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ARTICULO ORIGINAL

Distribucion de polimorfismos asociados al grado de infiltracion de grasa intramuscular
en siete razas bovinas de carne utilizadas en la Region de La Araucania, Chile*

Polymorphism distribution associated with marbling degree in seven beef cattle breeds being
present in La Araucania Region, Chile

J Pifieira*, J Rio, H Floody, R Felmer
Laboratorio de Biotecnologia Animal, Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Carillanca, Temuco, Chile.

SUMMARY

Selection of breeding stock is a crucial step in any breeding program, therefore the methodology for animal evaluation has evolved rapidly and
in recent decades has incorporated the use of molecular markers. Several multinational companies have made available to producers commercial tests
based on these technologies, which allow assessing the predisposition of animals to express a specific phenotype. However, some doubts have begun
to arise about negative effects of improper use of molecular markers, these are problems associated with inbreeding depression and long-term loss of
response to selection. Therefore, the objective of this study was to assess allele and genotype frequencies of 4 polymorphisms associated with marbling
in 7 beef cattle breeds being present in La Araucania Region of Chile. We evaluated leptin, thyroglobulin, DGAT1 and FABP4 genes, which showed
different frequency distributions among breeds with higher allele frequency for marbling in Aberdeen Angus breed and a low frequency in Belgian
Blue and Hereford breeds. We conclude that it is feasible to use these tools in genetic programs, but it is also necessary to have reliable genealogical
records and advice of professional or technical institutions that can integrate genotypic information from molecular markers in prediction models used
for selection of breeding stock.
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INTRODUCCION

La seleccion de los reproductores de la siguiente gene-
racién es un paso fundamental en todo programa de mejora
genética. Para realizar esta seleccidn, el mejorador debe
utilizar el valor genético aditivo de los individuos, dejando
para reposicién aquellos animales cuya combinacién de
genes es la mejor para el cardcter de interés. El objetivo
de esta seleccion es maximizar la ganancia genética por
generacion mediante un correcto ordenamiento por mérito
genético de los candidatos a ser reproductores (Buxade
1995).

La genética ha dedicado un continuo esfuerzo a la
obtencién, a partir de la informacién fenotipica de un
individuo y la de sus parientes, de un predictor del valor
genético que se libere de los efectos ambientales y posea
propiedades estadisticas 6ptimas (Buxade 1995). De esta
manera, la metodologfa para la evaluacién de los animales
ha evolucionado rapidamente, y en las dltimas décadas se
ha pasado desde aquellas técnicas que consideraban tan
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solo parte de la informacién genealdgica, mediante indices
de seleccion (Smith 1936, Hazel 1943, Henderson 1990),
a otras mas sofisticadas que emplean toda la informacién
(genealogia, sexo, raza, predio, variables productivas, etc.)
mediante la metodologia BLUP (Best Linear Unbiased
Predictor) propuesta por Henderson (1949).

De forma paralela, durante la segunda mitad del siglo XX
los progresos realizados en biologia molecular permitieron
importantes avances en la identificacién de las variaciones
genéticas que se producen a nivel de la secuencia del ADN.
La actividad ganadera no ha estado al margen de dichos
avances y grandes multinacionales como Pfizer, Animal
Genetics, Igenity de Merial e Illumina, 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, calidad de la carcasa, etc.!.

Aunque existe consenso en que es poco probable que
en un futuro cercano la selecciéon mediante marcadores
moleculares logre desplazar el uso de herramientas cuanti-
tativas en programas de mejoramiento genético (Powell y
Norman 2006), es claro que dichas herramientas pueden ser
utilizadas como un importante criterio de seleccién (Buxade

' www.pfizeranimalgenetics.com.au/default.aspx; http://www.igenity.

com
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1995), especialmente para aquellas caracteristicas de dificil
medicion o de manifestacion tardia, como la cobertura
grasa, la terneza o el grado de infiltracion grasa.

Este ultimo caracter, también conocido como marmoreo,
se refiere al contenido de grasa intramuscular, es decir, a
la presencia de franjas o manchas blancas de tejido graso
entre las fibras musculares de la carne (Barton-Gade y
col 1988). En la actualidad existen estudios que sefialan
que la heredabilidad del marméreo fluctia entre mode-
rada a alta (Harper y Pethick 2001), y que su expresion a
nivel fenotipico presenta diferencias significativas entre
distintas razas.

Por ejemplo, se ha observado que las razas lecheras
(Holstein, Jersey) muestran puntajes mas altos de marmo-
reo que las razas britdnicas (Angus, Hereford, Shorthorn),
las cuales a su vez muestran mejores puntajes que otras
razas europeas (Limousin, Simmental, Charolais). Mas
aun, todas ellas alcanzan mejores puntajes que las razas
indicas (cebuinas), independiente de la edad y el tipo de
alimentacién (Harper y Pethick 2001).

El marméreo es uno de los principales pardmetros
utilizados para la valoracion de la calidad de la carne
ya que influye directamente en sus caracteristicas orga-
nolépticas. Por esta razén, en numerosos paises como
Canadd se pagan bonificaciones a los ganaderos que
produzcan carnes de calidad AAA o Premium (Corpoica
2005). Incentivos como los anteriormente sefialados han
justificado la realizacién de diversos estudios destinados
a identificar variantes alélicas en genes candidatos que
confieran a los animales una mayor predisposicion a de-
positar grasa intramuscular. Entre estos genes es posible
mencionar el gen de la leptina, hormona que actda en el
control del peso, regulando el consumo de alimento y el
gasto energético (Santos-Alvarez y col 1999, Kadokawa
y col 2000, Block y col 2001). Fitzsimmons y col (1998)
describieron una asociacion entre los niveles de grasa de
la canal en bovinos y el microsatélite BM 1500, que se
ubica 3,6 kb rio abajo del codén de detencién del gen de
la leptina (Stone y col 1996). Estas evidencias sugirieron
que la leptina podria ser un buen candidato para evaluar
su efecto en las propiedades de las grasas depositadas en
la canal del ganado. M4s tarde, Buchanan y col (2002)
describieron que una transicion de citosina (C) a timina
(T) en el coddén 25 del ex6n 2 del gen de la leptina (po-
sicidén 466 de la accesion GenBank AJ512638) cambia
el aminodcido arginina por cisteina. Posteriormente,
el andlisis de un gran niimero de animales de distintas
razas (Buchanan y col 2002, Kononoff'y col 2005) llevo
a concluir que el alelo T se asocia con canales grasas y
el alelo C a canales magras.

Otro gen de gran importancia es el de la tiroglobulina,
proteina precursora de la tiroxina (hormona que afecta
el metabolismo) y que ha sido correlacionada con el
contenido de grasa intramuscular. Estudios desarrollados
por Barendse (1999) relacionaron un posible QTL en el
cromosoma 14 con el microsatélite CSSM34, el que a su
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vez presentaba un ligamiento muy cercano con el gen de
la tiroglobulina. Este antecedente, sumado al hecho de que
la tiroglobulina es el precursor de hormonas que afectan
el metabolismo de los lipidos, posiciond a este gen como
un candidato funcional para estudios de seleccion asistida
por marcadores. Posteriormente se observo que en ganado
de las razas Holstein alemana y Charolais, los animales
homocigotos TT en la posicién 1696 de la accesién de
GenBank M35823 de este gen tenian mds grasa en el
musculo longisimus dorsi que animales heterocigotos
CT u homocigotos CC (Thaller y col 2003P, Casas y col
2007). Este hallazgo fue posteriormente validado por el
Consorcio Nacional de Evaluacién de Ganado de Carne
(NBCEC, del inglés National Beef Cattle Evaluation
Consortium), en animales generados a partir de cruzas
Simmental x Angus, derivando en una de las primeras
pruebas comerciales disponibles para los productores.

Junto a los polimorfismos antes descritos se encuentra
una variante alélica de la enzima microsomal diacilgli-
cerol-O-aciltransferasa (DGAT1) que cataliza el paso
final de la sintesis de triglicéridos (Buhman y col 2001).
Originalmente, Riquet y col (1999) analizaron una serie
de caracteristicas productivas en el desempefio de vacas
lecheras, especialmente en el contenido de grasa de la leche
y lograron asociar un QTL en el cromosoma 14 bovino, el
cual fue identificado por dos grupos distintos como el gen
que codifica para DGAT1 (Grisart y col 2002, Winter y
col 2002). Estudios posteriores confirmaron la existencia
de una mutacioén en las posiciones 10433 y 10434 (AAG/
GCG) (nimero de accesion de GenBank AJ318490) que
da lugar a la sustitucién del aminodcido lisina (DGAT1X)
por alanina (DGAT14). Esta mutacién afecta la actividad
de esta enzima, lo que se traduce en un efecto sobre el
rendimiento y composicion de la leche, observacioén que
ha sido ratificada en diversos estudios (Grisart y col 2002,
Spelman y col 2002, Thaller y col 20032, Grisart y col
2004). Mas tarde, Thaller y col (2003") extendieron esta
observacion a la calidad de la carne bovina, informando
que el contenido de grasa intramuscular (especialmente
en musculus semitendinosus) era mayor en animales ho-
mocigotos para el alelo lisina (DGAT1X), lo cual incidia
directamente en el marmdreo de la carne.

Otra variante alélica de interés para el caricter de
infiltracidn grasa es la descrita para la proteina de unién
a dcidos grasos (FABP4, del inglés Fatty acid binding
protein), la cual pertenece a una pequefia familia de biomo-
léculas altamente conservadas que se unen a las proteinas
citoplasmadticas, dcidos grasos de cadena larga y otros
ligandos hidr6fobos que tienen entre otras funciones la
absorcién de 4cidos grasos, el transporte y el metabolismo
(Kaikaus y col 1990). Dicha proteina posee una mutacién
en la posicién 7516 (nimero de accesién de GenBank
AAFCO01136716) en la que se sustituye una guanina por
una citosina, mutacién que se encuentra significativamente
correlacionada con el nivel de infiltracion grasa y cober-
tura grasa en animales producto de las cruzas de Waygu



x Limousin (Michal y col 2006, Jiang y Michal 2007).
De igual manera, recientemente Barendse y col (2009)
correlacionaron positivamente un nuevo polimorfismo
(g.2502C >@G) en este gen en la raza Aberdeen Angus, lo
que confirma la asociacién de al menos dos polimorfismos
de FABP4 con el fenotipo de mayor infiltracién grasa.

El uso de marcadores moleculares como criterio de
seleccion ha comenzado a utilizarse en muchos paises
desarrollados y también en paises en vias de desarrollo
como Chile. Por esta razén, resulta clave comprender
que la incorporacién de estas herramientas conlleva tanto
ventajas como desventajas. Algunas de sus ventajas estan
en la posibilidad de decidir anticipadamente si debemos
conservar o sacrificar a un animal sin esperar a que este
manifieste el fenotipo de interés. De igual manera, la incor-
poracién de marcadores moleculares permitiria disminuir
el nimero de candidatos que entren a pruebas de progenie,
las cuales resultan costosas para muchos productores,
ademds de la reduccién de los intervalos generacionales
como resultado de progresos genéticos mas rapidos (Shanks
2008). No obstante lo anterior, es necesario tener en cuenta
que existen factores que pueden dificultar la aplicacién
de programas de mejoramiento genético asistidos por
marcadores moleculares. Entre estos factores destaca el
hecho de que la mayoria de los caracteres de calidad de
la carne y la canal estdn influenciados por muchos genes
(poligenes), y por lo tanto el seguimiento de un bajo niimero
de estos a través de marcadores de ADN sélo explicard una
pequefia proporcién de la varianza genética. Debido a lo
anterior, autores como Gordon (2001)? y Kinghorn (2005)3
plantean que la seleccion genética basada inicamente en
la seleccién gendmica no serd ciento por ciento confiable,
hasta que todos los genes mayores y menores hayan sido
plenamente identificados y validados.

De igual manera, existe evidencia de que la excesiva
e inadecuada presion selectiva generada sobre un nimero
limitado de genes puede llegar a producir problemas de
endogamia (Gibson 1994), 1o que sumado al hecho de que
en paises como Chile la mayoria de los criadores no cuentan
con registros genealdgicos confiables, podria dar lugar a
importantes reducciones de variabilidad genética, aparicion
de enfermedades asociadas a la depresién endogdmicay la
pérdida de capacidad de respuesta ante eventuales cambios
de los objetivos de seleccion (Shanks 2008).

Conforme lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue determinar las frecuencias génicas y genotipicas de
cuatro polimorfismos asociados a la infiltracién grasa en
siete razas bovinas utilizadas para produccién de carne
en la Regién de La Araucania y discutir sobre el eventual
uso de dichos marcadores moleculares en programas de
mejoramiento genético.

2 http://beefmagazine.com/mag/beef_silver_bullet_science/index.

html
3 http://www2.dpi.qld.gov.au/beef/2244 html
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MATERIAL Y METODOS
OBTENCION DE MUESTRAS

Los andlisis se realizaron a partir de muestras obtenidas
desde 439 animales distribuidos en siete razas bovinas
de carne localizadas en 11 predios de la Regién de La
Araucania, Chile: Angus Negro (AN), Angus Rojo (AR),
Hereford (HF), Belga Azul (BA), Bazadaise (BD), Clavel
de Carne Chileno (CC) y Simmental (SI). Las muestras
se tomaron mediante la realizacién de una biopsia en el
pabellén auricular de cada animal, utilizando un alicate
y una cdpsula especialmente disefiada para tal propdsito
(sistema biopsytec)*. Posteriormente, las muestras fueron
trasladadas al Laboratorio de Biotecnologia Animal de
INTA Carillanca, ubicado a 20 km de la ciudad de Temuco,
donde fueron conservadas en un ultrafreezer a —80 °C,
para su posterior andlisis.

EXTRACCION DEL ADN

En esta etapa se procedio a recuperar el tejido guardado
en las cpsulas de biopsia, el que fue lavado cuidadosamente
con agua destilada, secado en toallas de papel y puesto en
un tubo eppendorf de 1,5 ml. Posteriormente se agregaron
en cada tubo 500 ul de tampén de digestion (Tris-HCI
100 mM pH 8,5, EDTA 5mM, NaCl 200 mM, SDS 0,20%
y proteinasa K 100 pg/ml). La mezcla se incub6 a 55 °C
toda la noche en una placa térmica con agitacion.

Al otro dia se centrifugd por cinco minutos a maxima
velocidad para separar las impurezas, y luego se traslado
el sobrenadante a un tubo nuevo, al que se le agregaron
500 pl de isopropanol. Dicho tubo se mezclé por inversion
20 veces, lo que dio lugar a la formacién de un ovillo de
ADN, que se recuper6 con una punta de micropipeta y se
depositd en un nuevo tubo. Finalmente, el ADN obtenido
se lavo con 1 ml de etanol al 70%, se seco en una estufa
a 37 °C, se resuspendi6 en 100 pl de tampén T.E. y se
guardé a —20 °C.

AMPLIFICACION Y GENOTIPADO DE LOS MARCADORES

Se amplificaron los genes de leptina (LEP), tiroglo-
bulina (TG), diacilglicerol-O-aciltransferasa (DGAT1) y
proteina de unién a dcidos grasos 4 (FABP4).

La amplificacion del gen de la leptina y la posterior
identificacion de la mutacién 466C > T se realizé me-
diante la técnica ARMS-PCR (“Amplification Refractory
Mutation System-Polymerase Chain Reaction”), la cual
emplea cuatro partidores, dos de los cuales son especificos
para cada alelo del polimorfismo a estudiar (Corva y col
2009). La deteccion de los polimorfismos de TG, DGAT1
y FABP4 se realiz6 de acuerdo al método de PCR-RFLP
(“Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght

4 www.biopsytec.de
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Cuadro 1. Polimorfismos evaluados en los genes de leptina, tiroglobulina, DGAT1 y FABP4 y las secuencias de partidores utilizados

en la etapa de amplificacién.

Polymorphisms in leptin, thyroglobulin, DGAT1 and FABP4 genes and primer sequences used in amplification stage.

Locus Polimorfismo Accesion GeneBank Partidores
leptina 2.466C>T AJ512638 5’-GAC GAT GTG CCA CGT GTG GTT -3’
5’- CGG TTC TAC CTC GTC TCC CAG-3’
5’-TGT CTT ACG TGG AGG CTG TGC CCA TCT -3’
5’- AGG GTT TTG GTG TCA TCC TGG ACC TTT CG-3’
Tiroglobulina 2.1696 C>T M35823 5’-GGG GAT GAC TAT GAG TAT GAC TG-3’
5’-GTG AAA ATC TTG TGG AGG CTG TA-3’
DGAT1 10433-10434 AJ318490 5’-GCA CCA TCC TCT TCC TCA AG-3’
(AAG/GCG) 5’-GGA AGC GCT TTC GGA TG-3’
FABP4 g2.7516G>C AAFC01136716 5’-ATA TAG TCC ATA GGG TGG CAA AGA-3’

5°-AAC CTC TCT TTG AAT TCT CCA TTC T-3’

Polymorphism”) y las condiciones descritas por Thaller
y col (2003%), Kaupe y col (2004) y Michal y col (2006),
respectivamente.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
termociclador Esco modelo Swift Maxi utilizando los par-
tidores que se presentan en el cuadro 1. Para la separacién
de los fragmentos de restriccion se utilizé electroforesis en
geles de agarosa al 2% en tampén T.B.E. 1x, durante 45
minutos a 94 mA. Para su visualizacion, los geles fueron
teflidos con bromuro de etidio y fotografiados mediante
un equipo de fotodocumentacién Fujifilm Las-3000.

ANALISIS DE DATOS

El andlisis de datos contempld la estimacion de las
frecuencias génicas y genotipicas observadas y esperadas
para cada uno de los loci en las razas evaluadas, ademas de
una prueba de equilibrio de Hardy y Weinberg (Falconer y
MacKay 1996). Para tal efecto, se utilizaron los métodos
de Weir y Cockerham (1984) y Robertson y Hill (1984)
mediante los cuales se estimé el estadistico F,g (Wright
1965). En el proceso de anélisis se emplearon los programas
GenePop 4.0.10 (Raymond y Rousset 1995), Genetix 4.04
(Belkhir y col 2004) y FSTAT 2.9.3.2. (Goudet 1995).

La representacion gréfica de las distancias interraciales
generadas por las diferencias en las frecuencias génicas y
genotipica observadas se realiz6 mediante la confeccion de
un cladograma a partir de las distancias genéticas de Nei
(Nei 1987). Para el analisis antes sefialado se utilizaron
los programas Populations 1.2.28. (Langella 2002)° y
Treeview 1.6.6. (Page 2001)°.

http://www.bioinformatics.org/~tryphon/populations/

% http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html
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RESULTADOS

En el cuadro 2 se presentan las frecuencias génicas
y genotipicas estimadas por raza y por locus. En el caso
de la tiroglobulina, el polimorfismo de interés presenta
una mayor frecuencia génica en las razas Angus Rojo y
Angus Negro, con valores de 0,41 y 0,35, respectivamente.
Asociado a lo anterior y con respecto a lo que se observa
en las otras razas, las frecuencias para el genotipo
homocigoto TT, que favorece la infiltracién de grasa
intramuscular, también se encontraron mas altas en dichos
grupos raciales (0,18 y 0,11, respectivamente). Por otra
parte, las frecuencias mds bajas para este polimorfismo
se observaron en las razas Hereford y Clavel de Carne
(0,10 y 0,17, respectivamente).

El polimorfismo asociado al gen de leptina mostr6 una
mayor frecuencia génica en las razas Hereford, Angus
Negro y Angus Rojo (0,52, 0,48 y 0,48, respectivamente),
mientras que las frecuencias génicas mdas bajas se observaron
en las razas Bazadaise y Clavel de Carne (0,23 en ambos
casos). En lo que respecta al genotipo TT, este presentd
sus mayores frecuencias en las razas Simmental y Angus
Negro (0,28 y 0,21 respectivamente). Practicamente no
se observaron individuos con dicho fenotipo en la raza
Belga Azul.

El polimorfismo asociado a DGAT1 mostr6 una mayor
frecuencia en la raza Bazadaise (0,40), 1o que coincidié con
lo observado en las frecuencias del homocigoto (AA) que
favorece el marméreo. Las frecuencias génicas y genoti-
picas més bajas se advirtieron en Hereford y Belga Azul,
donde no se observaron individuos con el genotipo AA.

El polimorfismo de interés asociado al gen FABP4
mostré mayores frecuencias en las razas Angus Rojo, Angus
Negro y Simmental (0,34, 0,25 y 0,25, respectivamente)
y la més baja en Belga Azul (0,03). En lo que respecta al
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Cuadro 2. Frecuencias génicas y genotipicas estimadas por raza y por locus. El promedio muestra los genotipos y los alelos que
predisponen a los animales a infiltrar grasa.

Gen and genotype frequencies estimated by breed and locus. The average shows the genotypes and alleles that predispose animals to

marbling.

Loci/Raza Frecuencias genotipicas Frecuencias génicas
Tiroglobulina TT TC CcC T C
AN 0,11 0,47 0,42 0,35 0,65
AR 0,18 0,47 0,35 0,41 0,59
HF 0,00 0,21 0,79 0,10 0,90
BA 0,00 0,45 0,55 0,23 0,78
BD 0,08 0,42 0,50 0,29 0,71
cC 0,08 0,17 0,75 0,17 0,83
SI 0,12 0,18 0,71 0,21 0,79
Promedio 0,08+0,06 0,34+0,14 0,58+0,17 0,25+0,11 0,75+0,11
Leptina TT TC CC T C
AN 0,21 0,53 0,26 0,48 0,52
AR 0,17 0,62 0,21 0,48 0,52
HF 0,23 0,57 0,20 0,52 0,48
BA 0,00 0,65 0,35 0,33 0,67
BD 0,08 0,29 0,63 0,23 0,77
CcC 0,11 0,24 0,65 0,23 0,77
SI 0,28 0,39 0,33 0,47 0,53
Promedio 0,15+0,10 0,47+0,16 0,38+0,19 0,39+0,13 0,61+0,13
DGAT1 AA AK KK A K
AN 0,02 0,13 0,84 0,09 0,91
AR 0,01 0,22 0,77 0,12 0,88
HF 0,00 0,02 0,98 0,01 0,99
BA 0,00 0,10 0,90 0,05 0,95
BD 0,25 0,29 0,46 0,40 0,60
CcC 0,16 0,09 0,75 0,21 0,79
SI 0,06 0,13 0,81 0,12 0,88
Promedio 0,07+0,10 0,14+0,09 0,79+0,16 0,14+0,13 0,86+0,13
FABP4 GG GC CcC G C
AN 0,06 0,37 0,57 0,25 0,75
AR 0,16 0,36 0,48 0,34 0,66
HF 0,01 0,22 0,77 0,12 0,88
BA 0,00 0,06 0,94 0,03 0,97
BD 0,00 0,42 0,58 0,21 0,79
CcC 0,06 0,29 0,65 0,21 0,79
SI 0,00 0,50 0,50 0,25 0,75
Promedio 0,04+0,06 0,32+0,14 0,64+0,16 0,20+0,10 0,80+0,10

El promedio sefiala las frecuencias del genotipo y el alelo que predispone a infiltrar una mayor cantidad de grasa. Se indica el promedio de las frecuencias
por locus mds su desviacién estdndar.
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Cuadro 3. Heterocigosis observada y esperada, indice de consanguinidad para cada una de las razas, loci evaluados y prueba de equi-

librio de Hardy y Weinberg.

Observed and expected heterozygosity, inbreeding rate for each breed and locus and Hardy & Weinberg equilibrium test.

Tiroglobulina Leptina DGAT1 FABP4 H&W

Raza Ho He F Ho He Fy Ho He Fi Ho He Fi PF g X2 Prob.
AN 047 046 -0,03 0,53 0,50 -0,07 0,13 0,17 0,20 0,37 0,38 0,00 0,03 5,06 0,75
AR 0,47 049 0,04 0,62 0,50 -0,24 0,22 0,21 -0,04 0,36 045 0,21 -0.01 14,13 0,08
HF 0,21 0,19 -0,11 0,57 0,50 -0,13 0,02 0,02 -0,01 0,22 0,21 -0,02 -0.07 3,772 0,88
BA 0,45 036 -0,27 0,65 045 -046 0,10 0,10 -0,03 0,06 0,06 0,00 -0,19 698 0,32
BD 042 042 0,01 0,29 0,36 0,20 0,29 049 041 042 033 -0,24 0.10 748 049
CC 0,17 0,28 0,39 0,24 036 0,33 0,09 033 0,73 0,29 033 0,11 0.39 o a.s.
SI 0,18 0,34 0,48 0,39 0,51 0,25 0,13 0,23 0,46 0,50 0,38 -0,31 022 11,21 0,19

Ho, heterocigosis observada.
He, heterocigosis esperada.
F., coeficiente de consanguinidad.

is>

H&W, Prueba de equilibrio de Hardy y Weinberg por poblaciones (P<0,05)

genotipo GG, este mostrd una frecuencia relativamente
mds alta en la raza Angus Rojo (0,16).

Al comparar las frecuencias observadas con las fre-
cuencias esperadas se pudo observar que la mayoria de
las razas evaluadas presentan distribuciones de frecuencias
compatibles con el equilibrio de Hardy y Weinberg. En
este contexto, si se contrastan los valores de la heteroci-
gosis observada (Ho), heterocigosis esperada (He) y los
valores para el estadistico Fg, se puede advertir que las
diferencias entre ambas variables resultan muy bajas, y
con valores de F,; muy proximos a cero (cuadro 3). La
excepcion se observa en la raza Clavel de Carne, la cual
presenta diferencias altamente significativas.

La figura 1 muestra el cladograma confeccionado a
partir de las distancias genéticas de Nei. En este se aprecia
la conformacion de tres clusters claramente definidos. En
el primero se encuentra la raza Simmental, en el segundo,
las razas Hereford, Belga Azul, Bazadaise y Clavel de
Carne, mientras que en el tercero se agrupan las razas
Angus Rojo y Angus Negro.

DISCUSION

En términos generales se observa que la distribucién de
las frecuencias de los polimorfismos en dos de los genes
evaluados mostraron valores cercanos a los observados por
otros autores que han estudiado dichas variantes en algunas
de las razas incluidas en el presente trabajo (Buchanan y
col 2002, Kaupe y col 2004, Casas y col 2005, Casas y
col 2007, Barrendse y col 2009 y Ayres y col 2010). De
esta manera, se observo que en el gen leptina la frecuencia
mds alta para el alelo T que predispone a infiltrar grasa,
se encuentra en las razas Hereford, Angus Negro y Angus
Rojo. Un resultado muy parecido obtuvieron Buchanan y
col (2002) quienes evaluaron el mismo polimorfismo en
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PF g, FIS promedio

X2, chi-cuadrado.

Prob., probabilidad estimada por raza.

oo, probabilidad muy elevada, tendiente a infinito.
a.s., altamente significativo.

varias razas bovinas de carne, encontrando que las mayores
frecuencias para este alelo se encontraban precisamente en
estas razas. Resultados similares se obtuvieron en el gen
DGAT1, donde el alelo que predispone a infiltrar grasa
(A) mostr6 una menor frecuencia en las razas Belga Azul
y Hereford. Dicho resultado habia sido informado por
Kaupe y col (2004), quienes encontraron una frecuencia

SI

HF

21 BA

66
BD

86

CC

AN

74

AR

Figura 1. Cladograma confeccionado a partir de las distancias
genéticas de Nei. Aunque la grafica no resulta representativa de
las verdaderas distancias genéticas existentes entre las razas, en
ella pueden apreciarse los agrupamientos generados por las di-
ferencias en las frecuencias de los polimorfismos estudiados.

Nei genetic distances cladogram. Although the graph is not
representative of the true genetic distances between breeds, the clusters,
generated by differences in frequencies of the polymorphisms studied,
can be clearly observed.



muy baja de dicho polimorfismo en las razas anterior-
mente sefialadas. En lo que respecta a los polimorfismos
estudiados en los genes Tiroglobulina y FABP4, en estos
no se observaron frecuencias parecidas a las descritas en
la literatura, siendo estas incluso bastante inferiores a las
observadas por autores como Casas y col (2005, 2007),
Barrendse y col (2009) y Ayres y col (2010).

En general, los resultados del presente trabajo ponen
en evidencia los efectos directos e indirectos generados
por los procesos de seleccion de los alelos relacionados
con infiltracién grasa sobre los distintos grupos raciales
evaluados. En un extremo se encuentra la raza britdnica
Aberdeen Angus representada por Angus Rojo y Angus
Negro, que mostré frecuencias elevadas de alelos favorables
a infiltracién grasa en tres de los cuatro loci analizados,
respecto de las otras razas. Cabe sefalar que, a nivel feno-
tipico, este grupo de animales se caracteriza por mostrar
altos niveles de infiltracién grasa en comparacién con
otras razas de origen continental, que generalmente han
sido seleccionadas para producir carnes magras. En el otro
extremo se encuentran las razas Belga Azul y Hereford con
frecuencias bajas respecto a lo observado en los otros grupos
raciales. Este resultado era particularmente esperable en
Belga Azul, que al igual que otras razas no incluidas en el
presente estudio ha sido seleccionada en base a una serie
de mutaciones que favorecen la formacién de hipertrofia
muscular, también conocida como doble pulpa, la cual se
caracteriza por un bajo contenido de infiltracién grasa en
la carne (Casas y col 2000). De esta manera, los animales
de dicha raza suelen presentar altos rendimientos debido
a sus grandes masas musculares ubicadas principalmente
en el cuarto trasero, caracteristica que ha ido en desmedro
de la infiltracion grasa.

Un caso distinto es el observado en la raza Hereford,
que al ser de origen britdnico se esperaba presentara
frecuencias mds elevadas en los alelos que favorecen la
infiltracién grasa, tal y como lo han informado autores
como Buchanan (2002). Sin embargo, al igual que lo
observado por Kaupe y col (2004), en nuestro estudio
las frecuencias de los alelos que favorecen el marméreo
fueron més bien bajas. El resultado antes sefialado podria
atribuirse a que el 90% de los animales muestreados para
el presente estudio provenian de un Unico predio, lo que
no permite descartar algiin efecto asociado al sistema de
seleccién empleado en este predio, el cual podria dar lugar
a una presion de seleccion hacia los genotipos con baja
predisposicion a infiltrar grasa.

El cladograma presentado en la figura 1 ratifica el
planteamiento de que la presion selectiva ejercida por afios
sobre ciertas razas de carne ha afectado indirectamente la
distribucién de sus frecuencias alélicas. De esta manera,
aunque dicha imagen no representa las distancias gené-
ticas reales entre las razas evaluadas, es posible advertir
un claro agrupamiento de la raza Aberdeen Angus (AR y
AN), que presentd frecuencias altas en tres de los cuatro
polimorfismos evaluados.

CRITERIO DE SELECCION, MARCADORES MOLECULARES, BLUP

En lo que respecta a la distribucién de las frecuencias
genotipicas, sorprende que seis (86%) de los grupos raciales
se encuentren en equilibrio de Hardy y Weinberg para los
marcadores evaluados. Dicho resultado es interesante al
constatar que Johnston y Graser (2010) observaron que al
evaluar 12 marcadores moleculares incluidos en la prueba
comercial GeneStart, en diferentes razas bovinas de carne
utilizadas en Australia, el 86% de estas se encontraban en
equilibrio de Hardy y Weinberg.

Conforme lo anterior, vale la pena sefialar que dicho
resultado no era esperado en el presente estudio ya que los
rebafios de especies domésticas suelen ser considerados
poblaciones pequefias, generalmente expuestas a procesos
dispersivos, los cuales pueden cambiar aleatoriamente
sus frecuencias génicas (deriva génica) y por ende sus
frecuencias genotipicas (Falconer y MacKay 1996). De
acuerdo con esto, los resultados observados en el presente
trabajo podrian ser consecuencia del azar y de las fluctua-
ciones aleatorias en las frecuencias intergeneracionales
producto del muestreo gamético (Falconer y MacKay
1996). A pesar de esto, existen algunos aspectos que no
concuerdan con lo esperado en poblaciones pequefias so-
metidas a efectos dispersivos. Por ejemplo, si los planteles
evaluados se encontrasen bajo dichos efectos, se esperaria
observar una menor variabilidad genética, expresada en
bajos niveles de heterocigosis. Muy por el contrario, los
valores de heterocigosis observada en los marcadores
evaluados alcanzan cifras bastante préximas a lo esperado
en poblaciones grandes donde no existe seleccién, muta-
cién ni migracion, y en las que las frecuencias génicas
y genotipicas permanecen inalterables de generacién en
generacion (Falconer y Mackay 1996). Por otro lado, si las
poblaciones se encontraran sufriendo los efectos de la deriva
genética, es decir, sus frecuencias génicas y genotipicas
cambiaran aleatoriamente de generacién en generacion,
seria muy poco probable que los resultados coincidiesen
con lo obtenido por otros autores en otros paises y en las
mismas razas (Buchanan y col 2002, Kaupe y col 2004,
Barendse y col 2009).

Un aspecto interesante a tener en cuenta es que el inico
grupo racial que presenté diferencias altamente significativas
entre las frecuencias genotipicas observadas y esperadas
fue Clavel de Carne, raza chilena originada a partir de
cruzas entre Overo Colorado y Shorton y que comenzo6 a
ser seleccionada hace alrededor de 40 afios. La principal
diferencia de manejo reproductivo entre dicha raza y el
resto de las razas incluidas en el presente estudio radica
en que la mayoria de los productores realizan el servicio
de sus hembras mediante cubierta natural o inseminacién
con semen proveniente de toros locales, ubicados en los
predios pertenecientes a la asociacion de criadores de la
raza. Esta practica, que tiene como objetivo mantener la
pureza de los animales, podria estar generando efectos
contraproducentes debido al reducido nimero de toros
utilizados como reproductores y a la escasez de registros
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genealdgicos confiables necesarios para controlar proble-
mas de endogamia.

Es posible entonces plantear que los equilibrios ob-
servados en la mayoria de las otras razas podrian estar
asociados a factores como el uso de semen importado,
a las cruzas con otras razas y al manejo intrapredial, los
cuales podrian provocar que el comportamiento de los
planteles evaluados no sea el de una poblacién pequeiia
sometida a efectos dispersantes, sino mds bien el de una
poblacién grande con frecuencias inherentemente estables.
Para verificar esta hipétesis se requeriria al menos de la
implementacién de registros genealdgicos adecuados y la
evaluacién de varias generaciones de animales.

Un importante aspecto que debe ser discutido a partir de
los resultados anteriormente presentados, dice relacién con
la factibilidad de utilizar estos marcadores moleculares en
programas de mejoramiento genético. En este aspecto, es
importante tener en cuenta que existe evidencia que sefiala
que la excesiva e inadecuada presion selectiva generada
sobre un nimero limitado de genes puede llegar a producir
altos niveles de endogamia (Gibson 1994). Este problema ha
sido analizado y discutido por diversos autores que ademas
han agregado que el uso inadecuado de dichas herramientas
podria provocar que a largo plazo se generen importantes
reducciones de la respuesta a la seleccion (Gibson 1994).
Por esta razon, se ha puesto énfasis en la conveniencia de
incorporar la informacién de los marcadores genéticos en
los modelos matematicos (BLUP) utilizados en la valoracién
genética de reproductores. En este contexto, investigadores de
cuatro universidades de los EE.UU. (Cornell, Iowa, Colorado
y Georgia) conformaron en julio de 2001 el NBCEC, con
el objetivo principal de integrar la informacién entregada
por los marcadores moleculares a los modelos mixtos (ma-
BLUP) (Agric 2006). De igual manera, autores como Liy
col (2008) han desarrollado estrategias de seleccion asistida
por marcadores moleculares, destinadas a maximizar la
respuesta genética a largo plazo, llegando a controlar de
manera muy eficiente la variabilidad genética y los niveles
de endogamia existentes en los rebafios.

En términos generales y a modo de conclusién, es
posible plantear que los marcadores moleculares evaluados
en el presente estudio presentan frecuencias parecidas
a las que se han observado en otros estudios, y que su
uso en programas de mejoramiento genético asistido
por marcadores moleculares es factible. No obstante lo
anterior, dado que estos y otros marcadores moleculares
han sido probados en el extranjero, en razas, ambientes y
condiciones de crianza distintos a los existentes en Chile,
se hace imprescindible que entidades independientes como
las universidades y centros de investigacion nacionales
continden con la realizacién de estudios a nivel local,
destinados a la validacién de dichos marcadores. Esta
necesidad ha sido confirmada por distintas universidades y
organismos como el NBCEC y el Centro de Investigacion
Cooperativa de Carne Bovina de Australia (CRC, del
inglés Beef Cooperative Research Centre), los cuales
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han informado sobre la deteccidn de inconsistencias en
los valores genéticos determinados mediante el uso de
marcadores moleculares incorporados en las pruebas
comerciales (Rincker y col 2006, Quaas y col 2006, Van
Eenennaam y col 2007, Dikeman y col 2007, Casas y col
2007, Johnston y Graser 2010).

De igual manera, y tal y como ha sido corroborado por
autores como Dikeman y col (2007) y Johnston y Graser
(2010), dado que la distribucién de las frecuencias de los
polimorfismos asociados a caracteres de interés produc-
tivo no suelen ser similares en todos los grupos raciales,
es necesario que la aplicacién de este tipo de tecnologia
cuente con informacion genealdgica confiable (registros),
de manera de evitar el surgimiento de problemas derivados
de la depresién endogdmica. Por tltimo, es necesario que
los productores y asociaciones de productores se asesoren
por profesionales u organismos técnicos que cuenten con
las competencias necesarias para integrar la informacion
genotipica entregada por los marcadores moleculares y los
métodos de seleccidon genético-cuantitativa tradicionales
como el modelo animal, de manera de poder corregir los
efectos de la componente ambiental, estimar los progresos
genéticos de manera adecuada y evitar eventuales pérdidas
de respuesta a la seleccion.

RESUMEN

La eleccion de los reproductores es un paso fundamental en todo
programa de mejora genética, por esta razén la metodologia para la
evaluacién de los animales ha evolucionado rdpidamente, y en las tltimas
décadas ha incorporado el uso de marcadores moleculares. Varias empresas
trasnacionales han puesto a disposicion de los productores pruebas
comerciales basados en estas tecnologias, las cuales permiten evaluar
la predisposicién genética de los animales a manifestar determinado
fenotipo. A pesar de lo anterior, han comenzado a surgir dudas sobre
los efectos negativos que podrian generarse en los rebafios por el uso
inadecuado de marcadores moleculares, especificamente problemas
asociados a la depresién endogdmica y a la pérdida a largo plazo, de
respuesta a la seleccion. Conforme lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue determinar las frecuencias génicas y genotipicas de cuatro
polimorfismos asociados a infiltracién grasa intramuscular, en 7 razas
bovinas utilizadas para la produccién de carne en la Regién de La
Araucania. Se evaluaron los genes de Leptina, Tiroglobulina, DGAT'1
y FABP4, los cuales presentaron distribuciones de frecuencias que
variaron bastante entre razas, observdndose las mayores frecuencias de
alelos favorables a infiltracion en la raza Aberdeen Angus, y las menores
en Belga Azul y Hereford. Se concluye que es factible la utilizacién
de dichas herramientas en programas de mejoramiento genético, pero
que es necesario contar con registros genealdgicos confiables y con el
asesoramiento de profesionales u organismos técnicos que cuenten con
las competencias necesarias para integrar la informacién genotipica
proveniente de los marcadores moleculares a los modelos utilizados
para la seleccion de reproductores.
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