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ABSTRACT

The Argentine Creole cattle was adapted to produce in all environments that exist in our country. Among the
attributes that contribute to the quality of beef tenderness is the most valued by consumers, which is one of the
objectives of cattle breeding selection. The difficulty is that it is a non-quantifiable character with the living
animal. Fortunately, the molecular information allows the selection of the cattle breeding without phenotypic
information. Calpain and Calpastatin are two enzymes that are involved in the degradation of post-mortem
muscle fiber proteins. They have been identified in the genes that determine the information for these two
enzymes, genetic variants associated with greater or less tenderness. Genotyped 154 cattle of Creole breed
belonging to four populations: La Rioja (n = 41); Leales (n = 37); Cruz de Guerra (n = 40) and Patagonico (n
= 36) for the loci CAPN1 316, CAPN1 530 and CAST 2959. The average gene frequencies in the creole breed
were: CAPN1 316 = C: 0.506; G: 0.494, for CAPN1 530 = G: 0.441; A: 0.599 and for CAST 2959 = A: 0.489;
G: 0.511. The most frequent combined genotype was: CGGAAG (n = 32), heterozygous at the three loci, with
three favorable alleles and three unfavorable alleles for tenderness. The most genetically distant populations
for the three loci were LR and LE and the closest CG and PA. The results indicate that the Creole bovine breed
has genetic characteristics that favor tenderness of the meat.

RESUMEN

La raza bovina criolla argentina se adapt6 a producir en todos los ambientes que existen en nuestro pais. Entre
los atributos que contribuyen a la calidad de la carne bovina, la terneza es el mas valorado por los
consumidores, por lo cual constituye uno de los objetivos de seleccion de reproductores. La dificultad es que
se trata de un caracter no cuantificable con el animal vivo. Afortunadamente, la informacion molecular permite
la seleccidn de los reproductores sin contar con informacion fenotipica. La Calpaina y la Calpastatina son dos
enzimas que participan en la degradacion de las proteinas de la fibra muscular post-mortem. Se han identificado
en los genes que determinan la informacion para estas dos enzimas, variantes genéticas asociadas a mayor o
menor terneza. Se genotiparon 154 bovinos de raza criolla pertenecientes a cuatro poblaciones: La Rioja
(n=41); Leales (n=37); Cruz de Guerra (n=40) y Patag6nico (n=36) para los loci CAPN1 316, CAPN1 530y
CAST 2959. Las frecuencias génicas promedio en la raza criolla fueron: CAPN1 316 = C: 0,506; G: 0,494,
para CAPN1 530 = G: 0,441; A: 0,559 y para CAST 2959 = A: 0,489; G: 0,511. El genotipo combinado méas
frecuente fue: CGGAAG (n=32), heterocigota en los tres locus, con tres alelos favorables y tres desfavorables
para terneza. Las poblaciones mas distantes genéticamente para los tres loci resultaron LR y LE y las mas
cercanas CG y PA. Los resultados indican que la raza bovina criolla presenta caracteristicas genéticas que
favorecen la terneza de la carne.
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INTRODUCCION

La raza bovina criolla es la fundadora de la ganaderia argentina. Los primeros bovinos ingresados a nuestro
pais fueron introducidos por los colonizadores espafioles a partir de 1549 (Montoya, 1984). En ese momento
se inicio la formacion la raza bovina criolla argentina como raza local, adaptandose a los mas diversos
ambientes (Sal Paz, 1986), siendo protagonista de un proceso de seleccién natural de aproximadamente
quinientos afios (Rabasa et al., 2005) y poca o nula seleccidn artificial. Su aporte al desarrollo econémico,
social y cultural de las distintas regiones agroecoldgicas del pais ha sido y es actualmente muy importante. La
Asociacion de Criadores se formalizo recién en 1985 (Rabasa et al., 2005) e ingresé en los registros de la
Sociedad Rural Argentina en el afio 1989. Sus caracteristicas genéticas y productivas no son suficientemente
reconocidas y valoradas en el &mbito académico y comercial, por lo cual estd siendo desaprovechada como
recurso zoogenético para el mejoramiento de la productividad de nuestro rodeo nacional, cuyo porcentaje de
destete promedio es de 63 % (Canosa, 2018). Los bovinos criollos estan distribuidos en todas las provincias
argentinas, constituyendo una base genética amplia y diversa, que esta disponible para hacer su aporte a la
mejora de la productividad ganadera nacional. Entre todos los atributos que contribuyen a la calidad de la carne
bovina, se ha comprobado que la terneza es el mas apreciado por los consumidores (Teira, 2004). Esta
valoracion de la terneza le otorga a este atributo una gran importancia como objetivo de seleccion de
reproductores en los rodeos bovinos (Guitou & Herrmann, 2010). La dificultad que conlleva la seleccién para
mayor terneza es que se trata de un caracter no cuantificable con el animal vivo, por lo cual su determinacion
debe hacerse luego de su faena. Esta particularidad dificulta la evaluacion genética de los futuros
reproductores. Sin embargo, la informacién molecular permite realizar la seleccion genotipica prescindiendo
de informacidn fenotipica del animal evaluado y esto es particularmente importante para caracteristicas que se
expresan en un solo sexo, lo hacen tardiamente o son dificiles y costosas de medir (Motter et al., 2009). Entre
las razones que explican los cambios asociados a la terneza de la carne, se ha determinado como principal
responsable al sistema proteolitico de las enzimas Calpainas (CAPNL1) y Calpastatinas (CAST), el cual actla
en la degradacion post-mortem de las proteinas estructurales del musculo (Parra-Bracamonte et al., 2009),
siendo la Calpastatina una enzima que interviene en la regulacion de la actividad de las Calpainas mediante la
inhibicion de su efecto (White et al., 2005). Se han identificado en los genes que determinan la informacion
para estas dos enzimas, variantes genéticas asociadas a mayor o menor terneza (Page et al., 2002; 2004; White
et al., 2005). En virtud de ello, se han realizado muchos trabajos en diversas razas y cruzas a efectos de
determinar las frecuencias de dichos marcadores (Cuetia et al., 2011; Pereira et al., 2015; Sena et al., 2017), e
incluso se incluyen los genotipos para esos marcadores de los reproductores que participan en las evaluaciones
genéticas realizadas por algunas asociaciones de criadores (Guitou & Herrmann, 2010). Sobre la raza Bovina
Criolla Argentina, ain no se han realizado trabajos tendientes a determinar las frecuencias alélicas y
genotipicas de los marcadores moleculares relacionados con la terneza de la carne. El objetivo del trabajo fue
realizar un aporte al conocimiento de las frecuencias de las variantes genéticas de Calpaina (CAPN1) y
Calpastatina (CAST) en cuatro poblaciones de bovinos criollos argentinos.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre de bovinos Criollos pertenecientes al INTA Leales Tucumén (LE) (n=50), al
INTA Chamical La Rioja (LR) (n=50), a la Estancia Cruz de Guerra situada en 25 de Mayo, provincia de
Buenos Aires (CG) (n=50) y a la FCA UNLZ de origen patagdnico, ubicados en Chascomus provincia de
Buenos Aires (PA) (n=50). Estas muestras fueron llevadas al laboratorio de Biotecnologia de la FCA UNLZ,
donde se procedid a la extraccion de ADN utilizando un Kit comercial (ADN Purification Kit de Promega).
La cuantificacion del material extraido se realiz6 mediante el Fluorometro Qubit 2.0 de Invitrogen. Cada una
de estas muestras de DNA con concentraciéon de 50 a 100ng fue sometida a una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) alelo especifico (AS PCR), utilizando partidores sintetizados para los polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs): CAPN1 316 (variante C=favorable y G=desfavorable); CAPN1 530 (variante
G=favorable y A=desfavorable) (Page et al. 2004) y CAST 2959 (variante A=favorable y G=desfavorable)
(Casas et al. 2006). Para la amplificacion del ADN extraido se sigui6 el protocolo descripto por Serrano
Caneleo (2009), con modificaciones. En tubos de centrifuga de 0.2 ml se cre6 una Mix compuesta de: 1.25 pl
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de solucion tampon de reaccion PCR 10X, 0.3 ul de ANTPs 10 mM, 1 pl de primers (0.5 pl primer foward y
0.5 ul primer reverse), 0.3 ul de Cloruro de Magnesio, 0.1 ul de Taq polmerasa y 1 ul de material genético. Se
agrego a la mezcla H,O libre de nucleasas hasta completar un volumen de 13 pl en cada tubo. La reaccion de
PCR someti6 a los tubos a una desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 94° C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion, 30 segundos a 94°C, alineamiento de los primers, 30 segundos a 56°C (CAST 2959), 61°C
(CAPNL1 316) y 62°C (CAPN1 530) con una elongacion de 30 segundos a 72°C. Finalizando el proceso con
una elongacion final de 10 minutos a 72°C. Para la visualizacion de los resultados se utilizaron corridas
electroforéticas con geles de agarosa al 2%, obteniéndose asi los genotipos de los animales para cada uno de
los marcadores (Figura 1). Se obtuvieron los genotipos para 40 animales de CG, para 37 animales de LE, para
41 animales de LR y para 36 animales de origen patagonico PA. Se estimaron las frecuencias alélicas y
genotipicas para los tres SNPs en las cuatro poblaciones, se calcularon las frecuencias de los genotipos
combinados para los tres SNPs, se estimaron parametros de diversidad genética para las cuatro poblaciones,
se realiz6 un analisis factorial de correspondencias multiples para detectar agrupamientos por similitud
genotipica y se calcularon las distancias genéticas de Nei (1978) y la distancia Minima de Nei, como test
confirmatorio, utilizando el programa informatico Genetix 4.05 (Belkhir et al., 1996-2004).

A: muestra 34 de CG (homocigota AA) amplificada con primer CAPN530. B: muestra 15 de LE (homocigota CC) amplificada
con primer CAPN316. C: muestra 892 de PA (heterocigota AG) y muestra 2546 de LR (homocigota GG) con primer CAST
2959.

Figura 1. Corridas electroforéticas para los tres marcadores (Electrophoretic runs for the three markers).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las frecuencias genotipicas registradas en la muestra total de 154 bovinos criollos argentinos para los tres
SNPs fueron para CAPN1 316 = CC: 0,253; CG: 0,506; GG: 0,242, para CAPN1 530 = GG: 0,120; GA: 0,515;
AA: 0,363y para CAST 2959 = AA: 0,095; AG: 0,789; GG: 0,117, mientras que las frecuencias alélicas para
los mismos marcadores fueron: CAPN1 316 = C: 0,506; G: 0,494, para CAPN1 530 = G: 0,441; A: 0,559 y
para CAST 2959 = A: 0,489; G: 0,511. Sdlo en este Gltimo marcador se observo desequilibrio Hardy Weinberg,
con exceso de heterocigotas. Comparando estos resultados con bovinos criollos de otros paises, observamos
gue en CAPN1 316, supera en la frecuencia del alelo favorable a tres poblaciones de Criollos Bolivianos:
Chaquefio: C = 0,23; Yacumefio: C =0,22 y al Saavedrefio: C = 0,33 (Pereira et al., 2015). También supera al
valor registrado en diez razas bovinas criollas colombianas: C= 0,21 (Cuetia et al., 2012) y al Criollo Limonero
de Venezuela: C = 0,08 (Torres-Rodriguez et al. 2015). Sin embargo, en CAPN1 530 y en CAST 2959, el
Criollo Colombiano resulta con frecuencias mayores para el alelo favorable a mayor terneza: G = 0,64y A =
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0,66 respectivamente (Cuetia et al., 2012). La raza Aberdeen Angus de Argentina presentd las siguientes
frecuencias para los alelos de CAPN1 316: C = 0,292 y para CAST 2959: A=0,916, favorables a la terneza de
la carne (Guitou et al., 2011). Segun los valores observados, cabe suponer que en promedio los animales de
cruza Aberdeen Angus por Criollo Argentino o su reciproco, van a presentar genotipos mas favorables a la
terneza de la carne, que las dos razas paternas, ya que ambas presentan frecuencias de alelos favorables
complementarias. Es decir, la raza Criolla Argentina presenta mayor frecuencia alélica para la variante
favorable tiernizante CAPN1 530: C=0,506 y la Aberdeen Angus mayor frecuencia alélica para la variante
favorable “no inhibidora” CAST 2959: A=0,916, por lo cual la cruza entre ambas razas equilibrara las
frecuencias genotipicas en la progenie, obteniéndose individuos con mayor cantidad de variantes favorables a
la terneza de la carne que en las dos razas puras. En la tabla | se observan las frecuencias genotipicas para los
tres marcadores estudiados en las cuatro poblaciones de bovinos criollos. En general se registro una alta
proporcidn de individuos heterocigotos para los tres marcadores en las cuatro poblaciones, aunque se destaca
por esta particularidad el CAST 2959.

Tabla I. Frecuencias genotipicas para los tres SNPs, en las cuatro poblaciones de bovinos criollos (Genotypic
frequencies for the three SNPs, in the four populations of Creole cattle).
Frecuencias Genotipicas
CAPN1 316 CAPN1 530 CAST 2959
CcC CG GG GG GA AA AA AG GG

LR 0,390 0,536 0,074 0,103 0,538 0,359 0,050 0,830 0,120

CG 0,230 0,642 0,128 0,154 0,564 0,282 0,000 0,846 0,154

LE 0,057 0,457 0,486 0,082 0,513 0,405 0,190 0,756 0,054

PA 0,333 0,389 0,278 0,139 0,444 0,417 0,139 0,722 0,139
LR = La Rioja; CG = Cruz de Guerra; LE = Leales; PA = Patagonico.

Tabla I1. Genotipos combinados mas frecuentes en el total de los individuos y su incidencia en cada

poblacién estudiada (Combined genotypes more frequent in the total of individuals and their incidence in

each population studied).
Genotipos combinados CAPN1

316/530/CAST 2959 Total LR CG LE PA
CGGAAG 32 7 15 5 5
CGAAAG 18 8 ) > X
CCAAAG 17 4 o . ;
GGAAAG 12 0 0 7 5
GGGAAG 12 ) ) ; ;

LR = La Rioja; CG = Cruz de Guerra; LE = Leales; PA = Patagénico.

En la tabla Il se muestran los genotipos combinados mas frecuentes considerando todos los individuos
muestreados y su incidencia en cada una de las poblaciones estudiadas, observandose una clara disparidad
entre las cuatro poblaciones. En los 154 animales estudiados se registraron en total 29 genotipos diferentes
considerando la combinacion de los tres marcadores: CAPN1 316; CAPN1 530 y CAST 2959. El genotipo
combinado mas frecuente fue el CGGAAG (n=32), heterocigota en los tres locus y por lo tanto con tres alelos
favorables y tres desfavorables para terneza. Los animales de LE presentaron 13 genotipos diferentes, siendo
los mas frecuentes CGAAAG (n=7) y GGAAAG (n=7) con dos y un alelo favorable respectivamente. Los de
LR, 16 genotipos diferentes, siendo los més frecuentes CGAAAG (n=8) y CGGAAG (n=7) con dos y tres
alelos favorables respectivamente. Los de CG presentaron 13 genotipos diferentes, siendo los mas frecuentes
CGGAAG (n=15) y CCAAAG (n=9), ambos con tres alelos favorables. Los PA presentaron 17 genotipos
diferentes, siendo los méas frecuentes CCGAAG (n=5), CGGAAG (n=5) y GGAAAG (n=5), con cuatro, tres
y uno alelos favorables respectivamente. En la tabla 11l se muestran las frecuencias génicas para los tres
marcadores en las cuatro poblaciones, donde puede observarse que los criollos de LE presentan las frecuencias
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mas bajas para los alelos favorables a terneza en los marcadores CAPN1 316 (C=0,286) y CAPN1 530 (G =
0,338), en contraposicion los criollos de LR presentaron las frecuencias mas altas para esos alelos: CAPN1
316: C=0659 y CAPN1 530: G = 0,628. En cuanto al marcador CAST 2959, la mayor frecuencia para el alelo
favorable la presentaron los criollos de LE (A= 0,568) y la menor los criollos de CG (A=0,423).

Tabla I1l. Frecuencias alélicas para los tres SNPs, en las cuatro poblaciones de bovinos criollos (Alelic
frequencies for the three SNPs, in the four populations of Creole cattle).

Frecuencias Alélicas

CAPN1 316 CAPN1 530 CAST 2959
C G G A A G
LR 0,659 0,342 0,628 0,372 0,463 0,537
CG 0,551 0,449 0,436 0,564 0,423 0,577
LE 0,286 0,714 0,338 0,662 0,568 0,432
PA 0,528 0,472 0,361 0,639 0,500 0,500

LR = La Rioja; CG = Cruz de Guerra; LE = Leales; PA = Patagonico.

Tabla IV. Parametros de diversidad genética en las cuatro poblaciones (Parameters of genetic diversity in
the four populations).

LE LR CG PA
Ho He Fis Ho He Fis Ho He Fis Ho He Fis
CAPN1 316 0,457 0,408 -0,106 0,536 0,449 -0,181 0,641 0,494 -0,284 0,389 0,498 0,233
CAPN1530 0,513 0,447 -0,134 0,538 0,467 -0,140 0,564 0,491 -0,134 0,444 0,461 0,051
CAST 2959 0,756 0,490 -0,532 0,829 0,497 -0,661 0,846 0,488 -0,727 0,722 0,500 -0,433
LE= Leales; LR=La Rioja; CG=Cruz de Guerra; PA=Patagénico. Ho= Heterocigosidad Observada; He= Heterocigosidad Esperada; Fis = Mide
déficit o exceso de heterocigosis en cada poblacion.

Locus

o #o
2 500 2 000 e

1.000 o0

0
Axe | (88,16 %) 500

1,000 > “;M‘
1800 2 000 2 4(,8‘w

LE=Leales; LR= La Rioja; CG= Cruz de Guerra; PA= Patagénico.

Figura 2. Representacion grafica del Analisis factorial de correspondencias multiples. (Graphical
representation of the factorial analysis of multiple correspondences).
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En la tabla IV se muestran pardmetros que estiman la diversidad genética para cada marcador en cada
poblacion: la heterocigosis observada (Ho), la heterocigosis esperada (He) y los valores Fis que indican el
exceso (cuando el valor es negativo) o el déficit (cuando el valor es positivo) de heterocigosis en cada
poblacién. Todas las poblaciones mostraron exceso de heterocigosis para el marcador CAST 2959, siendo CG
el mayor (Fis =-0,727) y PA el menor (Fis = -0,433). Para los marcadores CAPN1 316 y CAPN1 530 también
se observé exceso de heterocigosis, aunque no tan marcado como en CAST 2959, la excepcion para estos dos
marcadores se manifestd en la poblacién PA donde se registrd déficit de heterocigosis para CAPN1 316 (Fis
= 0,233) y en el equilibrio para CAPN1 530 (Fis = 0,051). Con la intencién de agrupar los individuos
analizados seguin su semejanza genética se realiz6 un andlisis factorial de correspondencias multiples (AFCM),
utilizando como variable clasificatoria los genotipos individuales para los tres SNPs, de los 154 animales
genotipados. El primer eje factorial explico el 88,16 % de la variacion total y el segundo eje un 10 %. En la
Figura 2 se observa la representacion gréfica de los centros de gravedad generados por el conjunto de
individuos de las cuatro poblaciones. El primer eje factorial diferencia claramente las poblaciones de LE y LR
ubicandolas en sectores opuestos, mientras que a las poblaciones de CG y PA las coloca en el mismo sector.
El segundo eje factorial divide por un lado a LEy LRy por otro a CG y PA.

Tabla V. Distancia de Nei (1978) entre las cuatro poblaciones (Distance of Nei (1978) between the four
jpopulations).

LR CG LE PA
LR - 0.021 0.145 0.047
CG -- 0.053 0.005
LE -- 0.028

PA -
LR= La Rioja; CG = Cruz de Guerra; LE = Leales; PA = Patagonico.

Tabla VI. Distancia Minima de Nei entre las cuatro poblaciones (Minimum distance of Nei between the four
populations).

LR CG LE PA
LR -- 0.017 0.078 0.030
CG -- 0.034 0.004
LE - 0.021

PA -
LR= La Rioja; CG = Cruz de Guerra; LE = Leales; PA = Patagénico.

Para verificar estos resultados se estimaron las distancias genéticas entre las poblaciones (Tablas V y VI),
donde puede apreciarse que las poblaciones con mayor distancia entre si son LE y LR y las mas cercanas entre
si son CG y PA, de tal manera que se confirma el resultado del andlisis factorial de correspondencias.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la raza bovina criolla argentina presenta altas frecuencias para las variantes
genéticas asociadas a la mayor terneza de la carne, independientemente de su adaptacion a los distintos
ambientes. Ademas, resulta interesante la complementariedad de las frecuencias génicas favorables observadas
entre las razas bovinas Criollay Aberdeen Angus de Argentina, ya que se estima que en promedio los animales
cruzas tenderdn a presentar genotipos méas favorables a la terneza de la carne.
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