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Polymorphism in the p-calpain gene of registered
Brahman cattle from Mexico

ABSTRACT. The present study was conducted to assess genotypic, allelic and haplotypic frequencies, in
Brahman cattle in Mexico, of three single nucleotide polymorphism markers in the m -calpain gene, previously
associated with beef tenderness in European, crossbred, and Zebu cattle (C316, C530, C4751). Three allelic
discrimination assays were designed for generation of the said frequencies. The C316 marker showed a high
frequency of the heterozygotic genotype (CG = 92%), and frequencies of these alleles were similar (54 and 46%
for G and C, respectively). By contrast, for C530, the main segregated genotype was the A alleles homozygote
(98%). For C4751, the heterozygotic genotype (CT) had the highest frequency (99%). As to haplotypes, the most
frequent compositions were GAT (50%) and CAC (45%). These findings suggest that some favorable alleles for
beef tenderness (C in 316 and C4751) are appreciably segregated in the Brahman population sampled. Thus,
favorable homozygotic genotypes might be increased by integrated selection programs, including either the
single marker or dual marker haplotype evaluation. Further research is needed to determine relationships
between meat quality traits (beef tenderness) and productive performance (current selection criteria), thus to
promote consumption of Brahman beef and better position it in both national and international markets.

Keywords: Brahman, Calpain, Alleles, Genotypes, Haplotypes, Meat tenderness.

RESUMEN. Se disefi6é un estudio en ganado Brahman de México, para caracterizar las frecuencias de tres
polimorfismos de un solo nucleétido en el gen de la p-calpaina (C316, C530, C4751), que previamente se han
asociado con suavidad de la carne en razas europeas, cruces y en ganado Ceb1i. Se realizaron tres ensayos de
discriminacién alélica para generar frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas. El marcador C316 mostré
la mayor frecuencia en el genotipo heterocigoto (CG = 92%), por lo que las frecuencias de sus alelos fueron
similares (54 y 46% para G y C, respectivamente). En contraste, para C530, la mayor frecuencia fue para el
genotipo homocigoto con la variante alélica A (98%). Finalmente, para el C4751 el genotipo mas frecuente fue
el heterocigoto (CT) con 99%. Los haplotipos GAT y CAC (50 y 45%, respectivamente) obtuvieron la mayor
frecuencia. Los resultados indican que copias alélicas favorables para suavidad de la carne (C en C316 y
C4751) son segregados de manera importante en la poblacion Brahman. Esto sugiere que un manejo asistido
de los hatos puede incrementar la frecuencia de genotipos homocigotos favorables para la suavidad de la
carne en la poblacién Brahman. Es necesario realizar estudios que relacionen caracteristicas de calidad (sua-
vidad) y crecimiento (criterio actual de seleccién) para ayudar a estimular el mayor consumo de la carne de esta
raza, brindandole mejor posicién en el mercado nacional e internacional.
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Introduccion

La suavidad o "terneza" de la carne, representa
una de las caracteristicas fundamentales en la satis-
faccién del consumidor (Chacén, 2004), y es conside-
rada el atributo mdas importante en la palatabilidad
de la carne bovina (Marshall, 1999; Mintert et al.,
2000).

En los dltimos afios, la atencién e investigacion
sobre esta caracteristica ha aumentado, debido a su
gran variacion genética y dificultad de obtener datos
fenotipicos que, necesariamente, requieren del sacri-
ficio de los animales (Koohmaraie, 1996, Marshall,
1999; White et al., 2005; Casas, 2006).

Labtisqueda de evidencia sobre los cambios aso-
ciados al incremento de la suavidad de la carne, han
indicado como principal responsable a una proteina
calcio dependiente, cisteina especifica perteneciente
al sistema proteolitico de las calpainas, la p-calpaina
(CAPN1), la cual acttia en la degradacion post mortem
de proteinas estructurales del misculo (Koohmaraie,
1996).

Estudios de mapeo y asociacién, han logrado de-
mostrar la asociacién significativa de marcadores
genéticos, dentro del gen CAPNI1, con la suavidad de
la carne de ganado Bos taurus (Smith et al., 2000; Page
et al., 2002, 2004) y recientemente en ganado Bos
indicus (Casas et al., 2005; White et al., 2005).

El ganado Brahman, representativo del tipo Cebt
(Bos indicus), actualmente es la raza cebuina més nu-
merosa de México. Sus caracteristicas de rusticidad y
adaptacion a los ambientes tropicales y subtropicales
respaldan su utilizacién (Hoogesteijn, 1999), aprove-

chandola de manera pura o en cruzamientos con ga-
nado exético y criollo (Bos taurus). Sin embargo, la cali-
dad de su carne en términos de suavidad ha sido cali-
ficada como pobre en comparacién con la de razas Bos
taurus o sintéticas (Marshall, 1999). Esta condicion, ha
sido asociada a una ausencia de copias de alelos favo-
rables del gen de la calpaina (Page et al., 2004; Casas et
al.,2005; White et al., 2005) o a una mayor actividad de
la calpastatina, proteina endégena inhibidora de la
actividad de la calpaina (Pringle et al., 1997; Odeh,
2003). Desafortunadamente, la consecuencia de esto
es que los compradores de ganado generalmente des-
cuentan valor a los becerros que manifiestan la apa-
riencia cebuina (Riley et al., 2003).

La mejora genética del ganado tropical que ha sido
encaminada hacia mayores ganancias de peso, sin
perder los beneficios de la adaptabilidad del ganado
Brahman o cruzado (Riley et al., 2003), deberia consi-
derar la caracteristica de terneza de la carne para
estimular una nueva cultura de consumo de carne
bovina, lo que eventualmente ofreceria beneficios al
sector ganadero y, particularmente, al ganado Ceb1,
debido a su uso extensivo en sistemas de produccién
del trépico.

El propésito de este estudio, fue caracterizar el
polimorfismo de tres marcadores en el gen de la
CAPN1, en una poblacién de ganado Brahman de
registro de México, en términos de las frecuencias
genotipicas y haplotipicas, que han sido asociadas a
suavidad de la carne.

Materiales y Métodos

Fueron utilizadas 85 muestras de sangre de ani-
males de la raza Brahman de cinco hatos pertene-
cientes a miembros de la Asociacién Mexicana de
Criadores de Cebti (AMCC) con sede en Tampico,
Tamaulipas, México. El manejo general de los ani-
males muestreados, se realizé de acuerdo a los
lineamientos del Programa de Control de Desarrollo
Ponderal de la AMCC (AMCC, 1996) e incluy6 el
pesaje e identificacion de los becerros al momento
del nacimiento (primeros cinco dias de vida) y laiden-
tificacién con tatuaje en la oreja o mediante un arete
de pléstico. Los becerros permanecieron con sus ma-
dres hasta una edad aproximada de ocho meses. En
algunas explotaciones se complementa la alimenta-
cién de los becerros con concentrados durante la fase
de predestete en corrales trampa. En este primer pe-
riodo, los animales recibieron tratamientos contra pa-
résitos internos y externos, asi como la primera apli-

cacién de vacunas contra enfermedades endémicas
como, carbén sintomético, edema maligno,
pasteurelosis, rabia y, en hembras, la brucelosis. Al
momento del destete, los animales fueron identifica-
dos con hierro candente con el nimero de identidad
y el dltimo digito del afio en que nacieron, asi como el
"fierro" de propiedad; durante este manejo se aprove-
cha para dar tratamientos contra las enfermedades
antes mencionadas y registrar el destete. El desarro-
llo de los animales se realiza en lotes separados por
sexo, y dependiendo de la explotacién (criador), los
animales se mantienen en condiciones de pastoreo,
semiestabulaciéon o estabulacion (AMCC, 1996;
Martinez, 1999).

Las muestras, se extrajeron de acuerdo a la dispo-
sicién de los ganaderos de 84 vacas y un semental de
registro. Fueron recolectados, aproximadamente 3 ml
de sangre de la vena o arteria caudal, en tubos
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(Vaccutainer®) que contenian EDTA, y posteriormen-
te fueron mantenidos en refrigeracién hasta el mo-
mento de la extraccién del dcido desoxirribonucleico
(ADN). La extraccion de ADN, se realiz6 siguiendo
el protocolo adaptado con el del estuche comercial
de purificacién de ADN genémico (Wizard®;
Promega, 2002). Se disefiaron tres ensayos de discri-
minacién alélica, para determinar el polimorfismo
de un solo nucleétido (SNPs) en tres de los marcado-
res de CAPN1 (C316, C530 y C4751), que han sido
asociados con suavidad de la carne (Page et al., 2004;
White et al., 2005). Los ensayos de discriminacién
alélica detectan SNP e involucran realizar la reac-
cién en cadena de polimerasa (PCR) en presencia de
dos sondas marcadas con dos fluoréforos diferentes
(FAM y VIC). Los iniciadores y sondas fueron sinteti-
zados en la Compafiia Applied Biosystems, toman-
do como base las secuencias del gen CAPN1 reporta-
das en el GenBank (Accesos: AF248054, AF252504S1,
AF25250452). Cada ensayo, se realizé de forma indi-

vidual en placas 6pticas de 96 pozos en un equipo de
secuenciacién (ABI Prism® 7000 Sequence Detection
System), bajo las siguientes condiciones: un ciclo de
2 min a 50°C y 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de
dos pasos 15 s a 92°C y 1 min a 60°C. Se utilizaron
250 ng ADN, 12.5mL de Tagman PCR master mix
(Applied Biosystems), y 0.625mL de la mezcla de son-
das e iniciadores (Assay SNP mix). El anélisis de cada
genotipo fue llevado a cabo utilizando un paquete
computacional (ABI Prism 7000 Real-Time Sequence
Detection Software). Cada muestra fue verificada
mediante anédlisis visual con el fin de eliminar falsos
positivos. Después de asignar el genotipo de cada
uno de los animales, se calcularon las frecuencias
genotipicas, alélicas y haplotipicas, con el paquete
computacional Arlequin Ver. 3.01 (Schneider et al.,
2000). El equilibrio de Hardy-Weinberg fue verifica-
domediante el programa Cervus Ver. 2.0 (Marshall et
al., 1998).

Resultados y Discusion

Frecuencias genotipicas y alélicas

La seleccion asistida por marcadores moleculares
tiene gran potencial para mejorar caracteristicas para
las cuales la seleccion ha sido histéricamente dificil,
entre las cuales destaca la suavidad de la carne
(White et al., 2005). La informacién de los marcado-
res puede ser utilizada para incrementar la frecuen-
cia del marcador que esta asociado positivamente con
la caracteristica de interés, mediante la seleccion de
animales portadores de copias del marcador favora-
ble (Van Eenennaam, 2006). Sin embargo, es impor-
tante considerar que los resultados de asociacién de
dichos marcadores deben ser validados en poblacio-
nes locales, ya que las asociaciones de marcadores
de caracteristicas de interés econémico pueden ser
erréneas o malinterpretadas si fueron desarrolladas
en ganado Bos taurus y son empleadas en ganado Bos
indicus (Casas et al., 2005).

De acuerdo ala literatura (Page et al., 2004; White
et al., 2005), la presencia de la variante alélica C del
marcador C316, en todas las poblaciones de ganado
bovino, que han sido evaluadas, esta
consistentemente asociada a una reduccién en la fuer-
za de corte Warner Bratzler (FCWB). En el presente
estudio, la frecuencia de la variante alélica (C) favo-
rable para este marcador (Cuadro 1), fue del 46%,
resultado de la gran cantidad de heterocigotos en-
contrados (92%). Esto indica que, de ser validada su
asociacion a la suavidad de la carne en la poblacién
estudiada, el manejo reproductivo puede llevar a in-
crementar la frecuencia de animales con el genotipo

favorable en la poblacién Brahman de registro de
Meéxico, aspecto importante debido a la tendencia
aditiva del marcador sobre la suavidad de la carne.

White et al., (2005), reportaron una disminucién
significativa de 180 g en la FCWB a los 14 dias
postmortem en la poblacién de Ciclo 8, que involucra
cruzamientos con Bos indicus, de la evaluacion de
germoplasma del USDA, para los genotipos
heterocigotos, y de una disminucién de 550 g para el
genotipo homocigoto con la variante alélica C.

El analisis con el marcador C530, mostré como
genotipo mas frecuente, con un 98%, al homocigoto
para la variante alélica A (Cuadro 1), por lo que se
puede considerar fija en la poblacién. Resultados si-
milares fueron reportados por Casas et al. (2005), en-
contrando que en ganado Brahman, la variante
alélica normal (A) de este marcador se encuentra fija
en la poblacién, por lo que su utilizacién como auxi-
liar en la seleccién para suavidad de la carne no re-
presentaria resultados favorables.

Al igual que con el marcador C316, la presencia
de la variante alélica favorable (C), en el marcador
C4751, se ha asociado significativamente a una re-
duccién de la FCWB, en las poblaciones del Ciclo 7 y
8 dela evaluacion de germoplasma del USDA (White
et al., 2005). En la poblaciéon Brahman estudiada, el
99% de los genotipos fueron heterocigotos, lo que in-
dicé que la variante alélica catalogada como favora-
ble (C), se encuentra con una frecuencia del 49% (Cua-
dro 1). White et al. (2005) encontraron una frecuencia
alélica (C) del 10% de una poblacién Brahman de
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Cuadro 1. Frecuencia genotipica y alélica de tres marcadores polimérficos de un solo nucleétido del gen de la
p-calpaina, asociados con la suavidad de la carne

Marcador Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
C316 GG CG CC G C
0.08 0.92 0.00 0.54 0.46
C530 AA AG GG A G
0.98 0.02 0.00 0.99 0.01
C4751 T CT CcC T C
0.01 0.99 0.00 0.51 0.49

Florida, provenientes de genotipos heterocigotos en
su totalidad, sin embargo, en poblaciones de ganado
del Ciclo 7 y 8 del programa de evaluacién de
germoplasma de Estados Unidos, encontraron que el
alelo favorable mostré segregarse en muy alta frecuen-
cia, 58 y 64%, respectivamente. Cabe mencionar que
en este estudio, el efecto del genotipo (CT) en ganado
Brahman fue de -400 g en la FCWB a los 14 dias
postmortem con respecto al Genotipo TT; incluso supe-
rior al efecto en los genotipos homocigotos (CC) del
grupo Ciclo 7 y similar a los homocigotos del Ciclo 8.

En este sentido, estudios que involucren un dise-
fio de mediciones con la metodologia de FCWB, u
otro método (p.e. fuerza de corte de rebanada; Smith
et al., 2003), en el ganado Brahman de las regiones
tropicales donde se mantiene predominante esta raza,
ayudarian a determinar exactamente el efecto que tie-
nen estos marcadores no sinénimos en el fenotipo de
la suavidad de la carne.

Por otro lado, para los tres marcadores la prueba
de verificacion genotipica fue significativa (P<0.05),
lo que sugiere que la segregacién de los genotipos
dentro de la poblacién evaluada no se encuentra en
equilibrio, pudiendo existir fuerzas que pudieran
estar influenciando la mayor presencia de ciertos
genotipos. Estos marcadores pudieran estar en des-
equilibrio de ligamiento con genes que estan relacio-
nados a ganancia de peso, ya que se sabe que esta
caracteristica esta positivamente asociada al desem-
petio posterior en el crecimiento del animal (Koots et
al., 1994). Asimismo, se ha reportado que caracteres
de crecimiento se correlacionan de manera negativa
con la FCWB (p.e. con Peso al destete -0.83, con Peso
al nacimiento -0.01, y con Peso de la canal -0.37), lo
que indicaria cierta asociacién de estos caracteres
(Koots et al., 1994; Marshall 1999). Dean (2005), re-
porté para novillos de la raza Brahman, correlacio-
nes genéticas entre el promedio de ganancia de peso
y la FCWB a 7 y 14 dias de maduracién de -0.19;
sugiriendo que los genes que influencian a mayores
promedios de crecimiento también producen la car-
ne més suave. El hallazgo de correlaciones genéticas

de -0.43 y -0.48 entre el peso de canal caliente y la
fuerza de corte a 7y 14 dias de maduracion, respecti-
vamente, en este mismo estudio, robustece lo ante-
riormente mencionado (Dean, 2005).

Actualmente, en México, los criterios més comu-
nes de seleccién, involucran ademads del patrén ra-
cial, las mayores ganancias de peso a edades estandar,
destete, afio y 550 dias (AMCC, 1996). Esto sugiere
que indirectamente podrian estarse segregando con-
juntamente alelos favorables para la suavidad, aun-
que seria necesario realizar estudios que corroboren
esta aseveracion.

Haplotipos para CAPN1

Los tres SNPs de CAPN1 han sido analizados en
estudios previos (White et al., 2005) como haplotipos,
grupo s de alelos que son heredados como unidad
(Van Eenennaam, 2006). En el presente estudio, se
encontraron cuatro haplotipos (Cuadro 2). El
haplotipo con las variantes alélicas GAT se present6
en mayor frecuencia (51%), seguido del haplotipo
CAC con 45%. White et al. (2005) obtuvieron el
haplotipo GAT en frecuencia de 19.8% y cuantifica-
ron su efecto como promedio de FCWB a partir del
cual los demas haplotipos mostraron efectos positi-
vos sobre la suavidad de la carne, excepto para el
haplotipo CGT, el cual no se presenté en la presente
poblacién analizada.

Es importante destacar la frecuencia observada
para el haplotipo CAC, ya que si consideramos que
el alelo A del marcador C530 se encuentra practica-
mente fijo en la poblaciéon Brahman, la principal in-
fluencia a la suavidad de la carne estaria dada por
las variantes alélicas CC correspondientes a los mar-
cadores C316 y C4751, en los cuales se prob6 por su
alta frecuencia que existe evidencia de desequilibrio
de ligamiento entre ellos. White et al. (2005) sefiala-
ron que la combinacién CC, de acuerdo a contrastes
entre las asociaciones del marcador C316 y C4751
mostraron las mejores desviaciones en la FCWB a los
14 dias postmortem en poblaciones del Ciclo 7 y 8 del
programa de evaluacién de germoplasma de Esta-
dos Unidos. Esto sugire que estos marcadores, en con-
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Cuadro 2. Frecuencia de haplotipos de los marcado-
res C316, C530 y C4751 del gen de la p-
calpaina en ganado Brahman de México.

Haplotipo Frecuencia
GAT 0.50
GAC 0.04
CAC 0.45
CGC 0.01

junto, muestran un potencial para ser utilizados como
auxiliares en la seleccion asistida.

Implicaciones del uso de marcadores de CAPN1

De acuerdo a los resultados, se puede inferir que
el uso de los marcadores C316 y C4751 puede ser de
mucha utilidad para detectar la variacién funcional
que afecta la suavidad de la carne en poblaciones de
ganado Brahman. Es importante sefialar que segin
evidencia previa la variante alélica favorable del
marcador C316, no segrega significativamente, en
poblaciones de esta raza (Casas et al., 2005; White et
al., 2005). Los presente resultados indicaron que en
la poblacién muestreada, el alelo se segrega en fre-
cuencia importante y similar a la del marcador C4751,
por lo que podria ser considerada informativa y ttil
en la seleccion.

En las regiones tropicales donde el aporte del ga-
nado Bos indicus, y de la raza Brahman en particular,
ha sido fundamental y donde este tipo de ganado es
la base del componente genético tanto de manera pura
como en cruzamientos con Bos taurus para sistemas
de producciéon de carne o doble propdsito
(Hoogesteijn, 1999), esta evidencia puede ayudar a
brindar valor agregado a su comercializacion.

Las ventajas de ganado Bos indicus y sus cruces en
regiones tropicales ha sido extensamente documen-
tado (Turner, 1980; McDowell et al., 1996, Hansen,
2004) y su uso extensivo para la produccién de carne
de manera pura o en cruces, o de leche, en sistemas
de doble propésito aprovechando las ventajas de la
heterosis (Cunningham y Syrstad, 1987), no puede
prescindir de su uso. El ganado Brahman desde su
creacion a principios de los 1920 (Sanders, 1980) se
ha venido consolidando como una raza de compo-
nente Cebt, pero que tiene influencia de vacas de
razas continentales (Koch, 1999), en consecuencia,
la variacién genética para suavidad de la carne pue-
de estar contenida en su constitucién intrinseca como
raza originalmente sintética.

Lo anterior cobra relevancia si se considera que,
actualmente no existe informacién a nivel nacional
que corrobore la aparente menor calidad de la carne
del ganado Brahman y mucho menos de otras razas
del tipo Cebt. Los estudios internacionales, comtn-
mente basan sus juicios de suavidad, en calificacio-
nes de FCWB. Riley et al. (2003) reportaron para la
carne de ganado Brahman, una media de 6.85,6.31y
5.53 kg enla FCWB a7, 14 y 21 dias postmortem, res-
pectivamente. Huffman et al. (1996) indicaron que
valores FCWB de 4.1 kg o menos producen un 98%
de beneplécito en el consumo de cortes de carne. Sin
embargo, la variacién en la suavidad de la carne es
muy amplia (Koohmaraie, 1996; Chacén, 2004), y di-
ficilmente se explicaria completamente con la infor-
macién obtenida por tres marcadores de un solo gen.
Podria por tanto, ser necesaria la evaluacién de otros
loci candidatos que podrian tener una gran influen-
cia en la caracteristica en cuestién, en ganado Cebd,
por ejemplo la calpastatina (Pringle et al., 1997).

Conclusion

Se puede recapitular que las variantes alélicas fa-
vorables para suavidad de la carne de los marcado-
res C316 y el C4751 del gen CAPN1 son segregadas
de manera importante en la poblacién de ganado
Brahman estudiada. Por lo tanto, estos pueden re-
presentar una herramienta para evaluaciones futu-
ras y aplicacién en la mejora genética asistida por
marcadores de la poblacién Brahman nacional, in-
cluyendo a los criterios actuales de seleccién y eva-
luacién genética (ganancia de peso), caracteristicas

como la suavidad de la carne que podrian incentivar
un nuevo mercado de consumo nacional e interna-
cional.

Finalmente, la caracterizacion genético-molecular
de los recursos genéticos locales puede ser una base
para disefiar programas futuros de seleccién y para
validar tecnologia previamente desarrollada, con lo
que se reducen los costos y tiempo de disefio experi-
mental.
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