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Abstract
Most of the important characteristics in animal production are controlled by several
genes and its expression depends on the interaction of several pairs of genes with

Cdidad de la effects under the characteristic in different proportions. Two of the genes with major
carne importance in production, composition and meat quality are Calpain (CAPN1) and
Ganado Calpastatin (CAST). The main aim of this study was to estimate allelic and genotypic
Caracterizacion frequencies of different SNPs for CAPN1 and CAST genes, in order to be compared
genética with commercial breed’s frequenciesing techniques Polymerase Chain Reaction and
Restriction Fagment Length Polymorphism (RFLP). At moment, 30 DNA samples

Keywords: from each GCC have been used. Fragments of 731bp, 568bp, 144bp, 224bp, 177bf
Meat quality and 269bp have been amplified for CAPN316, CAPN530, CAPN4751, CAPN4753,
Cattle CAPN5331 and CAST2959 markers. Using PCR-RFLP has been genotyped marker
Genetic CAPN4751 where the most frequent genotype was the heterozygous (CT) with 67%

characterization and marker CAST2959 which showed highest frequency of allele (A) with 67%. The
favorable alleles variants for tenderness of the meat (C in CAPN4751 and A in

CAST2959) are appreciably segregated in the population sampled

Resumen

Las caracteristicas de importancia econdémica en las especies de produccion animal son en su maya
cuantitativas, su expresion depende de la interaccion de muchos pares de genes que tienen efecto sobr
caracteristica en diferentes proporciones. Dos de los genes de mayor importancia para la produccio
composicion y/o calidad sanitaria de la carne son Calpaina (CAPN1) y Calpastatina (CAST). El objetivo de
presente trabajo es estimar las frecuencias alélicas y genotipicas de los diferentes SNPs en los genes CAPR
CAST en el ganado criollo colombiano, para ser comparadas con la frecuencias de los ganados importade
mediante las técnicas Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Polimorfismo de Longitud de Fragmer
de Restriccion (RFLP). Se esté trabajando con 30 muestras de ADN de cada raza bovina criolla. Se hi
amplificado los marcadores CAPN316, CAPN530, CAPN4751, CAPN4753, CAPN5331 Y CAST2959.
Mediante la PCR-RFLP se ha genotipificado el marcador CAPN4751 donde el genotipo mas frecuente fue
heterocigoto (CT) con 67% y el marcador CAST2959 el cual presento la mayor frecuencia para el alelo (A) co
67%. Las variantes alélicas favorables para suavidad de la carne (C en CAPN4751 y A en CAST2959) sc
segregados de manera importante en la poblacion

Introduccion

Colombia es considerado uno de los paises mas diversos en recursos zoogenéticos, posee diez razas boy
criollas Bos taurus) adaptadas, las cuales han demostrado un alto potencial genético, expresan caracteristic.
adaptativas de gran importancia como tolerancia al calor y humedad, asi como resistencia a ciert:
enfermedades, mejores rendimientos en canal y una mejor eficiencia alimenticia lo cual incrementa su val
como recurso genético. Martinez (1992) sefiala que los bovinos criollos se caracterizan por su habilidad pa
reproducirse, longevidad, rusticidad y por su capacidad para aprovechar forrajes toscos y de escaso va
nutritivo (Casas y Valderrama, 1998; Vasquez, 2005). El desarrollo de programas de mejoramiento genético
principios de los afios 90, orientados principalmente sobre criterios de produccion: cantidad de produccién c
leche o rendimiento en canal para la produccion de carne, llevdé a someter a las razas criollas a constan
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cruzamientos graduales de absorcion hacia ganado cebuino o taurino, ocasionando disminucion en |
poblaciones puras e introgresion con razas foraneasBasitaurus comoBos indicus (Neira, 2011; Martinez,

1999). En los ultimos afios estudios a nivel gendmico del bovino han hecho posible predecir su valor genétic
en particular el potencial para transmitir caracteres deseados en su descendencia, inclusive caracteres dificiles
evaluar o poco heredables, por lo que los marcadores moleculares han ayudado en el estudio de la informaci
funcionando como sefialadores de diferentes regiones del genoma. Los grandes tipos de marcadores utiliza
en genomica de especies de interés zootécnico son los microsatélites y los SNP, la principal ventaja de los S
es el desarrollo actual de herramientas de genotipage de alta resolucion y el relativo bajo costo unitario (Neit
2011). Las caracteristicas de importancia econdmica en las especies de produccion animal son en su maye
cuantitativas, y aunque su herencia no rifie con las leyes descritas por Mendel, su expresion depende de
interaccion de muchos pares de genes que tienen efecto sobre la caracteristica en diferentes proporciones
bien todas las caracteristicas cuantitativas dependen de muchos genes, en el ganado bovino no se conoce
exactitud cuantos y cudles genes estan involucrados directamente en cada una de las caracteristicas
importancia econémica (Echeveetial, 2011). Algunos de los genes de mayor importancia para la produccion,
composicion y/o calidad sanitaria de la carne son Calpaina (CAPN) y Calpastatina (CAST), por presente
variantes alélicas que se asocian con caracteres productivos de calidad de la carne. La Calpaina, es una prot
responsable de la protedligiestmortem en la carne (Koohmaraie, 1996; Koohmaretieal, 2005), se han
identificados varios SNP en el gen de u-CAPN que se asocian con caracteristicas de importancia econémi
(Pageet al., 2004; Whiteet al., 2005; Casast al., 2006). Esta proteasa esta involucrada en el desarrollo
muscular, pero la mayor importancia econdémica se le ha otorgado a su efecto en el grado de terneza de la ce
(Koohmaraieet al., 1994; Geesinkt al., 1999; Geesinlket al., 2000; Rileyet al., 2003). La calpastatina se
localiza en el cromosoma bovino 7 (Bisheipal., 1994), y esta organizado en 35 exones y sus respectivos
intrones, abarcando aproximadamente 130kb se considera un gen candidato, ya que se sabe que actla c
inhibidor natural de las calpainas en el sistema de protedlisis de estas en la carne (Koohmaraie, 1996).

Los genes descritos anteriormente han sido ampliamente valorados por la comunidad cientifica dedicada a
investigacion genética, por lo que el objetivo del presente trabajo es estimar las frecuencias alélicas
genotipicas en el ganado criollo Colombiano y compararlas con la frecuencias en los ganados importados.

Material y métodos

Se utilizaron 30 muestras de cada una de las razas de ganado criollo y colombiano (Blanco Orejinegr
Caquetefio, Chino Santandereano, Costefio con cuernos, Casanarefio, San Martinero, Romosimuano, Velasc
y Lucerna y Harton del Valle), pertenecientes al banco de DNA del Laboratorio de Genética de la Universida
Nacional de Colombia sede Palmira. El DNA se visualizé en geles de agarosa (0.8%), tefiidos con bromuros
etidio. Para las muestras de ganado comercial, se tomaron 20 muestras de sangre: Simental (10), Angus (¢
Cebu (4). Las muestras fueron mantenidas en tubos de ensayo con anticoagulante EDTA, refrigeradas haste
traslado al Laboratorio de Genética Animal para su procesamiento. El DNA se extrajo mediante el protocolo d
Salting Out, la calidad y cantidad de DNA se evalud en geles de agarosa (0.8 %), tefiidos con bromuro de etidic
Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen gk @sando 10ng de ADN molde, y con las
siguientes condiciones: 2 mM de MgCI2, QM de cada dNTP, 0,2M cada cebador y 0,5 U Taq polimerasa.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 5 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 seg a 95°Cy 2 mi
72°C, una extension final de 10 min a 72°C. El volumen de DNA vy la temperatura de hibridacién variaron de
acuerdo a cada marcador. Para la deteccion de polimorfismos utilizé la técnica PCR-RFLP. Para la digestion
los marcadores CAPN4751 y CAST2959 se tomargh @Il producto amplificado, 2 U de las enzimas de
restriccion Bsaldl y Ddel respectivamente, 1X del bufietemperaturas de 55°C y 37°C respectivamente,
durante 3 horas. Los analisis del RFLP fueron realizados en gel de agarosa al 3%, tefiido con bromuro de etic
Las frecuencias alélicas y genotipicas se realizaran mediante el programa Arlequin.

Resultados y discusion

Actualmente se han estimado las frecuencias alélicas en los genes CAPN y CAST, los cuales han si
previamente reportados por su asociacion con la terneza de la carne bovina Bntaaras B. indicusy sus

cruces (Buchanast al, 2002;Casas et al, 2006; Paget al, 2002; Whiteet al, 2005). Se amplificaron los
marcadores CAPN316, CAPN530, CAPN4751, CAPN4751, CAPN5331 y CAST2959 en la poblacion de
animales estudiada, obteniéndose fragmentos de 731bp, 568bp, 144bp, 224bp, 177bp y 269bp respectivame
La tipificacion de los genotipos hasta el momento se ha realizado para el marcador CAPN4751 y CAST2959.
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El marcador CAPN4751 que se asocia significativamente con FCWB (Fuerza de Corte de Warner Bratzler) e
una transicion de Citocina por Timina en la posicion 6545 del intrén 17 del gen (Wlhite2005). La
presencia del alelo C (Citocina) en forma homocigoética o heterocigética para este marcador, ha demostrado g
disminuye la FCWB (Casas et,&005; Page et a2004; Parra-Bracamonte e &009; Whiteet al, 2005).

En el presente estudio el marcador CAPN4751 presentd una frecuencia alélica de 38% para el alelo (¢
favorable para este marcador, en donde el 67% de los genotipos fueron heterocigotos (tabla 1). White (200
report6 una frecuencia del 10,8% para el alelo C en una poblacion Brahaman, de un 57,5% para una poblaci
Bostaurusy de un 63,9% para animales de crBostaurus x Bosindicus. Parra-Bracamonte (2009) report6 en

una poblacién de Brahman, 49% para el alelo C donde el 99% de los genotipos fueron heterocigoto:
Proponiendo la necesidad de validar, sobre todo en pruebas controladas, el efecto fenotipico puntual que tiene
segregacion de las copias alélicas favorables (asociados positiva y significativamente al rasgo cuantitativo) pe
estos marcadores y ser utilizados en casos particulares de seleccion, sobre todo considerando la g
variabilidad dentro y entre razas carnicas y los diferentes ambientes de manejo en los que se crian, pero sc
todo debido a la naturaleza poligénica de esta caracteristica de naturaleza cuantitativa.

Tabla |. Frecuencias genotipicas y alélicas globales de los SNPs CAPN4751 vy
CAST2959 (enotypic and allelic frequencies global of SNPs CAST2959 and

CAPN4751)
Marcador Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
CcC CT 1T C T
CAPN4751 0,05 0,67 0,28 0,38 0,62
AA AG GG A G
CAST2959 0,45 0,43 0,12 0,67 0,33

Barendse (2002) identificé una sustitucion de Guanina por Adenina (G/A) en el extremo 3’ no traducido de
RNAmM de CAST (posicion 2959 de la secuencia AF159246 del GenBank), estableciendo que el alelo A s
asociaba a carne mas tierna. Morris et al (2006) analizé este mismo polimorfismo en novillos de distintas raz
Bos taurus; hallando una diferencia entre los valores de RC del genotipo favorable (AA) y el heterocigoto, de
0,21 a 0,50 kg dependiendo de la raza y el tiempo de maduracién de la carnegfMbt09). EI marcador
CAST2959 amplifico un producto de 269bp en la poblacién estudiada. La frecuencia del alelo A, favorable par
los rasgos de la carne (Barendse 2002) presento una frecuencia alélica del 67%, con un 43% de genotif
encontrados para el heterocigoto AG, indicando una alta frecuencia del alelo favorable en las muestr:
evaluadas de ganado criollo Colombiano.

Conclusiones

El uso de la técnica de PCR-RFLP, para el genotipado de los genes CAPN, CAST bovina, ha demostrado ¢
robusto y de bajo costo, lo que facilitar4 en gran medida el andlisis de este polimorfismo a través de equipos
laboratorio y reactivos basicos. Se puede recapitular que las variantes alélicas favorables para suavidad de
carne de los marcadores CAPN4751 y el CAST2959 de los genes u-CAPN y CAST hasta el moment
estudiados son segregadas de manera importante en la poblacion de ganado criollo colombiano. Por lo tar
estos pueden representar una herramienta para evaluaciones futuras y aplicacién en la mejora genética asis
por marcadores de la poblacién criolla nacional, incluyendo a los criterios actuales de seleccion y evaluacic
genética (ganancia de peso), caracteristicas como la suavidad de la carne que podrian incentivar un nug
mercado de consumo nacional e internacional. Finalmente, la caracterizacion molecular de los recursc
genéticos locales puede ser una base para disefiar programas futuros de seleccion y para validar tecnolc
previamente desarrollada, con lo que se reducen los costos y tiempo de disefio experimental.
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