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Resumen

Se desarroll6 un estudio en el municipio de Monterfa (Cérdoba, Colombia) para
determinar el efecto que posee el polimorfismo de nucleétido simple del gen MYF-
5 del BTA5S sobre el peso vivo al sacrificio de una poblaciéon de 57 animales de
la raza Cebt Brahman y la raza criolla colombiana Romosinuano. Por medio de
esta prueba se identificé que la variante alélica homocigota 11 no se encontraba
segregada dentro de la poblacién, siendo sélo identificados los alelos homocigotos
22 y el respectivo heterocigoto 12. Debido a que el peso vivo promedio al cual
llegan los animales en Colombia a sacrificio es de 430Kg, este grupo fue dividido
en superiores e inferiores a dicho promedio. Los datos obtenidos fueron analizados a
través de un modelo de regresion logistica para variables binomiales. Los resultados
demostraron que el alelo con mejor comportamiento fue el homocigoto en la raza
romosinuano seguido del mismo alelo en la raza cebi, lo que demuestra que existe
una asociacion directa del polimorfismo homocigético con una mejor respuesta
sobre el peso vivo final al sacrificio del los animales. Por otra parte, se observé cémo
las dos variables tienen un efecto sobre el peso al sacrificio, explicando su variaciéon
en un 70 % aproximadamente.
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generalizados, polimorfismo.

Abstract

A study was undertaken in the municipality of Monteria (Cordoba, Colombia) in
order to determine the effect that has the single nucleotide polymorphism of MYF-
5 gene of BTA5 on live weight at slaughter of a population of 57 animals of Zebu
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Brahman and Romosinuano. Through this test it was found that the homozygous
variant allele 11 was not segregated in the population being homozygous alleles
identified only 22 and the respective heterozygotes 12. Because the average live
weight at which animals reach slaughter in Colombia is 430Kg, this group was
divided into above and below from that average. The data were analyzed using
a logistic regression model for binomial data. The results showed that the best
performing allele was homozygous in Romosinuano, followed by the same allele
in Zebu, which shows that there is a direct association of the homozygous poly-
morphism with a better response on the final live weight of slaughter animals. On
the other hand, it was observed that the two variables have an effect on slaughter
weight.

Key words: Allele, BTA5, Generalized Linear Models, Heterozygous, Homozy-
gous, MYF-5, Polymorphism.

1. Introduccion

El crecimiento muscular es producido por un aumento en el didmetro y la longi-
tud de las fibras. En contraste con muchos otros tejidos, el crecimiento muscular
postnatal resulta principalmente de la hipertrofia de los musculos. Esta hipertrofia
estd caracterizada por el incremento en el tamano de la fibra sin un incremento
apreciable en el nimero de ellas, esto significa que el crecimiento muscular postna-
tal se debe a hipertrofia y no a hiperplasia. La hiperplasia de fibras musculares se
observa en los animales que se conocen como de doble musculatura en los cuales
hay un incremento en el nimero real de fibras musculares especialmente en los
musculos superficiales de la espalda y region proximal de la extremidad posterior.
Cuando dos animales de la misma especie, raza, sexo y alimentados de igual ma-
nera alcanzan tamanos corporales diferentes a una cierta edad, probablemente se
debe a diferencias en el nimero de fibras musculares y no al tamano de las fibras
(Swatland 1991).

El factor genético esta ligado al factor racial, ya que las razas de bovinos para carne
que se conocen hoy en dia, provienen de animales con caracteristicas genéticas
similares que se transmiten de generacién en generacién. De ahi que los animales
de una misma condicién racial tienen la tendencia a crecer de una manera tipica
que se puede apreciar por su composicién corporal. Asi, por ejemplo, los animales
de razas lecheras tienden a depositar una mayor proporcion de grasa interna que
los de carne. Sin embargo, algunos grupos raciales como el Cebu pueden exhibir
un patrén de crecimiento diferente, expresado bien sea por la velocidad como
crecen los tejidos, o por el peso final que obtienen cuando alcanzan su madurez.
La velocidad de crecimiento se conoce también como precocidad.

De igual manera, existen animales de madurez temprana y madurez tardia. La
madurez no estd estrictamente relacionada con la edad, sino con el peso adulto
alcanzado. Esto significa que los animales de madurez temprana obtienen tamanos
corporales pequenos o pesos adultos inferiores que los animales de madurez tardia.

Comunicaciones en Estadistica, junio 2011, Vol. 4, No. 1



Asociacién de polimorfismos genéticos de las razas Cebi y Romosinuano 65

La precocidad y la madurez pueden encontrarse combinadas dentro de los mismos
animales; es decir, pueden existir animales de crecimiento rapido y pesos corporales
altos.

Este tipo de animales, de crecimiento rapido y madurez tardia, tienden a ser més
magros puesto que el mayor aumento de peso corporal esta representado por la
masa muscular. La acumulaciéon de grasa, en particular la relacionada con los
musculos, se forma posterior al desarrollo muscular. De otro lado, los animales
que terminan su desarrollo muscular temprano, no solamente tienden a obtener
pesos pequenos sino que también acumulan mayor proporciéon de grasa.

El ganado criollo Romosinuano debe su nombre a la carencia de cuernos (topo o
romo) y a su lugar de origen y desarrollo, el valle del rié Sind, en el departamento
de Cérdoba. Se le identifica como un ganado tipo carne, en cuyo estado adulto
los machos pesan 550 kg y las hembras 430 kg, mientras que en el momento
del destete y a los 18 meses pesan 170 y 245 kg respectivamente. Es ademas
la raza que presenta los intervalos entre partos mas cortos. Asi mismo, se ha
demostrado que los productos F1 con Cebt Brahman superan al Cebu en peso a
los 18 meses (+3.8%), dando como resultado una produccién del 13.4 % maés de
carne por cada 100 vacas apareadas y rendimientos en canal superiores al 56 %. El
mejoramiento genético esta orientado a obtener animales mas pesados al destete,
con un incremento hasta del 12% y de 15% para el ano y medio de vida, al
utilizar el Romosinuano en cruzamientos con Ceb, especialmente de tipo Brahman
(Rodriguez et al. 1993).

En Colombia el Brahman es la principal raza cebuina existente en las regiones
de clima medio y célido, tanto en estado puro como en cruces, alcanzando un
porcentaje muy alto entre las razas importadas. Se caracteriza por su rusticidad,
adaptabilidad al medio, por su precocidad (excelente para cruzamientos comer-
ciales), por su habilidad materna y su longevidad. El peso corporal para toros
adultos fluctia entre 800-1.100 Kg., el de los terneros al nacer esta entre 35-40 Kg.
Los rendimientos netos son del orden de 58-63 % (Rodriguez et al. 1993). De la
totalidad de la poblacién ganadera del pais, el 72 % corresponde a razas indicas,
el 15% a taurinas y el 13 % a razas criollas colombianas.

En otra instancia, la genética es expresada por cierta habilidad que poseen los
animales para disponer de los nutrientes, en lo que se conoce como eficiencia ali-
menticia. La eficiencia alimenticia se relaciona con la cantidad o proporcién de
alimento que es convertida en carne. Los animales de rapido crecimiento se carac-
terizan por tener una eficiencia alimenticia superior (Sanchez et al. 2002). Adem4s
del factor genético, el crecimiento muscular esta influenciado por otros factores
entre los que se cuentan: la especie, la raza, el sexo, la edad y la actividad fisica
(Sénchez et al. 2002), y los factores ambientales (Soria & Corva 2004).

Los genes especificos del musculo, como los genes MyoD, son conocidos por contro-
lar la miogénesis. La variacién genética en las hormonas, factores de crecimiento
y proto-oncogenes puede diferencialmente controlar la expresién y actividad de
los genes MyoD y una variedad de otros procesos no relacionados con desarrollo
y metabolismo (TePas & Visscher 1994). Si la variacién dentro de un gen puede
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asociarse con la cantidad de carne, como por ejemplo, el crecimiento del muscu-
lo, entonces esta variacion es utilizada como un marcador genético dentro de los
programas de seleccién asistida por marcadores (TePas & Visscher 1994).

Existen cuatro miembros de genes de la familia MyoD en vertebrados: Myf-3, Myf-
4 (Miogenin), Myf-5, Myf-6 (MRF-4, Herculin). Cada uno de los cuatro genes tiene
un patrén distinto de expresion, el cual indica una funcién distinta para cada fac-
tor (Buckingham 1992). En estudios in vitro ellas se convierten en activas en la
formacién de dimeros complejos con proteinas de la ubicuidad expresada por el gen
E2A el cual forma un complejo proteico MyoD-E2A, que esta ligado a secuencias
reguladoras de transcripcién de genes especificos de musculo. De este modo acti-
va la expresion de genes especificos de tejido y diferentes estados del desarrollo,
tales como la actina, desmina, tropomiosina y titina (Buckingham 1992, TePas
& Visscher 1994). Las proteinas Inhibidoras de Diferenciacién (ID), previenen la
uniéon del complejo MyoD-E2A permitiendo que las células permanezcan en es-
tado de crecimiento proliferativo. Cuando el ID disminuye se activa el complejo
MyoD-E2A (Lodish & Darnell 2005).

Mediante la técnica de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs), se han detec-
tado genes ubicados en el BTA5 asociados con caracteristicas de crecimiento en
bovinos como son el gen MYF5, homologo del Factor de Determinacion Miogénico
Humano en un 96 % (Clark et al. 1990). Droguemuller y Kempers 2000 reportaron
una mutacién de A por G en la posicién 1948 pb. en el intrén 2. Li y col., en el 2004
reportaron para esta misma regién dos alelos: alelo “1”7 CAA y alelo “2” CGA con
tres genotipos 11, 12, 22, observando mayores ganancias de peso en el genotipo 22
relacionado con ganancia diaria predestete y ganancia diaria total considerandolo
como un gen candidato posicional para el desarrollo de este trabajo.

2. Materiales y métodos

Este trabajo fue llevado a cabo en el municipio de Monter{a, Cérdoba (Colombia),
en el frigorifico Frigosinu. La temperatura promedio es de 36°C, con una humedad
relativa del 90 %. Los animales eran provenientes del mismo sistema de produccion,
sometidos bajo el mismo rigor alimenticio, todos machos, castrados, llevados a
sacrificio a la edad de 28 meses, pesados antes del sacrificio y después de un ayuno
de 12 horas.

Se tomé una muestra de sangre de 50ml de cada individuo, para realizar la respec-
tiva extraccion de ADN e identificaciéon del SNP correspondiente al gen MYF-5,
por medio de la técnica de PCR-RFLP. Las secuencias de los primers usados en
la amplificacién de los fragmentos fueron las aportadas por las bases de datos del
GeneBank.

Las muestras fueron centrifugadas a 6000 r.p.m, y el pellet obtenido se resuspen-
di6 en 500 ml de una solucién amortiguadora que contenia NaCl, Tris HCl y EDTA
(buffer STE). El sobrenadante fue descartado y se adicionaron 500 ml de tampén
de digestién, 22ml de DTT 0.1M y 27 ml de proteinasa K (20mg/ml). Esta mezcla
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se incubd durante tres horas a 56 °C, y se adicionaron 500 ml de fenol, transfiriendo
la fase acuosa a otro tubo eppendorf al cual se le agregaron 300 ml de fenol y 300
ml de cloroformo para ser mezclados manualmente. Luego se centrifugé para volver
a tomar la fase acuosa y transferirla a un vial conteniendo 700ml de cloroformo.
Finalmente, a la fase acuosa se le adicionaron dos voliimenes de etanol absoluto
y la mezcla fue colocada a -20°C por 30 toda la noche con el fin de precipitar el
ADN. Una vez precipitado, el ADN se centrifugd a 14000 r.p.m por 15 minutos
y el pellet se sometié a dos bafios con etanol al 70 %. Posteriormente el pellet se
seco y se resuspendié en un tampén TE (Tris HCL, pH 8.0 y EDTA) y almacené a
-20 °C (Sambrook et al. 1989).

Se realiz6 una primera PCR con los anteriores iniciadores denominados MYF-
5. Luego se realizé una segunda amplificacién con el producto de PCR obtenido
previamente (PCR anidada).

Los productos de PCR fueron digeridos usando la enzima Taql, que corta la cade-
na de DNA en el sitio T/CGA incubando a 37 C por 3 horas. Los fragmentos se
visualizaron en un gel de agarosa al 1.5 % por electroforesis con un Buffer de 1x
TBE y tenidos usando EZ-Vision®). El genotipo de cada animal se determiné ba-
sado en el nimero de fragmentos que se obtuvieron: alelo 1 no cortado y alelo 2
cortado.

3. Analisis estadistico y discusion

Para el andlisis de los datos se usaron variables de tipo binomial, donde la variable
dependiente fue el peso vivo de los animales al sacrificio medido en kilogramos.
Teniendo en cuenta los datos aportados por el plan estratégico para la ganaderia
2019 de la federacion nacional de ganaderos, el promedio al que llegan los animales
al sacrificio en Colombia es de 430 kg; por esta razén, los animales cuyo peso fuera
mayor a dicho valor se califican como “superior” (codificado como 1), mientras que
los que estaban por debajo de este peso se calificaban como “inferior” (codificado
como 0). Las variables independientes fueron la raza del animal tomédndose CEBU
como 0 y ROMO como 1; y MYF-5, que es el gen que codifica para el crecimiento
muscular, donde el mejor alelo descrito anteriormente por diferentes grupos de
investigacién, es el homocigoto 22, el cual fue codificado como 0 y el heterocigoto
12, que fue codificado como 0.

3.1. Modelo propuesto
Dado que la variable dependiente Peso es una variable binaria, fue necesario em-

plear las técnicas de regresion logistica para el modelo. Fue usado el siguiente
codigo en el programa estadistico R para el ajuste de la regresion logistica:

M<-glm(PESO"RAZA+MYF,family=binomial)
summary (M)
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Call:
glm(formula = PESO ~ RAZA + MYF, family = binomial)
Deviance Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-1.7739 -0.9141 -0.4748 0.6817 2.1160
Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z]|)

(Intercept) -0.1285 0.5526 -0.232 0.81615
RAZA 1.4694 0.6844 2.147 0.03178 *
MYF -1.9975 0.6441 -3.101 0.00193 **
Signif. codes: O ’*%%’ 0.001 ’**’ 0.01 ’%’ 0.05 >.” 0.1’ ’ 1

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 79.001 on 56 degrees of freedom
Residual deviance: 64.164 on 54 degrees of freedom
AIC: 70.164 Number of Fisher Scoring iterations: 4

Se observé que la variable dependiente RAZA resulté significativa para explicar
la variable Peso, dado que el valor p asociado es de 0.031, lo cual es menor que el
nivel de significacién trabajado 0,05; de igual manera, la variable del gen MYF-5
también resulté significativa, pues el p-valor es de 0.0019. Por otra parte, se observa
que el intercepto no resulté significativo pues el p-valor es de 0.81615 (Zhang &
Gutiérrez 2011), lo cual supera el nivel de significacién. Por esta razén, se procede
a ajustar un modelo nuevo excluyendo el intercepto.

> M<-glm(PESO~-1+RAZA+MYF,family=binomial)

> summary (M)

Call:

glm(formula = PESO ~ -1 + RAZA + MYF, family = binomial)

Deviance Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-1.7835 -0.9076 -0.4953 0.6752 2.0781
Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
RAZA 1.3625 0.5048 2.699 0.006949 x*x*
MYF -2.0366 0.6185 -3.293 0.000993 **x*
Signif. codes: O ’*%x’ 0.001 ’*x’ 0.01 ’x’ 0.05 ’.” 0.1 7 ’ 1

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 79.019 on 57 degrees of freedom
Residual deviance: 64.218 on 55 degrees of freedom
AIC: 68.218
Number of Fisher Scoring iterations: 3
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De la anterior salida, se observa que las dos variables independientes siguen siendo
significativas en el modelo, ademds que al tener en cuenta el criterio de Akaike
AIC, se observa que dicho valor bajé de 70.164 al valor actual de 68.218, es decir,
este nuevo modelo se acerca mas al modelo verdadero, lo cual justifica la exclusion
del intercepto.

También se computé el valor del estadistico Wald, para comprobar la significacion
de los parametros estimados.

1. Para la variable RAZA, el valor de Wald es 2.6992=7.284, lo cual es menor
que el percentil de 95 % de una distribucién chi-cuadrado con un grado de
libertad 3.8414, entonces se concluye que el pardmetro asociado con la varia-

ble RAZA es estadisticamente diferente de cero, justificando asf la inclusién
de la variable RAZA.

2. Para la variable MYF-5, el valor de Wald es (-3.293)2=10.8439, lo cual es
menor que el percentil 95 % de una distribucién chi-cuadrado con un grado de
libertad: 3.8414, entonces se concluye que el pardmetro asociado con MYF-

5 es estadisticamente diferente de cero, justificando asi la inclusion de la
variable MYF-5 en el modelo.

3.2. Estimacién del modelo

La interpretacion de los parametros estimados es llevada a cabo de la siguiente
manera:

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
RAZA 1.3625 0.5048 2.699 0.006949 x*x*
MYF -2.0366 0.6185 -3.293 0.000993 **x*

Asi se llegé a corroborar los datos de la revisién bibliogréfica donde se afirma que
animales de la raza Romosinuano homocigotos para el gen MYF-5 poseen mejores
pesos al sacrificio que los animales Cebt homocigotos y también se observé que
el grupo de animales de menor peso eran los heterocigotos de la raza Cebu. De
donde se concluye que este tipo de marcador molecular se encuentra asociado
estrechamente con la presentaciéon de la caracteristica, de forma independiente a
la raza.

3.3. Validacion del modelo

En primer lugar probamos la hipétesis de que el modelo ajustado es correcto
utilizando la estadistica chi-cuadrado de Pearson de la siguiente manera:

2 (Wi —nim)?
X = ; nm’l(l — TQ)

Comunicaciones en Estadistica, junio 2011, Vol. 4, No. 1



70 Ricardo Camacho Quiroga

Donde y; es el niimero de animales con mayor peso dentro de cada una de las
cuatro combinaciones de RAZA y MYF-5 y n; es el niimero total de animales que
fueron pesados en cada una de las cuatro combinaciones. Estos valores se presentan
en la Tabla 1.

RAZA | 0 | 0 | 1 1
0 114 |20 17
1 8 12|18 5

Tabla 1: Tabulacion cruzada del modelo logistico

4. Conclusiones

Estos tipos de andlisis son muy informativos debido a que muchas caracteristicas
evaluadas dentro de programas de mejoramiento animal estdn inclinadas a obser-
vaciones directas sobre el fenotipo tomando como base la deferencia racial, pero no
exploran las herramientas de la seleccién basada en marcadores moleculares como
fue este el caso. Hasta el momento se ha explorado la causa por la cual dos ani-
males, sin diferencia racial sometidos bajo condiciones similares, expresan rasgos
productivos y zootécnicos diferentes.

Conociendo que el alelo homocigoto del gen MYF-5 es un marcador identificado
para crecimiento y desarrollo muscular, el cual se observé que tuvo un buen desem-
peno durante la prueba. Se deben seguir programas orientados a identificar pobla-
ciones de progenies con dicho alelo para asi poder preservar esas caracteristicas
positivas que este confiere. Adicionalmente se recomendaria llevar a cabo futuras
pruebas de cuantificacion de aporte al peso con cada una de las dos variables de
influencia, sabiendo que estas explican en un 70 % la respuesta de este trabajo.

No es nuevo el conocimiento sobre el mejor desempeno que poseen ciertas razas
sobre el ganado cebuino, pero qué mejor que poder encontrar razas de tipo criollo
que poseen la rusticidad de las indicas pero con un componente productivo mayor.
Por medio de estos resultados se abre un panorama mas claro sobre el por qué usar
razas de mayor precocidad, no sélo por ser posibles codificantes de un marcador
molecular, sino también porque generan mayores aportes sobre el peso final al
cual son llevadas a sacrificio, no siendo atrevido afirmar que inclusive dentro de
animales heterocigotos que no poseen el mejor desempeno, podrian superar a la
raza Brahman de manera independiente. Para esto seria importante estimar los
aportes individuales de cada una de las variables de forma separada.
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