Articulo de investigacion

MEDICINA VETERINARIAYZOOTECNIA

Genetic variability in six SNPs of CAPN1, CAST and LEP
genes of brahman bulls in cattle farms on colombian
tropical lowlands

Variabilidad genética en seis SNPs de los genes CAPNT,
CAST y LEP de toros brahman en ganaderias del tropico bajo

colombiano

Variabilidade genetica em seis SNPs dos genes CAPNT, CAST e
LEP de touros brahman em baixo tropico colombiano

Luis Ernesto Lopez Rojas’ 3= BeMSc.cPhD.OLAC | 5rg Patifo-Cadavid? B¢ Mse 4G Albeiro Lopez Herrera?, MY.2oot Mse,PhD. CULAC,

José Julian Echeverri Zuluaga® “4¢

Fecha correspondencia:
Recibido: 6 de marzo de 2017.
Aceptado: 18 de julio de 2017.

Forma de citar:
Lopez Rojas LE, Patino-Cadavid L,

Lépez Herrera A, Echeverri Zuluaga JJ.

Variabilidad genética en seis SNPs de
los genes CAPNT, CAST y LEP de toros
brahman en ganaderias del tropico
hajo colombiano. Rev. CES Med. Vet.
Zoot. Volumen 12 (2): 88-102.

Open access

© Copyright
Creative commons

Ethics of publications

Peer review

Open Journal System

DOI: http://dx.doi.org/10.21615/
cesmvz.12.2.2

ISSN 1900-9607

Comparte

OB B

Abstract

The CAPN1 and CAST genes encodes p-calpain and calpastatin, both genes
participate on degradation of muscle fibers after rigor mortis; in addition
the LEP gene codes for leptin, which regulates the fat deposition in mus-
cle. These genes shows SNPs related to tenderness and juiciness of meat
and productive characteristics of the carcass. In order to know the genetic
potential of Brahman cattle the CAPN316, CAPN4751, CAST282, CAST2959,
E2FB and E2JW SNPs were genotyped by PCR-HRM in 270 Brahman males
from four different geographical areas, also the study of differentiation of
population structure was made.

There was no difference (p> 0.05) in genotype and allele frequencies of
these markers between subpopulations, the genotypic frequencies in the
general population were: CAPN316 (CG = 0.078, GG = 0.922), CAPN4751
(CC = 0.289, CT = 0.104, TT = 0.606), CAST282 (CC = 0.285, CG = 0.448,
GG = 0.267), CAST2959 (AA = 0.400, AG = 0.370, GG = 0.230), E2FB (CC =
0.633,CT=0.356,TT=0.011) and E2JW (AA = 0.985,AT=0.010, TT = 0.004).
The CAPN316, CAST282 and E2JW markers were found in HWE (p> 0.05),
while CAPN4751 and CAST2959 showed Ho < He and in E2FB Ho > He. The
F statistics values were: F . = 0.153, F = 0.157 and FST = 0.005.

Was conclude that the Brahman herds studied present a slight degree of
inbreeding and constitute a single population; all markers evaluated are
polymorphic, except for E2JW, however the production of more tender and
juicy meats could be possible, because the associated alleles with this cha-
racteristics were founds although in low frequencies.

Keywords: CAPN316, CAPN4751, CAST282, CAST2959, juicy, LEPE2FB, LE-
PE2JW. tenderness.

Resumen
Los genes CAPN1 y CAST codifican la y-calpainay la calpastatina, las cua-
les participan en la degradacién de las fibras musculares luego del rigor
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mortis, ademas, el gen LEP codifica a la leptina, una hormona que regula la deposi-
cion de grasa en el musculo. Estos genes presentan SNPs relacionados con la terne-
za y la jugosidad de la carne y con caracteristicas de la canal. Con el fin de conocer
el potencial genético de la raza Brahman, se genotipificaron los SNPs CAPN316,
CAPN4751, CAST282, CAST2959, E2FB y E2JW mediante PCR-HRM en 270 machos
de ganaderias de cuatro regiones y se hizo un estudio de estructura y diferenciacion
poblacional.

No hubo diferencia (p>0,05) en las frecuencias alélicas y genotipicas de los mar-
cadores evaluados entre las subpoblaciones, las frecuencias genotipicas en la po-
blacién general fueron: CAPN316 (CG = 0,078, GG = 0,922), CAPN4751 (CC = 0,289,
CT = 0,104, TT = 0,606), CAST282 (CC = 0,285, CG = 0,448, GG = 0,267), CAST2959
(AA =0,400,AG =0,370,GG =0,230), E2FB (CC=0,633,CT=0,356,TT=0,011) y E2JW
(AA =0,985, AT = 0,010, TT = 0,004). Los marcadores CAPN316, CAST282 y E2JW se
encontraron en HWE (p>0,05), mientras que CAPN4751 y CAST2959 presentaron Ho
<Heyen E2FB Ho > He. Los valores de los estadisticos F fueron: FIS =0,153, FIT =
0,157 y FST=0,005.

De lo anterior se deduce que las ganaderias Brahman estudiadas presentan un leve
grado de endogamia y constituyen una sola poblacion, todos los marcadores evalua-
dos son polimaérficos, excepto E2JW, sin embargo existe la posibilidad de producir
carne mas tiernay jugosa debido a que aunque con frecuencias muy bajas, se pue-
den encontrar animales portadores de todos los alelos asociados.

Palabras clave: CAPN316, CAPN4751, CAST282, CAST2959, jugosidad, LEPEZFB,
LEPE2JW, Terneza.

Resumo

Os genes CAPN1 e CAST codificam p-calpaina e calpastatina, que participam da de-
gradacao das fibras musculares apos o rigor mortis, além disso, o gene LEP codifica
a leptina, um hormonio que regula a deposicao de gordura no musculo. Estes genes
apresentam SNPs relacionados a ternura e suco de carne e com caracteristicas
do canal. Para conhecer o potencial genético da raca Brahman, os SNPs CAPN316,
CAPN4751, CAST282, CAST2959, E2FB e E2JW foram genotipados por PCR-HRM em
270 homens de quatro regioes e um estudo sobre a estrutura e diferenciacao da
populacao.

Nao houve diferencgas (p>0,05) nas freqléncias alélicas e genotipicas dos marca-
dores avaliados entre as subpopulacoes, as freqléncias genotipicas na populacao
geral foram: CAPN316 (CG = 0,078, GG = 0,922), CAPN4751 (CC= 0,289, CT= 0,104,
TT = 0,606), CAST282 (CC = 0,285, CG = 0,448, GG= 0,267), CAST2959 (AA = 0,400,
AG= 0,370, GG = 0,230), E2FB (CC = 0,633, CT= 0,356, TT=0,011) e E2JW (AA= 0,985,
AT =0,010,TT = 0,004). Os marcadores CAPN316, CAST282 e E2JW foram encontra-
dos em HWE (p>0,05), enquanto CAPN4751 e CAST2959 mostraram Ho <He e em
E2FB Ho>He. Os valores das estatisticas F foram: F . =0,153,F =0,1557 e F_, = 0,005.
A partir do acima, deduz-se que os rebanhos de Brahman estudaram apresentar um
ligeiro grau de endogamia e constituem uma populagao Unica, todos os marcadores
avaliados sao polimaérficos, exceto E2JW, porém existe a possibilidade de produzir
carne mais suave e suculenta porque, embora com freqliéncias muito baixo, podem
ser encontrados animais que transportam todos os alelos associados.

Palabras-chave: CAPN316, CAPN4751, CAST282, CAST2959, EPE2FB, LEPE2JW,
suculento, ternura.
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Introduccion

La ganaderia colombiana esta constituida en un alto porcentaje por individuos de |
subespecie Bos indicus (Novoa y Usaquén, 2010; Gémez et al, 2013) de la raza brahman
la cual llegd a Colombia a principios del siglo pasado (Rodriguez, 1993). Esta es pro-
ducto del cruce de las razas taurinas shorthorn y las cebuinas indubrasil, gyr y guzera,
sin embargo la mayoria de sus caracteristicas fenotipicas (Rodriguez, 1993) y genéticas
(Meirelles et al. 1999) corresponden a las cebuinas, dando lugar a los ganados brahman
blanco y rojo (Sanders, 1980). Debido a sus caracteristicas de rusticidad, los animales
brahman se han adaptado a las condiciones ambientales del tropico bajo y a diferentes
topografias en toda la geografia nacional, con un sinnimero de ventajas comparativas
frente a las razas de la subespecie Bos taurus (Vasquez et al., 2005), sin embargo, la car-
ne de los animales brahman es menos tierna y jugosa (Wheeler et al,1994).

La terneza es el parametro mas valorado por los consumidores de carne, y se sabe
gue es afectada por multiples factores inherentes al ambiente o la genética del animal
(Carragher et al., 2002, Warner et al, 2010). Desde el punto de vista genético se han
descrito gran cantidad de parametros que influyen en la terneza, los mas importantes
son los genes del complejo de la calpaina (CAPN) y su regulador la calpastatina (CAST),
que estan relacionados con el proceso de protedlisis de las fibras musculares durante
la maduracion de la carne, en los que se han descrito algunos alelos relacionadas con
una mayor terneza (Carragher et al., 2002).

El gen CAPN1 (GenBank No. AF248054) codifica la enzima p-calpaina, esta localizado
en el cromosoma 29 y porta varios polimorfismos de un solo nucledétido (SNPs). EL SNP
CAPN316 (AF252504:9.5709C>G) es una transicién C/G en el exén 9 que produce el cam-
bio de alanina por glicina en la enzima (Page et al, 2002) y CAPN4751 (AF248054:g.
6545C>T) es el producto de transicion C/T en el intrén 17 (White et al, 2005). En ambos
casos el alelo C ha sido asociado con una mayor terneza (Page et al, 2002; White et al,,
2005). EL gen CAST (GenBank No. AY008267) esta localizado en el cromosoma 7, posee
varios SNPs. UOGCAST 6 CAST282 (AY008267:9282C>G) es una transversion C/G en el
intron 5 (Schenkel et al, 2006) y CAST2959 (AF159246:92959G>A) es una transicion A/G
en el exdn 3, ubicado en el extremo 3" no traducido (UTR) (Morris et al, 2006). Los alelos
C (Schenkel et al, 2006) y A (Morris et al, 2006) respectivamente, estan asociados con
una mayor terneza.

De igual manera el gen LEP u obeso (GenBank No. U50365) ubicado en el cromosoma
4, codifica para la leptina, una hormona que regula el apetito de los animales, el balan-
ce energético, el crecimiento, el depdsito de grasa e influye en las caracteristicas de
la canal (Clarke y Henry, 1999, Houseknecht et al.. 1998; Macajova et al, 2004). El gen
LEP porta algunos SNPs con variantes alélicas que favorecen el marmaéreo, y este a su
vez esta intimamente relacionado con la terneza (Schenkel et al., 2005). EL SNP E2FB
(AY138588:9305C>T) es la transicion C/T ubicada en el exdén 2 (Buchanan et al,, 2002) y
E2JW (AY138588:9252A>T) es una transversion A/T ubicada en el exén 2 (Lagonigro
etal, 2003). Elalelo T de ambos polimorfismos se ha asociado a mayores porcentajes de
grasa intramuscular (Buchanan et al., 2002; Lagonigro et al., 2003, Schenkel et al., 2005).

Con el fin de corroborar las bondades del ganado Brahman de la ganaderia colombiana
y establecer las bases para un programa de seleccion asistida por marcadores, el ob-
jetivo de este trabajo fue estimar las frecuencias alélicas y genotipicas, el equilibrio de
Hardy-Weinberg, la estructura de la poblacién y flujo genético para los SNPs CAPN316,
CAPN4761, CAST282, CAST2959, E2FB y E2JW en ganado brahman comercial.
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Metodologia

Aval de ética y poblacion de estudio

Con el aval del comité institucional para el uso y cuidado de los animales (CICUA) de
la Universidad CES (acta nimero 5 de agosto 20 de 2013, proyecto 38), se evaluaron
270 machos brahman de los municipios de Puerto Berrio (n=29) en el Magdalena
Medio Antiogueno (N:6.27.41 0:74.26.16, 107 msnm, 28,5 °C en promedio), Monteria
(n=86) en el Valle del rio Sint (N:08.33.45 0:76.00.87, 50 msnm, 28,1 °C en prome-
dio) y Pueblo Nuevo (n=73) en la region del Alto San Jorge (N:8.26.45 0:75.19.59,
10 msnm, 27,8 °C en promedio) de Cdrdoba y en San Marcos (n=82) ubicado en la
Depresién Momposina (N:8.37.22 0:75.16.57, 60 msnm, 27,8 °C en promedio) en el
departamento de Sucre.

Genotipificacion

De cada animal se extrajo el DNA gendmico a partir de sangre periférica y se ge-
notipificaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa y el analisis de alta
resolucion en la temperatura de disociacion (PCR-HRM), usando los cebadores especi-
ficos para los SNPs CAPN316 (F-5"TAGAGGCTGGGCAGG TCAGT3' y R-5"CATCTTGACC-
CGGAGCTGCT3) (Lopez et al., 2016), CAPN4751 (F-5"CTCTGGGTGACCTGTCCTAAGA3' vy
R-5"TCCCCCGTCACTTGACAC3'), CAST282 (F-5 TGGCATCAGCAGGTACTGC3' y R-5'TT-
GTGTTTTATGTAGTCA ATTGTGAGA 3'), CAST2959 (F-5'GAAAACGATGCCTCAGGTGT3 y
R-5"TGTG CCCAATGCACAGTATT3'), E2FB (F-5°'CGGGAAGGAAAATGCACTG3  y R-5'CT
ACCGTGTGTGAGATGTCATTG3') y E2JW (F-5"GTGTTCTCGGAGATCGATGAT G3'y R-5"CG-
TAAGACAGATAGGGCCAAAG3') (Lopez et al., 2017).

Analisis de la estructura y diferenciacién poblacional

Utilizando el software GenAlEx (Peakal y Smouse, 2012) se calcularon las frecuencias
alélicas para cada subpoblaciony la poblacién general usando las formulas fA=NA/2N
y f=N_/2N, donde N es el numero de individuos en la poblacion, N, y N_ el nimero
de alelos Ay a. Para calcular las frecuencias genotipicas se utilizaron las formulas
f=NL/Nf =N, /Ny f =N_/N,dondeN,,, N, yN_ sonelnimero de copias de los ge-
notipos AA, Aa y aa. Ademas se determin¢ el estado de equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) comparando las frecuencias alélicas y genotipicas observadas y esperadas, se
establecio la diversidad genética, definida como la heterocigosidad esperada (He) bajo
condiciones HWE, y se determiné la diferenciacion genética comparando la heteroci-
gocidad observada (Ho) y He.

La estructura poblacional se evalué mediante el analisis de varianza molecular
(amova) usando el coeficiente de diferenciacién genética entre las subpoblaciones
(F.,=(H,-H)/H,), el coeficiente de endogamia en las subpoblaciones (F =(H_-H )/H)
y el coeficiente de endogamia total (F =(H,-H )/H,), donde Ho y He son la heteroci-
gocidad observada y esperada entre las subpoblaciones y H, es la heterocigocidad
total esperada. Se determin¢ el flujo genético expresado como el nimero de mi-
grantes (Nm=[(1/F_-1)/4]) y se calculd el coeficiente de desequilibrio de ligamiento
(D,,=f,5f,f5). donde f,_ es la frecuencia de la combinacion de alelos AB, mientras que
fA'y fB son las frecuencias de los alelos de Ay B (Peakal y Smouse, 2012).

Frecuencias alélicas y genotipicas
Se obtuvieron los productos de PCR del tamano esperado para cada marcador
(Lépez et al., 2017), lo anterior fue corroborado por electroforesis en gel de agarosa
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o la presencia de un solo perfil en la curva de disociaciéon generada por la varia-
cion de la fluorescencia en funcién de la temperatura, que ademas es especifico
para cada genotipo, comparando con muestras de genotipo conocido usadas como
control, lo cual permitio la genotipificacion de cada uno de los SNPs estudiados,
utilizando la técnica de PCR-HRM. A manera de ejemplo se muestran los perfiles de
disociacion (Figura 1A) vy los perfiles normalizados (Figura 1B) de los genotipos AA,
AG y GG del SNP CAST2959.

En latabla 1 se resumen las frecuencias alélicas y genotipicas de los marcadores es-
tudiados y al comparar sus frecuencias entre las subpoblaciones, no se encontraron
diferencias (p>0,05). En la poblacién general se evidencia baja frecuencia de los alelos
C de CAPN316(0,039), T de E2FB (0,189) y E2JW (0,009), los cuales han sido asociados
con la produccién carnes mas tiernas y jugosas, mientras que las frecuencias genoti-
picas fueron: CAPN316 (CG = 0,078, GG = 0,922), CAPN4751 (CC =0,289,CT =0,104,TT
= 0,606), CAST282 (CC = 0,285, CG = 0,448, GG = 0,267), CAST2959 (AA = 0,400, AG, =
0,370, GG = 0,230), E2FB (CC = 0,633,CT = 0,356, TT=0,011) y E2JW (AA = 0,985, AT =
0,010, TT=0,004).

Equilibrio de Hardy-Weinberg

En la tabla 2 se muestran los valores de Ho, He y el valor de significancia de HWE de
cada SNP en las subpoblaciones y en la poblacién general. En la poblacién general
no se presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre Ho y He para los SNPs
CAPN316, CAST282 y E2JW, mientras que si se observd (p<0,05) para CAPN4751,
CAST2959 y E2FB (Tabla 2). No se encontraron en HWE (p<0,05) los SNP CAPN4751
en ninguna subpoblacidon, de manera similar CAST2959 y E2JW en Puerto Berrio y
CAST2959 y E2FB en Pueblo Nuevo.

AA

sin AA

Normalizada

Fluorescencia Normalizada
w 2 z =

=

] ™ )
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 1. Genotipificacion del SNP CAST2959: Perfil de HRM (A), (B),
Perfil de HRM normalizada con el genotipo AA

Tabla 1. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs CAPN316 y CAPN4751, CAST282 y CAST2959, E2FBy
E2JW en las subpoblaciones de Puerto Berrio (Antioquia), San Marcos (Sucre), Monteria y Pueblo Nuevo (Cérdoba).

SNP  Genotipos Alelos Puerto Berrio San Marcos  Monteria  Pueblo Nuevo General

cC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

g CG 0,069 0,049 0,116 0,068 0,078
z GG 0,931 0,951 0,884 0,932 0,922
S C 0,035 0,024 0,058 0,034 0,039
G 0,966 0,976 0,942 0,966 0,961

_ cc 0,345 0,341 0,244 0,260 0,289
=2 CcT 0,034 0,049 0,198 0,082 0,104
% T 0,621 0,610 0,558 0,658 0,607
S C 0,362 0,366 0,343 0,301 0,341

T 0,638 0,634 0,657 0,699 0,659

http://dx.doi.org/10.21615/cesmvz.12.2.2
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SNP  Genotipos Alelos Puerto Berrio San Marcos  Monteria  Pueblo Nuevo General

cC 0,276 0,244 0,337 0,274 0,285

% CG 0,517 0,451 0,453 0,411 0,448
3 GG 0,207 0,305 0,209 0,315 0,267
S C 0,535 0,470 0,564 0,480 0,509
G 0,466 0,531 0,436 0,521 0,491

o AA 0,483 0,293 0,442 0,438 0,400
5 AG 0,276 0,451 0,395 0,288 0,370
g GG 0,241 0,256 0,163 0,274 0,230
S A 0,621 0,518 0,640 0,582 0,585
G 0,379 0,482 0,361 0,418 0,415

cC 0,690 0,646 0,628 0,603 0,633

o CT 0,310 0,341 0,349 0,397 0,356
& T 0,000 0,012 0,023 0,000 0,011
- C 0,845 0,817 0,802 0,801 0,811
T 0,155 0,183 0,198 0,199 0,189

AA 1,000 0,988 0,988 0,973 0,985

= AT 0,000 0,012 0,012 0,014 0,011
~ T 0,000 0,000 0,000 0,014 0,004
- A 1,000 0,994 0,994 0,980 0,991
T 0,000 0,006 0,006 0,021 0,009

Tabla 2. Heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He) y valor de significancia de HWE (P Valor).

Subpoblaciones SNP Ho He Valor P
CAPN4316 0,069 0,067 0,847
2 CAPN4751 0,034 0,462 0,000
3 CAST282 0517 0,498 0,832
o CAST2959 0,276 0,471 0,026
5 E2FB 0,310 0,262 0,323
2 E2JW 0,000 1,000 N/A
Media 0,201 0,293
CAPN4316 0,049 0,048 0,821
9 CAPN4751 0,049 0,464 0,000
% CAST282 0,451 0,498 0,394
s CAST2959 0,451 0,499 0,383
c E2FB 0,341 0,299 0198
2 E2JW 0,012 0,012 0,955
Media 0,226 0,303
CAPN4316 0,116 0,110 0,567
- CAPN4751 0,198 0,451 0,000
T CAST282 0,453 0,492 0,470
= CAST2959 0,395 0,461 0,186
2 E2FB 0,349 0317 0,355
E2JW 0,012 0,012 0,957
Media 0254 0.307
CAPN4316 0,068 0,066 0,731
S CAPN4751 0,082 0,421 0,000
2 CAST282 0,411 0,499 0,123
o CAST2959 0,288 0,486 0,000
o) E2FB 0,397 0,318 0,034
c E2JW 0,027 0,027 0,906
Media 0,212 0,303
CAPN4316 0,076 0,072 0,506
CAPN4751 0,091 0,449 0,000
© CAST282 0,458 0,497 0,089
g CAST2959 0,353 0,479 0,000
© E2FB 0,349 0,299 0,008
E2JW 0,013 0013 0,902
Media 0,223 0302

http://dx.doi.org/10.21615/cesmvz.12.2.2


http://revistas.ces.edu.co/index.php/mvz
http://dx.doi.org/10.21615/cesmvz.12.2.2

Variabilidad genética en seis SNPs de los genes CAPN1, CAST y LEP de toros brahman MEDICINAVETERINARIAYZOOTECNIA

Mayo - agosto 2017 - P4gina 94

http://dx.doi.org/10.21615/cesmvz.12.2.2

Desequilibrio de ligamiento

En la tabla 3 se muestran las combinaciones de genotipos de los SNPs encontrados
en la poblacién de ganado Brahman estudiada, la mas frecuente fue GGTTCCAACCAA
(0,070), portadora de cuatro alelos que favorecen la ternezay el marmareo de la carne,
seguida de GGTTGGGGCCAA (0,063), la cual no porta ningun alelo favorable. Dentro
de los menos frecuentes se encuentran las portadoras de 6, 7 y 8 alelos favorables
(Tabla 3). Los valores de Dy r2 por poblacion fueron diferentes de cero (p<0,05) para
las combinaciones de SNPs CAPN316/CAPN4751 y CAST282/CAST2958. Las demas
combinaciones no presentaron diferencias significativas (p>0,05) (Tabla 6), por lo que
se espera que los alelos de cada locus segreguen de manera independiente.

Estructura genética

Se observo poca diferenciacién genética entre las subpoblaciones dado que el va-
lor del estadistico medio F_ = 0,005 (p = 0,953), ademas el valor de F, = 0,157 (p =
0,001) sugiere una tendencia baja a la endogamia entre las subpoblaciones, y dentro
de las subpoblaciones, donde el valor de F . = 0,153 (p=0,001) (Tabla 3).

Flujo genético y diferenciacion genética

La media en el nimero de migrantes Nm = 66,937 (Tabla 3) sugiere un alto flujo de
individuos o gametos entre las subpoblaciones por cada generacién, promoviendo
el intercambio genético entre éstas, lo cual explica la baja diferenciacion genética
de las subpoblaciones estudiadas, evidenciado en que los F, pareados presentaron
poca variacion, cuyos valores oscilan entre 0,001 y 0,007 (Tabla 4) y no presentaron
diferencias significativas (p>0,05).

Tabla 3. Estadisticos F de Wright, coeficiente de endogamia en las poblaciones (F ),
coeficiente de endogamia total (F ), coeficiente de diferenciacion genética entre
poblaciones (F.,) y numero de migrantes (Nm).

SNP F F,. F, Nm

CAPN4316 -0,044 -0,039 0,004 58,706
CAPN4751 0,798 0,799 0,003 85,805
CAST282 0,077 0,083 0,006 40,919
CAST2959 0,265 0,271 0,009 27,880
E2FB -0,168 -0,166 0,002 121,359
E2JW -0,010 -0,006 0,004 66,951
Media 0,153 0,157 0,005 66,937
SE 0,142 0,141 0,001 13,648

Tabla 4. Matrix pareada de poblaciones de los valores de F,, debajo de la diagonal se
presentan los valores de F_, y sobre la diagonal se muestra la probabilidad (P)
(azar = dato) basado en 999 permutaciones.

Puerto Berrio San Marcos Monteria Pueblo Nuevo
Puerto Berrio - 0,646 0,969 0,829
San Marcos 0,004 - 0,122 0,673
Monteria 0,001 0,007 - 0,458
Pueblo Nuevo 0,003 0,002 0,003 -
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Tabla 5. Frecuencia de las combinaciones de genotipos de los SNPs CAPN316, CAPN4751, CAST282, CAST2959,
E2FBy E2JW (F) y numero de alelos favorables (AF) para la terneza y marmoreo de la carne de bovino.

Genotipos F AF Genotipos F AF Genotipos F AF
1 GGTTGGGGCCAA 0,063 0 22 GGTTCGAGCTAA 0,063 3 43 GGCTCCAACCAA 0,007 5
2 CGTTGGGGCCAA 0,004 1 23 GGTTCGAGCTAA 0,063 3 44 GGCCGGAACTAA 0,007 5
3  GGCTGGGGCCAA 0,007 1 24  GGCTGGAGTTAA 0,004 4 45 GGCCCCAGCCAA 0,007 5
4 GGTTCGGGCCAA 0,022 1 25  GGCCGGAACCAA 0,004 4 46 CGCCCGGGCTAA 0,007 5
5  GGTTGGGGCTAA 0,026 1 26  GGCCCCGGCCAA 0,004 4 47 CGCCCGAGCCAA 0,007 5
6  GGTTGGAGCCAA 0,044 1 27  CGTTCCAGCCAA 0,004 4 48 GGCCCGAACCAA 0,019 5
7  GGTTCCGGCCAA 0,004 2 28  CGCTGGAACCAA 0,004 4 49  GGTTCCAACTAA 0,022 5
8 GGCCGGGGCCAA 0,004 2 29  CGCTCGAGCCAA 0,004 4 50 GGCCCGAGCTAA 0,026 5
9  GGCTCGGGCCAA 0,007 2 30 CGCCGGGGCTAA 0,004 4 51 GGTTCCAATTAA 0,004 6
10 GGCTGGAGCCAA 0,011 2 31 GGTTCGAACCAT 0,007 4 52 CGCTCCAACCAA 0,004 6
11 GGTTGGAGCTAA 0,015 2 32  GGCTCGAACCAA 0,011 4 53 CGCCCGAACCAA 0,004 6
12  GGCCGGGGCCAA 0,015 2 33 GGTTCCAGCTAA 0,015 4 54 CGCCCCGGCTAA 0,004 6
13 GGTTGGAACCAA 0,026 2 34  GGTTCGAACCAT 0,030 4 55 GGCTCCAACTAA 0,011 6
14  GGTTCGGGCTAA 0,026 2 35  GGCCCGGGCTAA 0,030 4 56 GGCCCCAGCTAA 0,015 6
15  GGTTCGGGCTAA 0,059 2 36  GGTTCCAACCAA 0,070 4 57 GGCCCGAACTAA 0,022 6
16  GGTTGGGGCTTT 0,004 3 37  GGCTCGAACTAA 0,004 5 58 GGCCCCAACCAA 0,037 6
17 GGCCGGGGCTAA 0,011 3 38  GGCTCGAACTAA 0,004 5 59  CGTTCCAATTAA 0,004 7
18 GGCCGGAGCCAA 0,011 3 39 CGTTCCAGCTAA 0,004 5 60 GGCCCCAACTAA 0,019 7
19 GGCCCGGGCCAA 0,015 3 40  CGCTCGAACCAA 0004 5 61 CGCCCCAACTAA 0,015 8
20 GGCTCGAGCCAA 0,019 3 41 CGCTCCAGCCAA 0,004 5
21  GGTTCCAGCCAA 0,030 3 42  CGCCGGAACCAA 0004 5

Tabla 6. Equilibrio ligamiento entre los diferentes pares de SNPs.

Pares de SNP Valor P
CAPN316/CAPN4751 0,004
CAPN316/CAST282 0,880
CAPN316/CAST2959 0,647
CAPN316/E2FB 0,569
CAPN316/E2JW 1,000
CAPN4751/CAST282 0,181
CAPN4751/CAST2959 0,200
CAPN4751/E2FB 0,071
CAPN4751/E2JW 1,000
CAST282/CAST2959 0,000
CAST282/E2FB 0,070
CAST282/E2JW 0,745
CAST2959/E2FB 0,416
CAST2959/E2JW 0,747
LEPE2FB/E2JW 0,824

Discusion

Los alelos C de CAPN316, CAPN4751 y CAST282 y el alelo A de CAST2959 han sido
asociados con la produccidon de carnes mas tiernas (Morrls et al., 2006, Page et al,
2002, Schenkel et al., 2006, White et al., 2005), mientras que los al los de T de E2FB
y E2JW estan relacionados con mayor marmareo (Buchanan et al., 2002; Lagonigro
et al, 2003, Schenkel et al., 2005). En la poblacion estudiada, la frecuenua de éstos
alelos es baja, excepto la de C de CAST282 y A de CAST2959 (Tabla 1). No obs-
tante, los resultados muestran que los marcadores CAPN316, CAPN4751, CAST282,
CAST2959 y E2FB en ganado Brahman son polimérficos, puesto que sus alelos no
estan fijados y sus frecuencias son superiores a 0,010 (Tabla 1).

http://dx.doi.org/10.21615/cesmvz.12.2.2
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Al comparar las frecuencias genotipicas obtenidas, no se encontro diferencia entre las
subpoblaciones (p>0,05), ademas, los resultados son comparables con los obtenidos
en los estudios realizados en ganado de la raza Brahman en Colombia (Cueitia, 2012
Castro, 2013), Australia (Cafe et al,, 2010), Estados Unidos (Smith et al., 2009) y Puerto
Rico (Bosques et al,, 2015) y en ganado de la raza Nellore en Brasil (de Carvalho, 2012,
da Silva et al., 2012, Oliveira et al., 2013, Pinto et al., 2011).

Enla poblacién estudiada los genotipos de los SNPs CAST282, CAST2959 y CAPN4751
y E2FB presentan buena segregacion (Tabla 1). Las frecuencias del alelo C (0,509)
y de los genotipos CC (0,285), CG (0,448) y GG (0,267) de CAST282 (Tabla 1) son si-
milares a las reportadas por Castro (2013) y Pinto et al (2011), de igual manera las
frecuencias del alelo A (0,585) y de los genotipos AA (0,40), AG (0,37) y GG (0,23) de
CAST2959 (Tabla 1) son similares a las reportadas por Castro (2013), Cueitia (2012)
y Pereira et al (2015).

Ademas, las frecuencias del alelo C (0,341) y del genotipo CC (0,289) de CAPN4751
(Tabla 1) son superiores a las reportadas por diferentes autores (Cafe et al., 2010,
Castro, 2013, Bosques et al,, 2015 y Smith et al., 2009, Pinto et al., 2011) quienes
encontraron frecuencias de C y CC menores de 0,220 y 0,100, respectwamente, ade-
mas, Cueitia (2012) no encontré individuos portadores del alelo C, debido quiza al
tamano de la muestra (n=22). La frecuencia del genotipo CT (0,104) es similar a la
observada por Smith et al (2009), pero menor a la encontrada en otros estudios en
los que se reportan valores entre 0,18 y 0,30 (Bosques et al., 2015, Pinto et al,, 2011;
Cafe et al., 2010, Castro, 2013).

Las frecuencias del alelo T (0,189) y de los genotipos CC (0,633), CT (0,356) y TT
(0,011) de E2FB (Tabla 1) son similares a las encontradas por de Oliveira et al (2013)
y da Silva etal (2012), quienes reportaron frecuencias bajas o ausencia de individuos
con el genotipo TT, en contraste con lo observado por de Carvalho (2012) quien re-
portd una frecuencia mayor (0,159).

En contraste con lo anterior, los genotipos de CAPN316 y E2JW no presentan una
adecuada segregacion (Tabla 1). Las frecuencias del alelo C (0,039) y la de los ge-
notipos CC (0,0), CG (0,078) y GG (0,922) de CAPN316 (Tabla 1) son similares a las
reportadas en diferentes estudios (Bosques et al., 2015, Cafe et al., 2010 y Castro,
2013, Pinto et al,, 2011) donde se encontraron valores infereiores a 0,05 en la fre-
cuencia del alelo C, en contraste con lo reportado por Smith et al (2009) y Cueitia
(2012), cuyos frecuencias son superiores a 0,30, ademas, no se encontraron anima-
les portadores del genotipo CC, salvo en el trabajo realizado por Cafe et al., (2010),
sin embargo, su frecuencia es muy baja (0,002).

Con respecto al SNP E2JW, las frecuencias del alelo T (0,009) y los genotipos AA
(0,985), AT (0,010) y TT (0,004) (Tabla 1) son similares a las reportadas por da Silva
etal (2012), pero diferentes a las observadas por de Oliveira et al (2013) quienes en-
contraron una frecuencia alta de animales portadores de AT (0,80).

En la poblacion general y en todas las subpoblaciones el nimero de individuos heteroci-
gotos observado (Ho) es menor al esperado (He) bajo condiciones de HWE (Tabla 2), esto
sugiere una tendencia a la endogamia. Lo anterior puede ser explicado debido a que en
las poblaciones existen fuerzas que alteran el HWE, entre otras, las practicas productivas
en las ganaderias, el apareamiento selectivo, la endogamia, la estructura poblacional y la
seleccion, quizas estas dos Ultimas son las principales razones, debido a la poca diferencia
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en las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones (Nielsen y Slatkin, 2013). Se sugiere
que las desviaciones del HWE (p<0,05) observadas en todos las subpoblaciones con res-
pecto a CAPN4751 y de manera especial en Puerto Berrio para CAST4751, CAST2959 v
E2JW y en Pueblo Nuevo para CAST4751, CAST2959 y E2FB (Tabla 2), podrian deberse a
procesos de seleccion sobre caracteristicas asociadas a estos marcadores, que afectarian
sus frecuencias alélicas y genotipicas.

Excepto CAPN316/CAPN4751 y CAST282/CAST2959, las demas combinaciones de
SNP analizados se encuentran en equilibrio de ligamiento, es decir que la frecuen-
cia observada para la combinacién de genotipos no difiere de manera significativa
de su frecuencia esperada. De esta manera se puede afirmar que la presencia de
cada alelo para cada uno de los genes analizados es independiente de la presencia
de cualquier otro de ellos. Como en los bovinos los genes de CAPN1, CAST y LEP se
encuentran en cromosomas diferentes, 29, 7 y 4 respectivamente, éstos poseen una
tasa de recombinacion maxima, es decir 0,5, confirmando su segregacion indepen-
diente de acuerdo con la segunda ley de Mendel (Nielsen y Slatkin, 2013). El estado
de equilibrio de ligamiento de la combinacién E2FB/E2JW, puede explicarse por la
baja frecuencia del alelo T, ademas es probable que se esté ejerciendo alguna fuerza
selectiva sobre una caracteristica relacionada con estos marcadores.

Como se menciond antes, no se encontro el genotipo CC de CAPN316,y TT de E2JW
se presenta en una frecuencia muy baja, mientras que los genotipos de los marca-
dores CAPN4751, CAST282, CAST2959 y E2FB presentan una adecuada segregacion,
sin embargo, en términos generales se observa una baja frecuencia de los alelos
gue han sido asociados con la produccién de carnes mas tiernas y jugosas. Lo ante-
rior se puede constatar con las frecuencias de las combinaciones de genotipos, don-
de las frecuencias mas altas las tienen aquellas que presentan un menor nimero
de alelos favorables (Tabla 6).

El uso de los SNPs para evaluar la estructura genética de las poblaciones va en
aumento debido a que algunos estudios demuestran que no hay diferencias signi-
ficativas entre los resultados obtenidos con éstos, comparados con los realizados
usando microsatélites. Aunque los SNPs son marcadores moleculares son poco po-
limorficos, son codominantes y presentan tasas de mutacion bajas, lo que disminuye
la posibilidad de cometer errores en la estimacién de los parametros poblacionales
y aumenta la reproducibilidad de los resultados (Coates et al., 2009).

Teniendo en cuenta lo anterior se ha utilizado las frecuencias alélicas y genotipicas
con el fin de caracterizar la estructura de las poblaciones estudiadas. Para ello, es
importante saber que los estadisticos F permiten dividir el coeficiente de endoga-
mia de una poblacion subdividida (F ;) entre el componente debido a apareamientos
no aleatorios dentro de las subpoblaciones (F) y la subdivision entre poblaciones
(F.,) (Pinero et al., 2008). Para la poblacion en estudio el F ;= 0,157 sugiere una baja
tendencia la endogamia, de igual manera el F . = 0,153 indica una leve tendencia a
la homocigosidad debido al apareamiento no aleatorio entre los individuos de cada
subpoblacién (Tabla 3).

El valor de F_ = 0,005 para la poblacion general indica una baja diferenciacion genética
entre las poblaciones, esto representa una reduccién en la heterocigosidad debida a la
subdivision poblacional. El mayor grado de diferenciacién fue entre las subpoblaciones
de Monteria y San Marcos, no obstante estas no fueron significativas (p>0,05) (Tabla 3),
mientras que en las poblaciones de Monteriay Puerto Berrio la diferenciaciéon fue menor.
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Esto podria explicarse por el modelo de producciodn, las ganaderias de Puerto Berrio
y San Marcos tienen un modelo de ciclo completo, en el que se seleccionan los ani-
males que se van a aparear y se hace seguimiento desde el nacimiento de las crias
hasta llevarlos al sacrificio, mientras que en las ganaderias estudiadas en Monteria
y Pueblo Nuevo, el modelo es de finalizacion, donde los animales son adquiridos en
las subastas y cebados en las fincas, no obstante, los datos sugieren que las pobla-
ciones son muy homogeneas con tendencias a la endogamia, y los valores de F, son
menores de 0.007, lo que indica poca o nula diferenciacién. Debido a esta condicion
las subpoblaciones evaluadas se comportan como una sola poblacion (Tabla 4).

Gomez et al (2013) evaluaron la estructura y la diversidad genética de la ganaderia
Brahman en 23 regiones de Colombia (n=3789) y encontré Ho = 0,6621, HWE (P < 0,001),
F,=0045F, =0003yF=0042y en otro estudio realizado por Novoa y Usaguen en
2010 en 20 regiones del pais (n = 178), encontraron HWE (p <0,001 ), Ho = 0,637, F . =
0,067. Estos estudios también sugieren que esta ganaderia esta constituida por una
sola poblacion, que no existe una subestructura genética en la poblacion, al parecer
debido a la alta tasa de migracion de animales entre las subpoblaciones, lo cual homo-
geniza las frecuencias, ademas, esta poblacién posee un modesto grado de heterocigo-
cidad y diversidad alélica, comparado con otras razas, explicado por su origen de mezcla
multiracial (Gémez et al., 2013, Novoa y Usaquén, 2010).

El Nm es el flujo de animales que entran a cada subpoblacion en cada generacion,
esto influye en la disminucién del indice de fijacién, ejerciendo una fuerza importan-
te contra la divergencia genética entre subpoblaciones (Hartl y Clark, 2007). Para la
poblacion analizada se encontré un Nm = 66,937 (Tabla 3), lo que confirma que no
existe subdivision poblacional (Nielsen y Slatkin, 2013). Lo anterior podria explicar la
baja diferenciacion genética entre las subpoblaciones estudiadas, puesto que el alto
flujo genético entre ellas mantiene homogéneas las frecuencias alélicas. Lo anterior
es coherente, con el origen de esta raza en Colombia, puesto que desde que el ga-
nado Brahman lleg6 al pais ha estado sometido a un proceso continuo de seleccion
artificial dirigida, mediante reproducciéon endogamica, efectos de deriva genética
causados por eventos fundadores, migracién de ejemplares entre poblaciones y la
importacion de animales (Novoa y Usaquen, 2010).

Conclusiones

Las ganaderias Brahman estudiadas constituyen una sola poblacidn, en la que los
marcadores CAPN316, CAPN4751, CAST282, CAST2959 y E2FB son polimaérficos,
aungue no ocurre lo mismo con E2JW, existe la posibilidad de producir carne de me-
jor calidad con estas ganaderias, debido a que aunque con frecuencias bajas, en esta
raza se encuentran los alelos que han sido asociados con la produccién de carnes
mas tiernas y jugosas. Por lo que el uso de los marcadores moleculares aqui pre-
sentados podria servir para realizar trabajos de seleccidn asistida por marcadores,
con el fin de aumentar la frecuencia de los alelos que favorecen la calidad.
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