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RESUMEN

La terneza de la carne esta en parte determinada por el sistema proteico calpaina
(CAPN1I) / calpastatina (CAST). Bolivia posee en los llanos tres biotipos de ganado
Criollo: los Yacumeios, los Chaquefios y los Saavedrefios. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la frecuencia alélica y genotipica del gen de la
CAPNI en tres poblaciones de ganado Criollo de Bolivia. Se obtuvieron muestras
de sangre de 28 Criollos del Chaco (CCH), 85 Criollos Yacumeiios (CYA) y 30
Criollos Saavedrefios (CSV). EI ADN se extrajo utilizando el kit comercial
Wizard®” Genomic Purification, y posteriormente se tipificaron dos polimorfismos
(CAPNI1-316 y CAPNI1-4751) del gen CAPN1 mediante el método ARMS-PCR.
La frecuencias alélicas y genotipicas, las heterocigosidades esperadas y
observadas, asi como, el indice Fis y el desequilibrio de ligamiento (LD) fueron
calculadas mediante los programas MS-Tools y Genepop. Las frecuencias de los
alelos asociados a mayor terneza para las poblaciones de CCH, CYA y CSV
fueron: 23%, 22% y 33 % para el alelo C del SNP CAPNI1-316y 75%, 76% y 60%
para el alelo C del CAPNI-4751. La heterocigocidad observada en las tres
poblaciones se hallan en un rango de 0,30 a 0,46 para el marcador CAPNI-316'y
de 0,21 a 0,60 para el polimorfismo CAPNI-4751. Los resultados demuestran que
los bovinos criollos en las poblaciones analizadas poseen altas frecuencias alélicas
para las variantes asociadas a mayor terneza de la carne. Por otra parte, no se
observaron valores significativos de LD (P>0,01) entre los dos polimorfismos
tipificados en las poblaciones estudiadas. Seria necesario tipificar ambos
polimorfismos en futuros programas de seleccion asistida por marcadores
genéticos.

Palabras clave: Marcadores genéticos; Estructura genética; Ganado Criollo;
Terneza; Calpaina.




COMPARISON OF ALLELIC AND GENOTYPIC FREQUENCIES OF THE
POLYMORPHISMS CAPN1-316 AND CAPN1-47151 OF THE CALPAIN GENE
AMONG THREE BOLIVIAN CRIOLLO CATTLE POPULATIONS

ABSTRACT

Meat tenderness is in part determined by the calpain (CAPNI) / calpastatin (CAST)
genes. In the lowlands of Bolivia, three well differentiated Creole cattle
populations can be distinguished: the Yacumefios, Chaquefios and Saavedrefios.
The main objective of this research was to determine the allelic and genotypic
frequencies of two polymorphisms of the calpain gene in three Creole cattle
populations in Bolivia. Blood samples of 28 Creole cattle from Chaquefio cattle
(CCH), 85 from Yacumeno cattle (CYA) and 30 from Saavadrefio cattle (CSV)
were collected. Total DNA was extracted using the commercial kit Wizard®
Genomic Purification and subsequently two polymorphisms (CAPNI-316 and
CAPNI- 4751) of the CAPN1 gene were genotyped by the amplification refractory
mutation system (ARMS-PCR) method. Allelic and genotypic frequencies,
expected and observed heterozygosities, the Fig index and the magnitude of
linkage disequilibrium (LD) were calculated using the software MS-Tools and
Genepop. The allelic frequencies of variants associated with tenderness in the
three populations CCH, CYA and CSV were 23%, 22% and 23% for the CAPNI-
316 and 75%, 76% and 60% for the CAPNI-4751. The observed heterozygosities
in the three populations fluctuated between 0.30 and 0.46 for the CAPNI-316
marker and between 0.21 and 0.60 for the CAPNI-4751 marker. The results
showed that the analysed populations of Creole cattle presented high frequencies
of the alleles previously associated with tenderness in meat. The analysis of LD,
however, did not show evidence of linkage between the two markers. It is
necessary to perform a genetic analysis for both polymorphisms if included in
future selection programs.

Keywords: Molecular markers; Genetic structure; Creole cattle; Tenderness;
Calpain.

INTRODUCCION

El bovino Criollo boliviano, es sin duda alguna, un recurso zoogenético de gran
importancia para el sector ganadero (Vargas, 2012). Debido a la influencia de la
cordillera de Los Andes, Bolivia posee tres regiones ecologicas muy marcadas: los
valles, el altiplano y los llanos orientales. Estos ultimos representan el 60% del
territorio nacional y en ella se encuentra el 80% de la produccion de ganado



bovino. En los llanos se encuentran tres biotipos de ganado Criollo. a) El Criollo
Yacumeiio seleccionado por mas de 35 afios en las pampas himedas del
departamento del Beni. Este ganado ha sido denominado por De Alba (2012)
como el ganado ejemplo de “seleccionar sin contradecir la naturaleza”. Este autor,
en base a datos fielmente registrados en el ganado Yacumefio concluye que es
precoz, de maduracion lenta pero de longevidad extrema. b) El Criollo Chaquefio
evoluciond en territorios bolivianos con una precipitacion de 400 mm de lluvia por
afo. Ganado que para producir y reproducirse utiliza recursos forrajeros arboreos.
Este ganado Criollo Chaquefio estd muy bien adaptado a zonas subtropicales
extremadamente secas (Wilkins, 1992). ¢) Por ultimo, se encuentra el Criollo
Saavedrefio el cual es un Criollo seleccionado para doble propdsito adaptado a
zonas donde existen pasturas cultivadas y predominan los cultivos agricolas de
soya, maiz y girasol dando posibilidad utilizar como alimento del ganado residuos
agroindustriales  (Rivera, 2006). Independientemente de la region donde
evolucionaron estos tres biotipos, todos han demostrado ser fértiles, risticos y con
buena mansedumbre. Estos atributos, deberian bastar para que sean la fuente
principal de produccion de carne en los llanos tropicales de Bolivia. Sin embargo,
a partir de la segunda mitad el siglo pasado la poblacion de ganado Criollo en
Bolivia ha ido disminuyendo paulatinamente, cediendo su lugar al ganado
cebuino, en especial a la raza Nelore. Si bien el Nelore ha demostrado tener buena
ganancia de peso en base a pasturas en el medio tropical boliviano (Pereira y
Calderon, 2002, Pereira ef al., 2006) su calidad de carne es considerada inferior al
ganado de tipo europeo. Esto podria representar una ventaja para el ganado
Criollo, el cual es un Bos taurus. La calidad de la carne posee varios componentes
y esta determinada por muchos factores (Carduza et al., 2002, Robinson et al.,
2012, Vasquez et al., 2007), ademas varios estudios han sefialado que la terneza de
la carne es uno de los que mas influyen en las preferencias del consumidor final
(Miller et al., 1995, Koohmaraie et al., 2002, Juszczuk-Kibiack et al., 2008). La
terneza esta en parte determinada por el complejo enzimatico de calpaina (CAPNI)
/ calpastatina (CAST), dos enzimas que juegan un rol importante en la proteolisis
del musculo en el proceso de maduracion de la carne (Geesink et al., 1999, Riley
et al., 2003, Koohmaraie et al., 2005, Morris et al., 2006). El objetivo del presente
trabajo fue comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de dos polimorfismos
de la CAPNI, el CAPNI-316y el CAPNI-4751 en tres poblaciones pertenecientes
a tres biotipos del ganado Criollo boliviano.

MATERIAL Y METODOS
Se obtuvieron muestras de sangre de 28 Criollos del chaco (CCH), 85 Criollos
Yacumefios (CYA) y 30 Criollos Saavedrefios (CSV). Estas tres poblaciones son



consideradas como las predominantes en las zonas bajas de Bolivia. Se extrajo
ADN utilizando el kit comercial Wizard® Genomic Purification Promega, WI,
USA. Dos polimorfismos nucledtidos sencillos (SNPs) del gen calpaina: CAPNI-
316 (AF252504: g.5709 C>G) y CAPNI-4751 (AF248054: g.6545 C>T), fueron
tipificados para el presente estudio mediante el método ARMS-PCR disefiado por
Rincon y Medrano (2006). Esta técnica utiliza un juego de cuatro primers en un
unico tubo de reaccion. Dos de estos oligonucleotidos son alelo especifico y
amplifican en direcciones opuestas con cada uno de los restantes primers externos.
Los genotipos pueden ser detectados directamente en un gel de electroforesis por
presencia o ausencia de los productos de amplificacion alelo especifico. En lo que
respecta a los SNPs el CAPNI-316 se halla en el exdn 9 y produce un cambio no-
sinénimo de glycina por alanina, mientras que el CAPNI-4751 se halla en el intrén
17. Las frecuencias alélicas y genotipicas, las heterocigosidades esperadas y
observadas, asi como, el indice Fis y el desequilibrio de ligamiento (LD) fueron
calculadas mediante los programas MS-Tools y Genepop (Raymond y Rousset,
1997).

RESULTADOS Y DISCUSION
En la tabla I y II se muestran los resultados de las frecuencias alélicas y
genotipicas para los dos SNPs de la calpaina analizados en el presente trabajo.

Tabla I. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo CAPNI-316 del gen de la calpaina en el
ganado Criollo Chaquefio, Yacumeifio y Saavedreiio en Santa Cruz, Bolivia (Allelic and genotypic
frequencies of the polymorphism CAPNI1-316 of the calpain gene in Chaquerio, Yacumeiio and

Saavedreiio Creole cattle in Santa Cruz, Bolivia)

Poblacion Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
CcC CG GG C G
Chaquefio
0,05 0,36 0,59 0,23 0,77
CcC CG GG C G
Yacumefio
0,05 0,35 0,60 0,22 0,78
CcC CG GG C G
Saavedreflo
0,12 0,44 0,44 0,33 0,67

Las frecuencias alélicas encontradas para ambos polimorfismos relacionados a
mayor terneza de la carne fueron de 23% y 75% para el CCH, de 22% y 76% para
el CYA y de 33% y 60% para el CSV para el CAPNI-316 y CAPNI-4751
respectivamente. Los resultados encontrados para el alelo C, el cual es considerado
favorable en ambos polimorfismos estudiados, concuerdan con muchos de los



trabajos realizados en ganado B. faurus (Page et al., 2004, Corva et al., 2007,
Bonilla et al., 2010, Allais et al., 2011).

Tabla II. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo CAPNI-4751 del gen de la calpaina en
el ganado Criollo Chaquefio, Yacumeiio y Saavedrefio en Santa Cruz, Bolivia (4/lelic and genotypic
frequencies of the polymorphism CAPNI-4751 of the calpain gene in Chaquerio, Yacumerio and

Saavedreiio Creole cattle in Santa Cruz, Bolivia)

Poblacion Frecuencia genotipica Frecuencia alelica
cC CT TT C T
Chaquefio
0,56 0,38 0,06 0,75 0,25
CcC CT TT C T
Yacumefio
0,58 0,37 0,05 0,76 0,24
CcC CT TT C T
Saavedreilo
0,36 0,48 0,16 0,60 0,40

Sin embargo, debido al largo proceso de diferenciacion entre ambas lineas de
bovinos (europeos y criollos) es importante comparar las frecuencias alélicas
halladas en este estudio con trabajos realizados en otras poblaciones de ganado
Criollo Sudamericano. Cuetia et al. (2011, 2012) estudiaron 10 grupos de ganado
Criollo colombiano y obtuvieron un rango de 0,096% (Criollo Caquetefio) a 0,44%
(Criollo Blanco Ojinegro) para el polimorfismo CAPNI-316, dando una frecuencia
alélica promedio de 0,21% en los todos los grupos estudiados. El Promedio para el
alelo C del polimorfismo CAPNI-4751 para los 10 grupos reportados por el
mismo autor fue de 0,55% con un rango de 0,33% en ganado Blanco Ojinegro a
0,80% en el ganado Lucerna. Los valores medios para ambos polimorfismos
concuerdan con los reportados en el presente estudio demostrando la consistencia
de las frecuencias para estos polimorfismos en ganado Criollo en Sudamérica. Los
polimorfismos CAPNI-316 y CAPNI-4751 que han sido previamente asociados a
mayor terneza presentaban una mayor frecuencia alélica en las poblaciones de
bovinos Criollos estudiadas en el presente estudio con respecto al ganado cebu
existente en Bolivia. Estudios realizados por Morales et al. (2013) en ganado
Brahman en Bolivia encontraron una frecuencia alélica de 0% para el CAPNI-316
y de 14% para el CAPNI-4751, mientras que Suzano et al. (2013) que trabajo en
ganado Nelore encontro una frecuencia alélica de 10% para el CAPNI-316 'y 2%
para el CAPNI-4751. Con respecto a las frecuencias genotipicas, la tabla I indica
que en el CCH esta frecuencia fue de 0,05% para el homocigoto CC, 0,36% para
el heterocigoto (CG) y de 0,59% para el homocigoto GG. Cuando se comparan
estos resultados con el CYA se observa mucha similitud, siendo las frecuencias



genotipicas encontradas para el CYA de 0,05 % para el homocigoto CC, 0,35%
para el heterocigoto y de 0,60% para el homocigoto GG. Por ultimo se observd
que estas frecuencias genotipicas, que fueron muy parecidas para el CCH y CYA,
difieren algo con respecto al ganado CSV. Las frecuencias genotipicas encontradas
en el ganado CSV para el CAPNI-316 fueron de 0,12% para el homocigoto CC,
0,44% para el heterocigoto y de 0,44% para el homocigoto GG. La tabla Il indica
las frecuencias genotipicas para el CAPNI-4751 los patrones encontrados son
similares en los tres biotipos, las frecuencias genotipica para el CCH y CYA
fueron similares y ligeramente diferentes al CSV. En lo que respecta a la
heterocigosidad esperada (h.) y observada (h,) para el polimorfismo CAPNI-316
el presente estudio no mostré diferencias estadistica (P>0,05) entre las tres
poblaciones de ganado Criollo, encontrandose estas poblaciones en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Sin embargo, para el polimorfismo CAPNI-4751 se encontraron
diferencias estadisticas con respecto a las proporciones teoricas (P<0,05) para las
poblaciones CCH y CYA (ver tabla [Il y IV).

Tabla III. Namero de alelos (n,), heterocigosidad esperada (h.), observada (h,) y estadistico Fig
estimado para el polimorfismo CAPNI-316 del gen de calpaina en el ganado Criollo Chaqueiio,
Yacumeiio y Saavedrefio en Santa Cruz, Bolivia (Allelic number (n,), expected (h,) and observed
(h,) heterozygosity and Fs statistic of the polymorphism CAPNI-316 of the calpain gene in

Chaquerio, Yacumeiio and Saavedreiio Creole cattle in Santa Cruz, Bolivia)

Poblacion Muestras na he ho Fis Significacion (P)
Chaqueno 28 2 0,36 0,31 0,15 0,57
Yacumefio 85 2 0,35 0,39 -0,13 0,34
Saavedrefio 30 2 0,45 0,46 -0,03 1,00
P (<0,05)

Tabla IV. Numero de alelos (n,), heterocigosidad esperada (h,), observada (h,) y estadistico Fig
estimado para el polimorfismo CAPNI-4751 del gen de calpaina en el ganado Criollo Chaqueilo,
Yacumeiio y Saavedrefio en Santa Cruz, Bolivia (Number of alleles (n,), expected (h.) and observed
(h,) heterozygosity and Fs statistic of the polymorphism CAPNI1-4751 of the calpain gene in

Chagqueiio, Yacumeiio and Saavedreiio Creole cattle in Santa Cruz, Bolivia)

Poblacion Muestras na he ho Fis Significacion (P)
Chaquefio 28 2 0,38 0,21 0,44 0,03
Yacumeifio 85 2 0,37 0,45 -0,25 0,03
Saavedrefio 30 2 0,48 0,60 -0,23 0,26

P (<0,05)



El valor Fis para el ganado CCH, CYA y CSV para el polimorfismo CAPNI-316
fue de 0,15, -0,13 y -0,03, respectivamente. Mientras que para el CAPNI-4751
estos valores fueron de 0,44 para el CCH, -0,25 para el CYA y -0,023 para el
CSV. Estos valores demuestran que en el CCH se detectaron una mayor cantidad
de animales homocigotos mientras que en las otras dos poblaciones sucede lo
contrario. Por ultimo, el estudio del LD no mostro diferencia significativa
(P>0,01) con respecto a los dos polimorfismos, lo que implica que ambos
polimorfismos se segregan independientemente.

CONCLUSIONES

Se observaron altas frecuencias alélicas de las variantes que han sido asociados a
mayor terneza de la carne en las tres poblaciones de Criollo estudiadas. Esto
podria ser considerado como una ventaja a ser aprovechada por los procesos de
seleccion dentro de esta raza, sin dejar de trabajar en los multiples factores que
permiten obtener carne con mas terneza. Por otra parte, el analisis del LD no
mostrd diferencias significativas en las poblaciones estudiadas, por lo que seria
necesario tipificar ambos polimorfismos en futuros programas de seleccion
asistida por marcadores genéticos.
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