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Polimorfismos del gen de leptina en sementales
bovinos pardo suizo
Leptin gene polymorphisms on sires cattle brown swiss
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RESUMEN

La determinacion del polimorfismo del gen leptina incorporado a los programas de seleccion asistida por marcadores puede hacer mas
eficientes los sistemas de produccion animal. La mutacion del gen leptina TT esta asociada a la eficiencia alimenticia y calidad de la
carne en bovinos. El objetivo de este estudio fue el de determinar las frecuencias genotipicas y alélicas del gen leptina en el exdn 2. El
estudio se realizd en el municipio de Villaflores, Chiapas. Se estudiaron 35 sementales Suizo Americano en servicio activo en los sistemas
de produccién bovina de doble propésito. El polimorfismo fue obtenido mediante un andlisis molecular con la técnica ARMS-PCR. Los
resultados mostraron que 21% de los sementales presentaron el genotipo TT, 31% CCy 48% TC para el gen leptina. Se concluye que
la baja frecuencia genotipica TT probablemente se deba a que los productores en este sistema seleccionan sus reproductores basados
en su tipo racial, sin considerar caracteres de produccion de leche o calidad de la carne que se asocian a la mutacion del gen leptina.
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ABSTRACT
The determination of Leptin gene polymorphisms incorporated in marker assisted selection programs can make animal production
systems more efficient. Mutation of the leptin TT gene is associated to feeding efficiency and meat quality in cattle. The objective of this
study was to determine genotypic and allelic frequencies of the leptin gene in exon 2. The study was carried out in the municipality of
Villaflores, Chiapas. Thirty-five Brown Swiss sires in active service within the dual purpose bovine production systems were included in
this study. Polymorphism was observed by ARMS-PCR. The frequencies of sire genotypes for leptin gen were 21% for TT, 31% for CC,
and 48% for TC. It was concluded that a low frequency of TT genotype could be associated to a selection criterion of breeding animals

by producers based on racial type, instead of milk production or meat quality traits.
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INTRODUCCION

La leptina es una hormona sintetizada principal-
mente en el adiposito y codificada por el gen LEP,
gue esta involucrada en el control del apetito,
balance energético y composicion corporal. Se
han descrito varios polimorfismos (SNP, Single
Nucleotide Polymorphism) del gen de la leptina.
Un SNP en el exdn 2, ocasiona efectos fisioldgicos
diferentes (ganancia de peso, grasa en la canal,
etc.) al sustituirse la citosina (C) por timina (T),
gue a su vez conduce a la sustitucién de argini-
na por cisteina en la proteina correspondiente.
El alelo T se ha asociado con el mayor contenido
de grasa en la canal (Buchanan et al., 2002; Mot-
ter et al., 2006; Corva et al., 2007). Cuando en
el gen que codifica la produccion de la proteina
esta presente la base pirimidica citosina (C) se
produce la leptina comin; mientras que cuando
esta presente la timina (T) se produce la leptina
modificada. Como el animal recibe un gen del
par de cada progenitor, el genotipo puede ser:
CC (ambos genes codifican la leptina comun);

TT (ambos genes codifican la leptina modifica-
da) y CT (cada gen codifica un tipo de leptina).
Los animales con genotipo CC son mas lentos
para engordar, comen menos durante el pico de
lactancia y producen menos leche. Los animales
con genotipo TT producen mas leche de mejor
calidad y canales con mayor marmoleo (House-
knecht et al., 1998; Corva et al., 2004; Madeja
et al.,, 2004; Rincker et al., 2006). Finalmente,
los animales con genotipo CT pueden producir
ambos tipos de leptina y tienen un comporta-
miento intermedio. Los tres genotipos para la
produccion de leptinas han sido encontrados en
todas las razas bovinas, pero en diferentes pro-
porciones (Buchanan et al., 2002; Motter et al.,
2006; Corva et al., 2007). La identificaciéon del
gen leptina es una herramienta para mejorar la
eficiencia de los sistemas de produccién, ya que
con esto es posible predecir como un toro, una
vaca o una vaquilla (y su progenie) utilizaran la
energia y cual sera su potencial productivo. Es
decir, se trata de una técnica que permite prede-
cir el potencial productivo de un individuo desde
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su nacimiento. Conociendo el genotipo es posi-
ble agrupar los animales y realizar un manejo
nutricional estratégico acorde con su potencial.
En este contexto, el objetivo del presente estu-
dio fue estimar frecuencias genotipicas y alélicas
del SNP del gen Leptina, de toros de raza Suizo
Americano en los sistemas de produccién bovina
del municipio de Villaflores, Chiapas, México.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el municipio de Villaflo-
res, Chiapas, ubicado entre los paralelos 15° 35’
y 16° 33’ de latitud norte y entre los meridianos
92° 12"y 93° 45’ de longitud oeste, se inicid en
agosto de 2009 y finalizd en agosto de 2010.
Se evaluaron 35 sementales de la raza Suizo
Americano y para la identificacién del polimor-
fismo del gen leptina, se analizaron las frecuen-
cias genotipicas de CC, CT y TT y alélicas de C
y T del SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
en el exon 2 (Buchanan et al., 2002; Corva et
al., 2004; Ruiz, 2008). A cada semental se le
extrajeron 7 ml de sangre de la arteria cocci-
gea media y se colocaron en tubos de ensayo
con anticoagulante (EDTA), a razon de 5 mg de
EDTA por cada 2.5 ml de sangre; los tubos se
giraron 1800 mediante un movimiento suave
para mezclar sin deteriorar los globulos rojos;
posteriormente los tubos fueron almacenados a
4 oC hasta su procesamiento. La extraccion de
ADN se efectué mediante la metodologia des-
crita por Miller et al. (1988) con las siguientes
modificaciones (Ruiz, 2008): se colocaron 300
pl de sangre con anticoagulante EDTA en tubos
Eppendorf de 1.5 ml; a cada tubo se le afiadié
1 000 pl de agua destilada fria, se mezcld en
vortex (Modelo MS1 Minishaker, Marca IKA®)
durante 5 minutos, se centrifugdé a 12 000 rpm
por 5 minutos, y se procedio a la extraccion del
ADN. Para la cuantificacion del ADN se utilizd
el método de absorcion de luz ultravioleta, se
efectud a partir de diluciones 1/200 a 1/500 en
agua destilada, para determinar la absorcion
de luz UV a las longitudes de onda 230, 260 y
280 nm en un espectrofotébmetro (Mod. Lamda
Bio10 Perkin-Elmer ®.) Se calculé el contenido
de ADN asumiendo que una unidad de absor-
bencia a 260 nm equivale a 50 pg/ml de ADN
doble cadena. Se utilizaron dos cebadores ex-
ternos que amplifican los dos alelos y dos ceba-
dores internos, cada uno especifico de uno de
los alelos, que amplifica junto con uno de los

cebadores externos, para obtener un producto
del alelo especifico (Corva et al., 2004; Motter
et al., 2006; Corva et al. 2007). Los cebadores
utilizados fueron los siguientes: cebador inter-
no “forward” para el alelo T: 5- TGT CTT ACG
TGG AGG CTG TGC CCA GCT -3’ cebador interno
“reverse” para el alelo C: 5- AGG GTT TTG GTG
TCA TCC TGG ACC TTT CG -3’ cebador externo
“forward”: 5'- GAC GAT GTG CCA CGT GTG GTT
TCT TCT GT -3’ cebador externo “reverse”: 5'-
CGG TTC TAC CTC GTC TCC CAG TCC CTC C -3’
(Corva et al., 2004; Motter et al., 2006; Corva
et al., 2007). Para la amplificacion genotipica y
alélica se utilizaron 25 pl de reaccion preparada
con MgClI2 (30 mM): 1.25 pl, Buffer (Biogenica
10 X. “100 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KClI;
100 pg/ml gelatina, 1.5 mg/ml BSA; 1% Tritdn
X100"): 2.5 pl, dNTPs (Biogenica): 1 pl (200 mM
de cada uno), cebador interno “forward” para
el alelo T: 5 pl (10 pmol/ul), cebador interno
“reverse” para el alelo C: 5 pl (10 pmol/ul), ce-
bador externo “forward”: 1 pl (10 pmol/pl), ce-
bador externo “reverse”: 1 pl (10 pmol/ul), Taq
ADN polimerasa (Biogenica 5 unidades/pl) 0.2
pl, ADN 4 pl y agua 4.05 pl. Las condiciones del
ciclo térmico fueron las siguientes: desnatura-
lizacion a 94 oC por 3 min, seguido de 6 ciclos
de 94 oC por 15 seg, 76 oC por 45 seg y 72 oC
por 1 min (en el paso dos de este ciclo se baja
un grado centigrado en cada ciclo hasta llegar a
los 70 oC) seguido por 27 ciclos de 94 oC por 15
seg, 76 oC por 45 seg y 72 oC por 1 min, ter-
minando con una extension de 72 oC por 5 min
(Corva et al., 2004; Motter et al., 2006; Corva et
al., 2007). Los productos de digestion de la PCR
fueron CC 239y 164 pb, CT 239, 164y 131 pby
TT 239y 131 pb (Corva et al., 2004; Corva et al.,
2007; Ruiz, 2008). Por otro lado, se procedio a
verificar el producto de la PCR de las muestras,
en gel de agarosa al 2% (0.60 g de agarosa y
30 ml de buffer TBE 1X (Tris Borato-EDTA), por
medio de una electroforesis, utilizando una ca-
mara modelo horizon 58 (Life Technologies®).
En cada pozo se depositdé un volumen final de
10 pl (3 plI de colorante Naranja Gy 7 pl de
producto de PRC), usando como buffer de corri-
da TBE 1 X. Las condiciones de la electroforesis
fueron de 60 minutos a 86 voltios. Transcurrido
dicho tiempo los geles se tifieron con bromuro
de etidio a una concentracion final de 1 pug/ml
durante 30 minutos. Los resultados fueron eva-
luados en el fotodocumentador (Modelo Gel Doc
2000, Marca Bio Rad) de luz ultravioleta (UV) y
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se capturaron las imagenes por computadora en
el programa Quantityone, para la evaluacion de
frecuencias genotipicas y alélicas. En la caracte-
rizacion genotipica y alélica del gen leptina, se
determinaron las frecuencias genotipicas de CC,
CT y TT y alélicas de C y T. Cada muestra fue
verificada visualmente con el fin de eliminar fal-
sos positivos. Después de asignar el genotipo de
cada uno de los animales, se estim¢ el equilibrio
de Hardy-Weinberg para las frecuencias geno-
tipicas y las frecuencias alélicas se compararon
mediante la prueba de Chi Cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

La edad promedio de los toros evaluados fue
36.7 meses. Las frecuencias genotipicas regis-
traron un 0.21 de sementales con el genotipo
TT, 0.31 con CC y 0.48 con TC. Las frecuencias
de los alelos Cy T fueron similares (C: 0.55y T:
0.45). No se observaron diferencias significati-
vas entre las frecuencias genotipicas y alélicas
esperadas y observadas, a un nivel de confianza
de 0.05 para X2.

La alta frecuencia del genotipo CT y CC en
sementales del area de estudio, produce la dise-
minacion de genes no deseables en los sistemas
de produccién, ocasionando que sean menos
eficientes (Ruiz et al., 2009). Las frecuencias ge-
notipicas TT encontradas en este estudio son in-
feriores a las reportadas por Corva et al. (2004),
con frecuencias para el genotipo TT de 0.37 y
0.41 para las razas Angus y Hereford, respecti-
vamente, y son similares a lo reportado por Ruiz
(2008) con 0.22 y 0.17 para toros suizos y cru-
zas raciales, respectivamente. La baja frecuen-
cia de este genotipo en sementales en el area
de estudio podria estar afectando el mejora-
miento genético de las unidades de produccion,
ya que el genotipo TT presenta superioridad con
respecto a los genotipos CC y CT, en el apetito,
composicion de la carne en canal, espesor de
grasa de cobertura, marmoleo y porcentaje de
grasa en costilla (Geary et al., 2003; Blum et al.,
2005; Chilliard et al., 2005).

La baja frecuencia del alelo T encontrada, po-
dria ser el resultado del criterio de los ganaderos
al adquirir sus reproductores con base en el fe-
notipo del animal, sin considerar informacién de
los registros genealdgicos y productivos. En este
contexto, existen reportes de que en las razas
europeas de bovinos para carne se ha realizado
mayor seleccidn para eficiencia alimenticia y ga-
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nancia de peso, por lo que la frecuencia del alelo
T es mayor que la encontrada. Al respecto, Bu-
chanan et al. (2002) encontraron una frecuencia
del alelo T de 0.58 y 0.55 para las razas Angus y
Hereford, respectivamente; por su parte, Corva
et al. (2004) reportaron frecuencias para el alelo
T de 0.61 y 0.66 en las razas Angus y Here-
ford, respectivamente; y a su vez, Schenkel et
al. (2005) obtuvieron frecuencias similares con
0.51, 0.52, 0.55 y 0.65 para las razas Angus,
Limousin, Charolais y Simmental. Sin embargo,
la frecuencia del alelo T encontrada, coincide
con la estimada por Buchanan et al. (2003) para
las razas Holstein, Suizo Americano, Canadien-
se, Guernesey y Jersey (0.46, 0.45, 0.11, 0.06 y
0.53, respectivamente).

CONCLUSIONES

La alta frecuencia del genotipo CT y CC de los
sementales, podria ocasionar que las unidades
de produccion sean menos eficientes.

La baja frecuencia del alelo T podria deberse
al criterio del productor para la seleccion de los
sementales, ya que se basan en el tipo racial del
animal sin considerar la informacion de los re-
gistros genealdgicos y productivos relacionados
con la produccion de leche y calidad de carne.

La identificacion de genotipos para los alelos
Ty C, permitiria disefiar apareamientos para in-
crementar la frecuencia del alelo T y coadyuvar
al mejoramiento de la eficiencia productiva en
hatos de bovinos Suizo Americano.
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