercial el AR presenté mayor

frecuencia del alelo C y no se encontro el alelo C en BR.

En el GCC se encontraron en el marcador CAPN5331 frecuencias intermedias y
similares de los alelos Ay T, excepto en CCC que presenté mayor frecuencia del
alelo A. Se encontré en mayor frecuencia el genotipo AT, el genotipo AA solo se
hall6 en CQT,CAS,CCC y CHS.

Gen CAST: Para el marcador 2959 la frecuencia del alelo A fue mayor que la del

alelo Gy en CCC y SM se encontré por encima del 90% el alelo A.
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La frecuencia del alelo T para el marcador CAST se encontré en mayor
proporcion que la del alelo C. El alelo T se encontré por encima del 90% en CCC.
En el GCC los genotipos TT y CT se encontraron en proporciones similares. El
ganado comercial presentd un 56% de heterocigotos, siendo AR la que presentd

mayor frecuencia del genotipo TT (80%).

Gen LEP: En toda la poblaciéon estudiada el marcador PB present6 frecuencias
similares para los alelos C y T (aproximadamente de 0.5), lo que se reflejo en que

todas las razas evaluadas la mayor proporcion de individuos fue heterocigoto CT.

3.5 FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS

Con base a los alelos encontrados en cada marcador de los genes CAPN1 y
CAST se determinaron el numero de haplotipos. En el gen CAPN1 se hallaron 16
haplotipos, siendo los mas frecuentes el 2, 3 y 4 (Tabla 5). Con respecto al gen
CAST se formaron cuatro haplotipos, presentando mayor frecuencia el haplotipo
A/T (Tabla 6).
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Tabla 3. Frecuencias alélicas de los genes CAPN1, CAST y LEP en el GCC y Control.

GANADO CRIOLLO COLOMBIANO GANADO COMERCIAL
Gen | Marcador | Alelos | BON(30) CQT(30) CAS(30) CCC(30) CHS(30) HV(30) LUC(30)  ROMO(30)  SM(30) VEL(30) GCC AR (5) BR (22) CH(6) SMT(22)
c 0.446:0.067 0.096:0.041 0.103£0.040 0.344%0.062 0.196£0.053 0.267+0.059 0.250:0.056 0.115:0.044 0.107£0.041 0.196£0.053 0.214:0.017 0.400:0.163 0.300:0.152 0.16620.112 0.06840.038

316 |G 0.553£0.067 _0.903+0.041 _0.896+0.040 _0.655+0.062 0.803£0.053 0.732+0.059 0.750+0.056 0.884+0.044 0.8920.041 0.803£0.053 _ 0.785:0.017 0.600+0.163 0.700+0.152 _0.833:0.112 _0.931£0.038

A 0.362£0.063 0.327£0.062 0.2670.059 0.310£0.061 0.464:0.067 0.407+0.067 0.678+0.063 0.366:0.062 0.500£0.067 0.259:0.060 0.358:0.02  0.500+0.166 0.4280.137 0.41620.148 0.550£0.079

cAPNT L5380 |G 0.637+0.063 0.672+0.062 0.732:0.059 0.689+0.061 0.535:0.067 0.592+0.067 0.32130.063 0.633:0.062 0.500+0.067 0.740£0.060 _0.641+0.020 0.500+0.166 0.571+0.137 _0.583:0.148 _0.450£0.079
c 0.333:0.061 0.366:0.062 0.433:0.064 0.706:0.060 0.537+0.068 0.517+0.067 0.800:0.052 0.716:0.058 0.703:0.062 0.450£0.064 0.555:0.020 0.400:0.163 0 0.333:0.142 0.261£0.068

4151 | T 0.666:0.061 0.633:0.062 0.5660.064 0.293£0.060 _0.462+0.068 0.482+0.067 0.200:0.052 0.283+0.058 0.296+0.062 0.550£0.064 0.445:0.020 0.600+0.163 1.000:0.000 0.666+0.142 _0.738%0.068

A 0.450:0.064 0.365:0.067 0.316£0.060 0.517£0.067 0.500£0.066 0.425:0.067 0.482:0.066 0.466:0.064 0.4540.075 0.224%0.055 0.419:0.020 0.400+0.163 0.200:0.133 0.333:0.142 0.477£0.076

5331 | T 0.550£0.064 0.634:0.067 0.6830.060 0.482:0.067 0.500£0.066 0.574+0.067 0.517:0.066 0.533:0.064 0.545:0.075 0.775:0.055 0.580:0.020 0.600+0.163 0.800:0.133 0.666:0.142 0.522:0.076

A 0.827:0.050 0.516:0.065 0.483:0.065 0.931%0.033 0.550£0.064 0.700+0.059 0.633:0.062 0.733:0.057 0.896:0.040 0.533:0.064 0.668:0.019 1.000:0.000 0.659:0.072 0.833:0.112 0.590£0.074

casT L2959 |G 0.172+0.050 _0.483+0.065 0.516+0.065 0.068£0.033 _0.450£0.064 0.300+0.059 0.366+0.062 0.266:0.057 0.103+0.040 0.466+0.064 _ 0.331+0.019 0 0.340$0.072 _ 0.166£0.112 _0.409:0.074
c 0.333:0.061 0.416:0.064 0.3660.062 0.051%0.029 0.633:0.062 0.448+0.065 0.533:0.064 0.266:0.057 0.285:0.060 0.660£0.063 0.399:0.020 0.100:0.100 0.357+0.074 0.41620.148 0.522£0.076

CAST |T 0.666:0.061 0.583:0.064 0.6330.062 0.94840.029 0.366£0.062 0.551+0.065 0.466:0.064 0.733+0.057 0.714£0.060 0.339:0.063 _0.600£0.020 0.900+0.100 0.642:0.074 _0.583:0.148 _0.47740.076

LEp c 0.516£0.065 0.450$0.064 0.5170.066 0.483£0.065 0.500£0.066 0.444+0.068 0.517:0.066 0.416:0.064 0.344+0.062 0.500£0.066 0.469:0.020 0.500+0.166 0.500£0.078 0.5000.150 0.583£0.083
PB_|T 0.483+0.065 0.550+0.064 0.482+0.066 0.516£0.065 0.500£0.066 0.555:0.068 0.482+0.066 0.583:0.064 0.655:0.062 0.500£0.066  0.530£0.020 0.500+0.166 0.500+0.078 0.5000.150 _0.416%0.083

48



Tabla 4. Frecuencias genotipicas de los genes CAPN1, CAST y LEP en el GCC y Ganado comercial

GANADO CRIOLLO COLOMBIANO GANADO COMERCIAL
Gen Marcador | Genotpo | BON CAQ CAS CCC CHS HV LUC ROMO SM VLZ GCC AR _BR _CH SMT _ Comercial
cC 011 004 000 014 000 004 003 004 004 004 005 020 000 017 000 0,05
cG 068 015 021 041 032 046 046 015 014 007 031 040 060 000 0,14 0,21
316 GG 021 081 079 045 068 050 057 081 082 089 065 040 040 083 086 0,74
AA 007 000 004 000 000 015 000 003 007 000 004 000 014 040 025 0,21
AG 059 066 046 062 093 052 064 067 08 052 065 100 057 020 060 0,58
CAPNT 530 GG 034 034 050 038 007 033 036 030 007 048 032 000 029 060 0,15 0,21
cc 010 017 003 048 019 029 070 050 048 003 030 000 000 033 0,14 0,13
cT 050 040 080 045 070 046 023 043 044 083 053 080 000 000 024 0,23
4751 T 040 043 017 007 011 025 007 007 007 013 018 020 1,00 067 062 0,64
AA 000 004 003 004 014 000 000 000 000 000 003 000 000 000 000 0,00
AT 090 065 057 09 072 08 097 093 091 045 079 080 040 067 095 0,82
5331 T 010 031 040 000 014 015 003 007 009 055 019 020 060 033 005 0,18
AA 072 027 003 09 027 050 043 050 086 020 046 100 036 067 032 0,44
AG 021 050 090 007 037 040 047 047 007 067 041 000 059 033 055 0,49
CAST 2959 GG 007 023 007 003 037 010 010 003 007 013 012 000 005 000 0,14 0,07
cc 013 020 010 000 050 021 027 007 004 036 019 000 000 000 032 0,13
cT 040 043 053 010 027 048 053 040 050 061 043 020 071 083 041 0,56
CAST T 047 037 037 090 023 031 020 053 046 004 039 080 029 017 027 0,31
cc 007 007 003 000 003 000 003 000 000 003 003 000 000 000 033 0,12
LEP cT 090 077 097 097 093 08 097 08 069 093 08 100 1,00 100 050 0,06
PB T 003 017 000 003 003 011 000 017 031 003 009 000 000 000 017 0,82
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Tabla 5. Frecuencias haplotipicas del gen CAPN1 en GCC

Marcadores gen CAPN1
N° Haplotipo 316 530 4751 5331 Frecuencia
C 0.079+0.011
0.131+0.014
0.124+0.013
0.260+0.018
0.042+0.008
0.018+0.005
0.018+0.005
0.023+0.006
0.050+0.009
0.010£0.004
0.016+0.005
0.031+0.007
0.005+0.003
0.016+0.005
0.003+0.002
0.005+0.003
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Tabla 6. Frecuencias haplotipicas del gen CAST en GCC

Marcadores gen CAST

N°
Haplotipo 2959 CAST Frecuencia

1 A C 0.268+0.018
2 A T 0.390+0.020
3 G T 0.199+0.016
4 G C 0.124+0.013

3.6 DIVERSIDAD GENETICA

Los SNPs elegidos se seleccionaron sobre la base de su asociacion con

caracteristicas importantes en la produccion de carne bovina y caracteristicas de
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la canal (descritos en la literatura). Se supone que las frecuencias de los alelos de
estos SNPs estan afectadas indirectamente por la seleccién de caracteristicas de
produccién y que no hay apareamiento al azar, por lo que se espera que no se
encuentren en equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). En la tabla 7 se presentan la
Heterocigocidad observada (Ho), esperada (He) y Equilibrio Hardy Weinberg
(EHW).

En el gen CAPN1 el SNP 316 en todas las razas no se encontrdé con desviaciones
significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), para el SNP 530 las razas
BON, CAS, HV y VEL se encontraron con desviaciones significativas del EHW, el
SNP 4751 no se encontré con desviaciones significativas del EHW en CAS, VEL,
AR y SMT, en el SNP 5331 se encontrd con desviaciones significativas del EHW
las razas CAQ, CAS, VEL y SMT (Tabla 7).

Para el gen CAST en el SNP2959 CAS y SM no se encontraron con desviaciones
significativas del EHW y el SNP CAST presente en el intrén 12 solo se encontrd
con desviaciones significativas del EHW CHS y BR. Con respecto al SNP PB
presente en el exdon 2 del gen LEP el GCC no se encontr6 con desviaciones
significativas del EHW y solo en el ganado comercial el BR se encontré con

desviaciones significativas del EHW.

Los valores de Fis resultaron significativamente diferentes de cero para el
marcador CAST en toda el GCC, en los otros marcadores analizados de los

genes CAPN1, CAST y LEP no se presentaron diferencias significativas.
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Tabla 7. Valores de Heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio

de Hardy — Weinberg (EHW) y valores de Fis en GCC y comercial

GCC
GEN Marca-dor BON cQrt CAS CCcC CHS HV LUC ROMO SM VEL GCC
Ho 0.678 0.192 0.206 0.413 0.392 0.464 0.433 0.153 0.142 0.321 0.342
He 0.503 0.177 0.188 0.459 0.321 0.399 0.381 0.208 0.194 0.321 0.337
316 EHW ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Fis -0.357ns  -0.086ns -0.098ns  0.101ns -0.227ns -0.166ns -0.138ns 0.264ns 0.270ns 0.000ns -0.016ns
Ho 0.586 0.655 0.464 0.620 0.928 0.518 0.642 0.666 0.857 0.518 0.646
He 0.470 0.448 0.399 0.435 0.506 0.491 0.444 0.472 0.509 0.391 0.460
530 EHW ns * ns * > ns * * ** ns >
CAPN Fis -0.252ns  -0.473ns  -0.166ns  0.435ns -0.862ns -0.055ns -0.459ns 0.421ns -0.705ns 0.333ns -0.404ns
1 Ho 0.533 0.400 0.800 0.448 0.703 0.464 0.266 0.433 0.444 0.833 0.532
He 0.451 0.472 0.499 0.421 0.506 0.508 0.325 0.412 0.424 0.503 0.494
4751 EHW ns ns > ns ns ns ns ns ns b ns
Fis -0.183ns  0.155ns  -0.618ns  0.064ns -0.399ns 0.088ns 0.183ns  0.050ns -0.046ns 0.674ns 0.192ns
Ho 0.900 0.653 0.566 0.964 0.724 0.851 0.965 0.933 0.909 0.448 0.789
He 0.503 0.472 0.440 0.508 0.508 0.498 0.508 0.506 0.507 0.353 0.487
5331 EHW *k ns ns *% * *k *k *% *k ns *k
Fis -0.812ns  -0.393ns  -0.293ns  0.928ns -0.434ns -0.733ns -0.931ns 0.870ns -0.826ns 0.272ns -0.619ns
Ho 0.206 0.500 0.900 0.068 0.366 0.400 0.466 0.466 0.068 0.666 0.414
He 0.290 0.507 0.507 0.130 0.503 0.427 0.472 0.397 0.188 0.506 0.444
2959 EHW ns ns > ns ns ns ns ns * ns ns
CAST Fis 0.291ns  0.015ns  -0.795ns  0.476ns 0.275ns 0.064ns 0.012ns 0.176ns 0.638ns 0.324ns 0.067ns
Ho 0.400 0.433 0.533 0.103 0.266 0.482 0.533 0.400 0.500 0.607 0.425
He 0.451 0.494 0.472 0.099 0.472 0.503 0.506 0.397 0.415 0.456 0.480
CAST EHW ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns
Fis 0.116ns  0.125ns  -0.131ns  0.037ns  0.439* 0.041ns  -0.054ns  0.005ns  -0.207ns 0.338ns 0.115*
Ho 0.900 0.766 0.965 0.966 0.931 0.888 0.965 0.833 0.689 0.931 0.883
He 0.507 0.503 0.508 0.507 0.508 0.503 0.508 0.494 0.459 0.508 0.498
LEP PB EHW Kk *% *k *% *k *% Kk *% *k *k Kk
Fis -0.795ns  -0.536ns -0.931ns  0.933ns -0.857ns -0.793ns -0.931ns 0.705ns -0.513ns 0.857ns -0.773ns

* Probabilidad estadisticamente significativa (P<0,05)
** Probabilidad altamente significativa (P<0,01)
ns Diferencias no significativas (P>0.05)
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Tabla 8. Valores de Heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio

de Hardy — Weinberg
(Continuacion).

(EHW) vy valores de Fis en GCC y comercial

GANADO COMERCIAL
GEN Marca-dor AR BR CH SMT
Ho 0.400 0.600 0.000 0.136
316 He 0.533 0.466 0.303 0.130
EHW ns ns ns ns
Fis 0.272ns -0.333ns  1.000ns -0.050ns
Ho 1.000 0.571 0.166 0.600
530 He 0.555 0.527 0.530 0.507
EHW ns ns ns ns
CAPN1 Fis -1.000ns -0.090ns 0.705ns -0.187ns
Ho 0.800 - 0.000 0.238
4751 He 0.533 - 0.484 0.396
EHW ns - * ns
Fis -0.600ns - 1.000* 0.404ns
Ho 0.800 0.400 0.666 0.954
5331 He 0.533 0.355 0.484 0.510
EHW ns ns ns *
Fis -0.600ns -0.142ns -0.428ns -0.909ns
Ho - 0.590 0.333 0.545
2959 He - 0.459 0.303 0.494
EHW - ns ns ns
CAST Fis - -0.293ns -0.111ns  -0.105ns
Ho 0.200 0.714 0.833 0.409
CAST He 0.200 0.470 0.530 0.510
EHW ns * ns ns
Fis 0.000ns -0.538ns -0.666ns  0.202ns
Ho 1.000 1.000 1.000 0.500
LEP PB He 0.555 0.512 0.545 0.500
EHW ns ** ns ns
Fis -1.000ns  -1.000ns -1.000ns  0.000ns

*

*%*

ns Diferencias no significativas (P>0.05)

Probabilidad estadisticamente significativa (P<0,05)
Probabilidad altamente significativa (P<0,01)
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3.7 ANALISIS DE VARIANZA MOLECULAR

Los resultados del Andlisis de varianza molecular (AMOVA) con varios niveles
jerarquicos se muestran en la Tabla 8. Para todos los niveles jerarquicos el
porcentaje de variacion fue negativo entre individuos dentro de poblaciones y

mayor a 100 entre individuos.

El mayor valor de Fst se presentd en la comparacién entre el ganado criollo
colombiano con 0.058 (P<0.01), mientras que entre Ganado criollo (GC) y

comercial fue bajo 0.00086 y no presento diferencia significativa.

Tabla 9. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con diferentes niveles de
estructura jerarquica en el GCC y controles (**P<0.01) (*P<0.05)

Variacion
Estructura Fuentes de Variacion GL (%) Fst
Entre poblaciones 9 5.89
Entre individuos dentro de poblaciones 288 -14.09
Entre Ganado Criollo Entre individuos 298 108.19
colombiano (GCC) Total 595 0.058**
Entre grupos 1 1.57
Entre poblaciones dentro de grupos 8 5.27
Entre individuos dentro de poblaciones 288 -13.94
Entre individuos 298 107.10
Criollos Vs RSC  Total 595 0.031**
Entre grupos 1 -1.49
Entre poblaciones dentro de grupos 12 7.05
Entre individuos dentro de poblaciones 339 -21.59
Entre individuos 353 116.03
GC Vs Comercial Total 705 -0.00086ns
Entre grupos 1 2.05
Entre poblaciones dentro de grupos 4 4.35
Entre individuos dentro de poblaciones 109 -13.77
Entre individuos 115 107.37
RSC Vs Comercial Total 229 0.037*

*

Probabilidad estadisticamente significativa (P<0,05)
Probabilidad altamente significativa (P<0,01)
ns Diferencias no significativas (P>0.05)

*%*
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3.8 DISTANCIA GENETICA

En la tabla 9 se observa los valores de distancia genética para el GCC y las razas
comerciales, estimados con base en el coeficiente de coancestria (Reynols et al.,
1983).

La raza CCC fue la mas distante con valores desde 0.06 a 0.330 con las demas
razas, excepto con AR. La mayor distancia genética se observé con el CHS, VEL
y SMT.

Las menores distancias se observaron entre la raza CH con BON (-0.046) y CH
con BR (-0.030).
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Tabla 10. Valores de distancia genética para el GCC y el ganado comercial.

HV BON cQr SM ROMO CccC CHS CAS VEL LUC CH AR SMT BR
HV 0.000
BON 0.005ns  0.000
cQt 0.006ns  0.054** 0.000
SM 0.042*¢ 0.015ns  0.104** 0.000
ROMO 0.008ns  0.000** 0.032* 0.010ns  0.000
CCC 0.158** 0.071ns  0.202** 0.066** 0.066**  0.000
CHS 0.049* 0.129ns  0.019ns  0.200** 0.125* 0.330** 0.000
CAS 0.024ns  0.062**  -0.011ns 0.128* 0.041* 0.203** 0.031* 0.000
VEL 0.033ns  0.107** 0.021* 0.178** 0.113** 0.318* -0.012ns  0.039** 0.000
LUC -0.006ns  0.036** 0.004ns  0.097** 0.047** 0.215** 0.012ns  0.017ns  -0.000ns 0.000
CH -0.037ns -0.046** 0.018ns  -0.010ns -0.020ns 0.106* 0.075* 0.035ns  0.051ns  -0.012ns  0.000
AR 0.102ns  0.016ns  0.153** 0.013ns  0.027ns  -0.051ns 0.267** 0.159* 0.254** 0.151* 0.024ns  0.000
SMT 0.002ns  0.041ns  -0.004ns 0.123** 0.053* 0.241* 0.000ns  0.003ns  -0.006ns -0.020ns -0.003ns 0.177** 0.000
BR -0.011ns -0.000ns  -0.002ns  0.049* -0.003ns  0.130** 0.057** 0.001ns  0.049** 0.000ns  -0.030ns  0.079ns  -0.000ns  0.000

* Probabilidad estadisticamente significativa (P<0,05)

** Probabilidad altamente significativa (P<0,01)
ns Diferencias no significativas (P>0.05)
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4. DISCUSION

La técnica PCR-RFLP permiti6 una correcta genotipificacion de los individuos
estudiados. El marcador CAPN5331, evaluado mediante PCR-RFLP y PCR-
SSCP, presento resultados contrastantes con ambas técnicas (Figura 9), puesto
que el patrén de restriccion mostré solo una banda de 177pb para el genotipo TT
mientras que el patron de movilidad de las bandas con PCR-SSCP mostro cuatro
bandas. Lo anterior puede indicar un cambio en la secuencia del fragmento
amplificado en un punto diferente al de reconocimiento de corte por la enzima y
provocar una conformacion tridimensional diferente de cada una de las cadenas
desnaturalizadas y mostrar un patron de cuatro bandas caracteristica de
individuos heterocigotos, este supuesto debe ser confirmado mediante

secuenciacion.

La seleccion asistida por marcadores tiene un gran potencial para mejorar los
rasgos, que en la seleccion clasica, han sido histéricamente dificiles, como la
terneza de la carne. Los marcadores que efectivamente rastrean los alelos
funcionales de una manera confiable, permiten, la evaluacién realmente precisa,
del mérito genético en un locus basado unicamente en el genotipo de cada animal
(White et al., 2005).
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Gen CAPN: Los SNPs 316 y 530, reportados por Page et al., 2004, han
demostrado tener mérito de prediccion de la terneza en Bos taurus y la presencia
de las variantes alélicas C y G en las poblaciones evaluadas de ganado bovino,

estan asociados a una reduccion en la fuerza de corte Warner Bratzler (FCWB).

En el presente estudio, la frecuencia de las variantes alélicas favorables C y G,
fue del 21% y 64% respectivamente, encontrdndose en mayor porcentaje de
heterocigotos en el marcador 530 (65%). Para el marcador 530 los resultados
estan de acuerdo con Page et al., (2004); White et al., (2005), ya que mostraron
una mayor frecuencia del alelo G, a pesar del pequefio numero de individuos en
algunas de las razas. Es de resaltar que los alelos C y G se presentaron en
mayor frecuencia en BON y VEL, en comparacién con las razas de ganado

comercial.

White et al., 2005, asociaron significativamente (P<0.01) el alelo C del marcador
4751 con menor fuerza de corte WBSF al dia 14 post mortem, en razas Bos
taurus y cruces Bos taurus con Bos indicus, encontrando que la frecuencia del
alelo C fue 57.5% para Bos taurus y 63.9% para los cruces Bos taurus con Bos
indicus. En el GCC la frecuencia de la variante alélica C (565.5%) fue mayor que
en las razas comerciales. La frecuencia del alelo C fue mayor en CCC, LUC,
ROMO y SM. La raza Brahman sélo presento la variante alélica T acorde con lo

reportado por White et al., 2005.

El marcador 5331 present6 alta frecuencia del alelo A (41.9%) en contraste con lo
reportado por White et al., 2005, que encontré una frecuencias alélica (A) de 7.3%
en animales mestizos con Bos indicus. El marcador se destacé el alto porcentaje

(79%) de heterocigotos.
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Page et al., (2004) encontraron que los haplotipos compuestos por los
marcadores 316 y 530 producen tres efectos fenotipicos en la terneza de la
carne: CG terneza, GG intermedio y GA dureza. White et al., (2005) y Soria et al.,
(2009) incluyeron ademas la variante alélica C de interés en el marcador 4751 y
encontraron que el haplotipo C/G/C tuvo un efecto altamente significativo sobre la
terneza.White et al. (2005) obtuvieron los haplotipos G/G/T y G/G/C en
frecuencias de 18.4 % y 39.9%, encontrando efectos positivos sobre la terneza de
la carne. En el presente estudio se hallaron dieciséis haplotipos (Tabla 2), pero
sblo se encontré una frecuencia de 6% en el haplotipo de interés (C/G/C), en
mayor frecuencia el haplotipo con las variantes alélicas G/G/T (26%), seguido del
haplotipo G/G/C con (13%).

Calpastatina: Barendse et al., (2002) en el gen CAST reporté el SNP 2959
ubicado en la region 3’ no traducida, como una transicion G/A. Previamente se
asoci6 el genotipo AA con caracteristicas de calidad de la carne (Casas et al.,
2006; Morris et al., 2006; Curi et al., 2009). Las frecuencias alélicas observadas
en el GCC para el marcador CAST 2959, mostraron que el alelo favorable (A) se
encuentra con frecuencia de 66.8%. Estos resultados coinciden con los
reportados por Casas et al., (2006) y Morris et al., (2006) que observaron mayor
frecuencia del alelo (A) en animales Bos taurus que en Bos indicus. La raza
comercial Angus rojo soélo presentd la variante alélica A, sin embargo, solo se

genotipificaron 5 animales.

Juszczuk et al., (2009) en el intréon 12 del gen CAST, demostro la asociacion de
tres polimorfismos (T/C posicion 3893+155, T/A posicidon 3893+223 y A/G
posicion 3893+428) con rasgos relacionados con la calidad de la carne

(capacidad de retencion de agua, pérdida por goteo, fuerza de penetracion y
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fuerza de corte). La carne de los animales portadores del genotipo CAG/CAG fue
mas tierna. En el presente estudio el SNP CAST presenté mayor frecuencia el
alelo T (60%) que del alelo C, siendo este ultimo de influencia hacia

caracteristicas de calidad de la carne. Fueron las

De los SNP 2959 y CAST reportados en el gen CAST, en el presente estudio se
encontraron cuatro haplotipos. El haplotipo con las variantes alélicas A/T, se
presentd en mayor frecuencia (39%), seguido por el haplotipo A/C con 27%. Es
importante destacar las frecuencias observadas de estos haplotipos, ya que la

terneza de la carne esta influenciada por la variante alélica A del marcador 29509.

El gen LEP ha sido propuesto como un gen candidato, cuyo producto esta
involucrado en la regulacidon y disposicion de grasa en ganado de carne. En la
poblacion estudiada de GCC, se encontré una frecuencia de 53% para el alelo
favorable T y el 88% de los genotipos fueron heterocigotos. La raza Sanmartinero
presentd la mayor frecuencia del alelo T y la mayor proporcion de genotipo TT
(31%), similar a la encontrada en la raza Angus rojo. Las razas CAS y LUC no
presentaron genotipo TT, observandose mayor frecuencia (97%) del genotipo
heterocigoto CT. En las razas comerciales, excepto la raza SMT, todos los
individuos fueron heterocigotos, esto puede ser debido al menor numero de
animales analizados.Buchanan et al., (2002) evalu6é en Bos taurus la sustituciéon
de citosina por timina en el exén 2 encontrando frecuencias de 54% para C y 46%
para T, las razas britanicas (Angus y Hereford) presentaron mayor frecuencia de
T que las razas continentales (Charolais y Simmental) y se asocio el alelo T con
mayor porcentaje de grasa en la canal. Cerdn et al., (2009) encontraron que el

genotipo TT con frecuencias de aproximadamente 50% tenia mayor espesor de
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grasa de cadera (EGC) y mayor peso al afo (PA) en animales cruzados

Romosinuano, Blanco Orejinegro con Angus y Cebu.

El ganado criollo colombiano (GCC) presentdé mayor frecuencia de alelos
favorables para los marcadores 530, 4751, 5331 y PB en comparacién con
ganado comercial, sin embargo, debido al bajo tamano de muestra en los
comerciales esta diferencia no se puede generalizar. Puede ser indicativo que el
GCC no solo presenta caracteristicas favorables de tolerancia a las condiciones
ambientales, resistencia a parasitos, un temperamento docil y otras
caracteristicas de interés (Bedoya et al.,, 2001; Martinez et al., 2010), sino que
también presenta una predisposicion genética para la produccion de carne de

buena calidad.

De acuerdo con los resultados, se puede inferir que el uso de los marcadores
moleculares para genotipificar los genes CAPN1, CAST y LEP son de mucha
utilidad, en estudios realizados por Barrera et al., (2005), Buchanan et al., (2002),
Casas et al., (2005), Page et al., (2004); White et al., (2005); y Soria et al., (2010)
asociaron los genotipos con la variacion funcional que afecta la terneza y

marmoreo en la carne.

indices de diversidad genética

El equilibrio Hardy Weinberg (EHW) asume el apareamiento al azar y la ausencia
de factores que afectan las frecuencias alélicas, entre ellos la seleccidon. Dado
que en la produccion bovina no hay apareamientos al azar en la mayoria de los
casos y debido a que los SNPs en este estudio se seleccionaron sobre la base de

la probabilidad de que puedan ser influenciados por la seleccion, los datos de los
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genotipos encontrados en los SNPs fueron probados para la desviacién del
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

A partir del analisis de EHW se determiné que el GCC no se encontré en
equilibrio para los marcadores CAPN530, CAPN5331 y PB, en el analisis a
determinar directamente el grado de endogamia de la poblacion analizada se
determind que el valor de Fs para todos los loci oscilo entre 0.1992 y -0.773, que
puede ser considerado bajo, se puede concluir que se esta en presencia de una
poblacion que es mas heterogénea o con niveles de endogamia menores a lo

esperado.

Con respecto al ganado comercial los marcadores 4751, 5331 y PB no se
encontraron en EHW, lo que puede estar relacionado al bajo numero de animales
en estas razas, a la presion de seleccidon y a la fijacion de unos alelos en estas

poblaciones.

El gen LEP el marcador PB presenté mayor proporcién de heterocigotos que los
otros marcadores, resultando en valores de F|s de -0.773 no estadisticamente
diferentes de cero, lo que puede ser debido a que el gen LEP ha sido asociado a
muchas caracteristicas de interés econdmica, lo que indicaria que es un

marcador pleiotropico.

Este estudio demuestra la alta diversidad genética presente en todas las razas de
ganado criollo colombiano, pese a las reducidas poblaciones y en algunos casos
los inadecuados sistemas de manejo, en praderas extensivas y el limitado

numero de machos reproductores.

= Diferenciacion y estructura genética

62



El valor de Fsr para el ganado criollo y colombiano fue 0.058 (P<0.01),
presentado una moderada diferenciacion genética, lo que podria indicar que no
ha existido una seleccion importante con respecto a los genes de interés en la
calidad de la carne. En la estructura GC vs Comercial el valor de Fst fue 0.00086
sin diferencia significativa, o que permite inferir que en el conjunto de genes de
interés para la calidad de la carne, no se ha realizado una selecciéon hacia el GC.
La diferenciacion genética Fst en el analisis por grupos, resulto altamente

significativa con valor de 0.031, cuando se comparo GC vs GSC.

La raza Costefio con Cuernos fue la que presento mayor diferenciacion y

distancia genética con respecto a las demas razas (Figura 10).
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Figura 9. Distancia genética estimada a partir del valor de Fst

En los programas de mejoramiento hasta ahora sélo se ha iniciado la busqueda
de genes de interés en la produccién pecuaria, por lo que se ha realizado
mejoramiento sélo hacia rasgos fenotipicos y productivos, esto incide a la poca
diferenciacion que presentan las razas de GCC con respecto a los genes

analizados en el presente estudio.
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5. CONCLUSIONES
En el gen CAPN1 los marcadores 530, 4751 y 5331 han demostrado terne mérito

de prediccién de la terneza, asociados a una reduccion en la fuerza de corete
Warner-Bratzler a los 7, 14 y 21 dias post-mortem. Las razas CAS, CCC, LUC,
ROMO y VEL fueron las que presentaron mayor frecuencia de los alelos de
interés. Es de interés destacar dado que CAS, ROMO y VEL estan destinadas a

la produccién de carne, CCC doble propésito y LUC a produccion de leche.

El gen CAST los marcadores 2959 y CAST asociados a caracteristicas de calidad
de carne, entre ellas la terneza, las razas BON, CCC, CHS, SM y VEL se

destacaron por presentar la mayor frecuencia de los alelos de interés Ay C.

La raza Sanmartinero fue la que presentd mayor frecuencia de la variante alélica
T del gen LEP asociada a la regulacion, espesor de grasa de cadera y mayor

peso al ano.

En conjunto de los tres genes la raza CCC presenté mayor frecuencia en los
alelos de interés.

El ganado criollo colombiano (GCC) presenté mayor frecuencia de alelos
favorables para los marcadores 530, 4751 y 2959 en comparacion con ganado
comercial, sin embargo, debido al bajo tamano de muestra en los comerciales

esta diferencia no se puede generalizar.
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Las frecuencias encontradas en el ganado comercial no se distanciaron de las

reportadas en la literatura para estas razas, destacandose la raza Angus Rojo.

Se encontré un alto porcentaje de variacidon entre individuos, lo cual es debido a

la alta diversidad genética presente entre las razas de ganado criollo colombiano.
La moderada diferenciacion genética encontrada en el GCC puede indicar que no

ha existido una seleccion importante con respecto a los genes de interés en la

calidad de la carne.
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7. ANEXO

Anexo 1. Mapas de restriccion In silico para cada uno de los marcadores.
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