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Resumen

En investigaciones recientes se han identificado algunas regiones entre y adyacentes al gen de
leptina, asociadas con diferentes niveles de grasa de la carne en canal, y cuyas frecuencias varian
grandemente de una raza a otra, y de una poblacion a otra. En este trabajo, fueron determinados los
polimorfismos para la region 5 UTR’ (region que no traduce) y region flanqueante al extremo 3’ del
gen leptina, utilizando dos microsatélites ST y WD (G18586 y U50365). Fueron evaluados 261 animales
de las razas Harton del Valle (100), Brahman (121) y BON (40). Se encontraron 7 alelos diferentes para
el marcador ST y 15 para WD, considerando la poblacion total analizada. Las poblaciones de las
razas criollas evaluadas para los marcadores ST y WD, no se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg. El mayor polimorfismo para el microsatélites ST se encontro en la raza Brahman, que
presento 6 alelos. Para WD fue mas polimorfica Harton del Valle con 15 alelos diferentes. La menos
polimorfica fue la raza BON, con 4 alelos para ST y 6 para WD.

Palabras clave: microsatélite, gen obeso, ST, WD.

Introduccion

Leptina es el producto del gen obeso ob, también
llamado leptina (23), un péptido de 167 aminoacidos,
altamente conservado. Presenta entre 84 y 97 %
de homologia en ratones, ratas, humanos y bovinos
(5,23), es secretada por los adipositos a la sangre y
luego transportada al cerebro (hipotalamo), donde
actua para estimular factores que afectan el
consumo de alimento, la composicion del cuerpo, el
gasto energético, el aumento de la actividad fisica
y la regulacion del peso corporal (6). La leptina
inhibe su propia expresion por retroalimentacion (8)
y entre mayor sea el nimero de adipositos, mayor
es la cantidad de RNAm de leptina presente (1,13).
También tiene un efecto directo sobre otros tejidos
como musculo esquelético (9), donde desempeiia

un importante papel en la sintesis del glicégeno y
transporte de glucosa (11), pequeiias cantidades de
leptina también son secretadas por células en el
epitelio del estomago y de la placenta (9,11).

El gen de leptina bovino fue clonado por Ji et a/
(10) y mapeado en el cromosoma 4 region q32 (15,
17). Presenta 3 exones y 2 intrones, con las regiones
codificantes ubicadas en los exones 2 y 3 (3). Con
respecto al gen leptina varios grupos de
investigacion, han determinado en razas taurinas la
asociacion de concentraciones de leptina en sangre
con variaciones en el apetito y composicion de la
carne en canal (6, 20) y de regiones variables en el
gen con promedio de grasa, espesor de grasa de
cobertura, marmoreo y porcentaje de grasa en
costilla (2, 7, 12).
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En ratoén, el gen mutado ob en forma homocigoética
(ob/ob) produce una leptina bioldgicamente inactiva
determinando hiperfagia, reduccion del gasto de
energia y obesidad genética, que resulta en un adulto
estéril con el 50% del cuerpo como grasa (18). El
defecto especifico del gen ob en raton fue reportado
por Zhang et al (23).

El descubrimiento del gen de la leptina en raton y
otras especies y sus efectos sobre la grasa del cuerpo,
lo convierten en un candidato ideal para evaluacion
del metabolismo.

El presente trabajo pretende estimar las frecuencias
de los polimorfismos de dos microsatélites ligados al
gen leptina para su posterior utilizacién como
marcadores de la calidad de carne.

Materiales y métodos
Muestra poblacional

Fueron evaluados 100 animales (60 hembras, 40
machos) de ganado criollo Harton del Valle (Hv), hato
ubicado en Cerrito —Valle del Cauca; 40 de BON (7
machos y 33 hembras) provenientes de la finca Hato
Viejo — Risaralda y 121 de Brahman ( 100 machos y
21 hembras), de Puerto Boyaca.

Los animales fueron escogidos teniendo en cuenta
los registros de las fincas, con la idea de muestrear los
menos emparentados posibles.

Extraccion de ADN

De <cada animal fueron colectados
aproximadamente 7ml de sangre de la vena
mamaria o arteria coccigea media y almacenados
a 4°C hasta su procesamiento. El ADN fue
extraido por la metodologia de “Salting out” (14)
y posterior precipitaciéon con 2- propanol. La
concentracion de DNA se midié por
espectrofotometria a 260 nm.

Genotipificacion
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

volumen total de 25uL, que contenian: 0,7 ug/mL de
DNA; buffer de reaccion 1X (10Mm Tris-HCL pH
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9,0; 50mM KCI; 0,1 % Triton® X-100); 3mM de
MgClz; 0,08mM de cada ANTP; 5 pmol de cada
primer y 1 unidad de Tag DNA Polimerasa
(Invitrogen). La amplificaciéon se efectud en un
termociclador T-Personal 48 (Biometra® GMBH, D-
37079 Goettingen, Germany). Para la amplificacion
del microsatélite WD ubicado la region 5’UTR del
gen de la leptina bovina (cromosoma 4), fueron
utilizados los primers: WD-1 5°-
TTCTAATGGTCGAATATGTTCTGG-3" y WD-2
5’-TAAAGACCGGCTACGACTAGAC-3’ (22) y
para el microsatélite ST ubicado en la region que
flanquea el extremo 3’ del gen de leptina fueron
utilizados los primers: ST-1 5’-
CATCGACGACAGGAACTCC-3” 'y ST-2
5’-GGAAT17CGTACAAGGGACC-3* (17),
fabricados por IDT (Coralville, IA 52241, USA). El
perfil térmico para cada reaccidn consistio en un ciclo
a 94°C por 2 min, 60°C por 30 seg, 72°C por 30 seg,
seguido por 29 ciclos a 94°C por 20 seg, 60°C por 20
segy 72°C por 30 seg y extension final a 72°C por 7
min. Los productos de la PCR fueron visualizados
en geles de agarosa al 2% conteniendo Bromuro de
Etidio (0.7 pg/mL). Para la determinacion de los
genotipos se utilizaron geles de poliacrilamida al 6%.

Meétodos estadisticos

Se estimo6 el equilibrio de Hardy-Weinberg, las
frecuencias genotipicas y las frecuencias alélicas con
el programa GENEPOP version 3.3 (16).

Resultados

La genotipificacion del marcador ST (17), en las
poblaciones seleccionadas de las razas criollas Harton
del Valle, BON y de la raza Brahman, dio como
resultado la identificacion de 7 alelos diferentes para
este microsatélite (véase Tabla 1), tres diferentes (132,
141 y 150) de los reportados previamente en
investigaciones realizadas por Fitzimmons et al (4) y
Tessanne et al (19) quienes encontraron los siguientes
alelos 135, 138, 140, 144, 147 y 149.

En Harton del Valle se detectaron 5 alelos para
ST, siendo los més frecuentes 135 y 144. En
Brahman, 6 alelos en total, siendo el méas frecuente
el 144. La raza criolla BON presentd 4 alelos
diferentes, con la frecuencia mas alta para el alelo
144 (véase Tabla 1).
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Tabla 1. Frecuencias alélicas para el marcador ST.

Alelo HV (n=200) BR(n=242)  BON (n=80)
132 0.010 0.000 0.000
135 0.405 0.120 0.138
138 0.000 0.008 0.000
141 0.000 0.041 0.063
144 0.540 0.769 0.738
147 0.040 0.012 0.063
150 0.005 0.050 0.000

Alelo= Alelos detectados en la genotipificacion.
n= Numero de alelos en cada poblacion.

HV= Raza criolla Hartén del Valle.

BR= Raza pura Cebuina Brahman.

BON= Raza criolla Blanco Orejinegro.

Los alelos 135 y 144 para el marcador ST,
representaron para cada una de las tres poblaciones
el mas alto porcentaje asi: Harton del Valle 94.5%,
Brahman 88.9% y BON 87.6%. El alelo 135 mostrd
una alta frecuencia (0.405) en Harton del Valle, pero
baja en las razas Brahman y BON con valores de 0.12
y 0.14 respectivamente.

Los alelos 132 y 138, fueron determinados
exclusivamente en animales Harton del Valle y
Brahman respectivamente, con frecuencias de 0.01
(correspondiente a dos animales heterocigoéticos) y
0.008 (dos animales heterocigoticos). Los alelos 135,
144 y 147 fueron comunes a las tres poblaciones,
(Brahman, Harton del Valle y BON) (véase Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias genotipicas para el marcador ST .

Genotipos Poblacion
HV (N=100) BR(N=121) BON (N=40)

132/135 0.02 0.000 0.000
135/135 0.23 0.008 0.075
135/138 0.00 0.016 0.000
135/144 0.28 0.190 0.125
141/144 0.00 0.080 0.125
144/144 0.38 0.578 0.575
135/147 0.05 0.008 0.000
144/147 0.03 0.016 0.075
147/147 0.00 0.000 0.025
135/150 0.00 0.008 0.000
144/150 0.01 0.009 0.000

N= Ndmero de muestras analizadas.

Genotipos= Combinaciones genotipicas mas frecuentes.
HV= Raza criolla Harton del Valle.

BR= Raza pura Cebuina Brahman.

BON= Raza criolla Blanco Orejinegro.

Se detectaron 7 combinaciones genotipicas para el
marcador ST en Harton del Valle, 6 en BON y 9 en
Brahman; el homocigotico 144/144 presento la mas
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alta frecuencia, en cada una de las tres poblaciones
asi: Harton del Valle (0.38), BON (0.57) y Brahman
(0.58). Las combinaciones genotipicas que se
presentaron en menor proporcion fueron 147/147 y 135/
150, en BON y Brahman respectivamente. (véase
Tabla 2)

El otro microsatélite genotipificado fue WD (22).
Wilkins y Davey (22) encontraron 18 alelos diferentes
para este marcador en investigaciones con Angus. En
la evaluacion en el presente estudio para este mismo
marcador, se determinaron 15, 8 y 6 alelos para las
razas Harton del Valle, Brahman y BON
respectivamente (véase Tabla 3). Los mas frecuentes
para cada una de las razas analizadas fueron: 171 en
Brahman, 175 en Harton del Valle y 177 en BON, con
frecuencias de 0.46, 0.37 y 0.84 respectivamente
(véase Tabla 3). En otros resultados en la raza Angus,
el alelo mas frecuente fue el 177 con 0.51 (19).

Tabla 3. Frecuencias alélicas para el marcador WD.

Alelo HV (n=200) BR(n=242) BON (n=80)
169 0.02 0.01 0.00
171 0.02 0.46 0.00
173 0.07 0.03 0.00
175 0.37 0.05 0.05
177 0.15 0.07 0.84
179 0.05 0,08 0.03
181 0.06 0.12 0.00
183 0.08 0.17 0.04
185 0.04 0.00 0.00
187 0.04 0.00 0.03
189 0,01 0.00 0.03
191 0.02 0.00 0.00
193 0.03 0.00 0.00
195 0.04 0.00 0.00
197 0.02 0,00 0.00

Alelo= Alelos detectados en la genotipificacion.
n= Numero de alelos en cada poblacion.

HV= Raza criolla Hart6n del Valle.

BR= Raza pura Cebuina Brahman.

BON= Raza criolla Blanco Orejinegro.

Fueron comunes a las tres poblaciones analizadas
los alelos 175,177,179y 183 de WD. Los alelos 169,
171, 173 y 181 tnicamente se detectaron en las
poblaciones Harton del Valle y Brahman pero no en
BON. 187 y 189 sélo estuvieron presentes en Harton
del Valle y BON y los alelos 185, 191, 193, 195y 197
solo se encontraron en Harton del Valle. Esta tltima
fue la uinica raza en la que se determinaron la totalidad
de los diferentes alelos encontrados en este estudio
(véase Tabla 3).
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En la genotipificacion del marcador WD, se
detectaron 6 genotipos diferentes en BON, 40 en
Harton del Valle y 24 en Brahman, siendo la raza criolla
Harton del Valle, la que mas combinaciones genotipicas
presentd y cuyo genotipo mas frecuente fue el 175/
175 con un valor de 0.26. En Brahman fue el
homocigotico 171/171, con una frecuencia de 0.24 y
en BON el genotipo 177/177 con una frecuencia de
0.77 (véase Tabla 4).

Tabla 4. Combinaciones genotipicas méas frecuentes para el
marcador WD.

Genotipos Poblacion
Hartoén del Brahman BON

Valle (N=100) (N=121) (N=40)
171171 0.00 0.240 0.000
171/175 0.01 0.050 0.000
175/175 0.26 0.008 0.025
177177 0.08 0.008 0.775
171/179 0.01 0.080 0.000
175/179 0.01 0.016 0.050
171/181 0.00 0.080 0.000
181/181 0.03 0.030 0.000
171/183 0.00 0.017 0.000
175/183 0.06 0.000 0.000
177/183 0.02 0.040 0.075

N= NUmero de muestras analizadas.

Genotipos= Numero de combinaciones genotipicas mas
frecuentes.

HV= Raza criolla Hartén del Valle.
BR= Raza pura Cebuina Brahman.
BON= Raza criolla Blanco Orejinegro.

En la tabla 6 se muestran los valores estimados de
la heterocigosis observada y esperada para cada uno
de los microsatélites (ST y WD) y en cada una de las
razas.

Discusion

El gen ob ha sido propuesto como un gen
candidato, cuyo producto se cree esta involucrado
en la regulacion y disposicion de la grasa en ganado
de carne. Varios grupos de investigacion (6,12), han
evaluado la asociacion con variaciones en el apetito,
caracteristicas de la carne en canal y contenido de
grasa intramuscular en ganado, de microsatélites
ubicados en regiones cercanas y no codificantes al
gen leptina tales como ST (17) y WD (22), asi como
de secuencias internas al gen como el marcador
SNP (2).
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El microsatélite ST cercano al gen ob fue
caracterizado previamente en las razas: Angus,
Charolais, Hereford y Simmental por Fitzsimmons et
al (4), quienes encontraron cuatro alelos de 138, 140,
147 y 149 pares de bases y una asociacion significativa
del alelo 138 con un alto espesor de grasa subcutanea
en Angus y Hereford y del alelo 147 con un efecto
opuesto. El alelo 138 fue reportado con frecuencias
de 0.57 en Angus y 0.59 en Hereford (7) y el 147 en
razas como Charolais y Simmental con frecuencias
de 0.54 y 0.58 respectivamente (7).

En este estudio, el alelo 138 fue detectado
unicamente en la raza Brahman de las tres analizadas
y con una muy baja frecuencia (0.008) (un animal), y
el 147 presentd frecuencias bajas en las 3 razas
analizadas, principalmente en Brahman (véase Tabla 1).

El 132 es una alelo encontrado inicamente en la
raza Harton del Valle, con baja frecuencia (0.10)
(véase Tabla 1), no ha sido reportado en
investigaciones previas en otras razas tales como:
Angus, Charolais, Hereford y Simmental (4,19). Su
deteccion en Harton del Valle se debe quizas a la
presencia de algo de mezcla con otras razas de origen
indicus.

En cuanto al alelo 144 del marcador ST, fue el mas
frecuente en las tres razas analizadas, en concordancia
con los resultados de Tessanne et al (19) quienes
reportaron para este mismo alelo frecuencias muy altas
en la raza Angus (0.51).

El mayor polimorfismo para el microsatélite ST lo
presentd la raza Brahman, comparada con lo
encontrado en Harton del Valle y BON. La variabilidad
encontrada en Brahman, posiblemente sea el resultado
de un mayor pie de cria ancestral y reducidos niveles
de endogamia en los hatos. Ademaés, la raza Brahman
es el resultado de una mezcla genética entre diferentes
razas que contribuyeron en su formacion. Entre las
tres razas analizadas la menos polimérfica para este
microsatélite fue la raza BON ya que presentd
unicamente cuatro alelos de los siete determinados en
las tres poblaciones.

Para el microsatélite WD, Tessanne et al (19),
determinaron en Angus seis alelos diferentes (177, 184,
186, 190, 192 y 209). En esta misma investigacion,
este microsatélite fue asociado con calidad de carne,
principalmente con relacion a mayor area del ojo del
lomo, especialmente los genotipos que contienen el alelo
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209 (19). Este alelo no fue encontrado en ninguna de
las razas evaluadas en este estudio.

Los diferentes alelos encontrados para WD (véase
Tabla 3), teniendo en cuenta la poblacion total
genotipificada, indican un alto polimorfismo para éste
microsatélite. El alto polimorfismo encontrado, quizas
es debido a que es un marcador ubicado en una zona
de alta variabilidad en el gen de leptina (region 5’UTR).
La poblacion Harton del Valle fue la raza criolla mas
polimorfica de las tres y la raza BON la menos
polimoérfica. El polimorfismo en Harton del Valle, es
debido al numero de alelos determinados para WD en
la poblacion (aunque con muy bajas frecuencias)
(véase Tabla 3) y que denotan variabilidad, se debe
posiblemente, a que en este nicleo empieza a darse la
mezcla con parentales de otros origenes.

A partir del analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg
se determind que, las poblaciones Harton del Valle y
BON no se encontraron en equilibrio para los
microsatélites STy WD (p =0.05), pero si la poblacion
Brahman (véase Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg para STy WD.

Microsatélites  Poblacion Valor p ES
ST HV 0.0055 0.0006
BON 0.0385 0.001
BR 0.2712 0.0055
WD HV 0 0
BON 0.0003 0.0002
BR 0.0614 0.003

Microsatélites ST y WD del gen leptina
HV: Raza criolla Hartén del Valle.

BR: Raza pura Cebuina Brahman.
BON: Raza criolla Blanco Orejinegro
ES: Error estandar

La pérdida de equilibrio H-W, que se presento para
WD y ST en las razas criollas es lo esperado, ya que
es frecuente la utilizacion de pocos parentales machos
en los diferentes hatos, lo que conduce a un alto nivel
de endogamia, acorde con la endogamia detectada en
los registros historicos que se llevan en estas
explotaciones.

Los resultados de la estimacion de las diferencias
entre la heterocigocidad observada y esperada para
ambos microsatélites, mostraron que ambas razas
criollas (Hartén del Valle y BON) tienen un déficit de
heterocigoticos (p = 0.05), producido posiblemente por
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el alto grado de consanguinidad, debido al bajo nimero
de nucleos que conforman cada una de éstas razas,
cerrados y aislados, lo que no permite un verdadero
intercambio. En Brahman no se presentd un exceso
de heterocigoéticos (p>0.05) (véase Tabla 6).

Tabla 6. Estimacion de los valores de heterocigocidad

Raza ST wD

Ho He Ho He
Harton del Valle 0.39 0.54*** 0.48 0.82***
Brahman 0.41 0.39" 068 0.73"
BON 0.32 0.43* 0.17 0.29***

"= no significativa, * significativa (p=0.05), *** altamente
significativo (p=0.001).

ST= microsatélite (Stone et al. 1997)

WD = microsatélite (Wilkins and Davies., 1997)

Ho = Heterocigocidad observada

He= Heterocigocidad esperada

En la estimacion de los valores de FIS, se
determiné que los resultados para cada locus y para
cada poblacion son significativos para el déficit de
heterocigoticos en Harton del Valle y BON. La
poblacion Brahman no presentd déficit de
heterocigoticos (véanse Tablas 7 y 8).

Tabla 7. Estimacién de los valores de FIS para cada Locus

Poblacién Locus

ST wD
HV (N=100) +0.286 +0.417
BON (N=40) +0.255_ +0.413
BR (N=121) -0.054 +0.072

"= no significativa, * significativa (p=0.05), *** altamente
significativa (p=0.001).

N= Ndmero de muestras analizadas.

HV= Raza criolla Hart6n del Valle.

BR= Raza pura Cebuina Brahman.

BON= Raza criolla Blanco Orejinegro.

Tabla 8. Estimacion de los valores de FIS para ST y WD en cada
Poblacién

Locus Poblacion
HV(N=100) BON(N=40) BR(N=121)
ST +0.286 +0.255 -0.054™
WD +0.417 +0.413 +0.072"

"*= no significativa, * significativa (p=0.05), *** altamente
significativa (p=0.001)

N= NUmero de muestras analizadas.

HV= Raza criolla Harton del Valle.

BR= Raza pura Cebuina Brahman.

BON= Raza criolla Blanco Orejinegro.
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Se encontr6 segregacion independiente entre los
dos loci con un valor p altamente significativo (p<0.05),
para cada una de las poblaciones, Harton del Valle,
Brahman y BON. Este resultado concuerda con el
hecho de que ambos marcadores se encuentran alejados
entre si en el mapa gendmico, no hay desequilibrio de
ligamiento y como consecuencia, no pueden establecerse
haplotipos predominantes en la poblacion.

La genotipificacion, la determinacion de los valores
de las frecuencias alélicas y genotipicas encontradas
y el analisis de equilibrio de H-W en las razas criollas
y Brahman, con respecto a las regiones 5’UTR y la

Summary
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que flanquea el extremo 3’ del gen leptina, permitid
establecer diferencias marcadas entre las razas para
cada uno de los marcadores evaluados. Ademas,
posibilitar la apertura de nuevas investigaciones
encaminadas a buscar su asociacion con caracteristicas
de calidad de carne.
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The leptin gene polymorphism, in the populations of Harton del Valle, Blanco-Orejinegro ( BON)
and Brahman cattle.

Recent investigations have identified some regions between and adjacent to the leptin gene, associated
with different carcass fat levels in bovines in wich frequencies vary greatly from one race to another,
and from one population to another. This investigation determined the polymorphisms for the region 5
UTR’ and flanking region to the end 3' of the leptin gene using two markers ST and WD (G18586 and
U50365). 261 animals were evaluated of Harton del Valle (100), Brahman (121) and BON (40) cattle.
Were evaluated the result of this analysis where, 7 different alelles for microsatellite ST and 15 for WD,
in the total population. The creole populations evaluated for marker ST are not in Hardy-Weinberg (H-
W) equilibrium. The marker WD only appeared H-W equilibrium for the population Brahman. The
Brahman cattle was the most polymorphic cattle for microsatellites ST, where 6 for ST alleles were
found. For WD the most polymorphic cattle was Harton del Valle and less polymorphic cattle was the
BON, with 6 for ST and 6 for WD alleles.

Key words: microsatellite, obese gene, ST, WD.
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