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Frecuencias genotipicas del polimorfismo CAPN4751, hallado en el gen de Calpaina,
en reproductores bovinos de la provincia del Chaco
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Resumen

Con el objeto de caracterizar genéticamente a un grupo de doce (n=12) reproductores bovinos
en funcion de un polimorfismo genético del gen codificador de la Calpaina (CAPN) se
extrajeron muestras sanguineas de reproductores bovinos de un establecimiento productor del
Chaco. Las mismas se conservaron anticoaguladas con EDTA, siendo almacenadas
posteriormente a -20°C en tubos correctamente rotulados con la identificacion del animal del
gue procedia hasta el momento de su procesamiento en el Servicio de Biologia Molecular de
la Facultad de Ciencias Veterinarias. Se efectud la extraccion de ADN utilizando el detergente
CTAB (Bromuro de cetil trimetilamonio) para la digestidén celular. Se realiz6 purificacion de
acidos nucleicos por incubacion con cloroformo:alcohol isoamilico y posterior precipitacidon
con isopropanol. El precipitado se lavo con etanol 70% y luego se resuspendié en agua
destilada, conservandose a -20°C hasta su utilizacion. Posteriormente se realizaron reacciones
de amplificacion de &cidos nucleicos, utilizando los oligonucledtidos sintéticos descriptos por
Corva et al., 2007 que flanquearon la zona de interés y una posterior digestion con enzimas de
restriccion que pusieron en evidencia dicho polimorfismo. La amplificacion por PCR de un
segmento del gen se realizd en un volumen final de 25pl, conteniendo: 1X de Buffer de PCR,
1,5 mM MgCl2; 0,25 mM de cada oligonucledtido cebador; 0,2mM de una mezcla
equimolecular de dNTPs 'y 1U de Tag ADN polimerasa. La mezcla se sometio a las siguientes
condiciones de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, seguida de 35
ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 45 seg, pegado de oligonucle6tidos cebadores a
74°C durante 45 seg, extension a 72°C durante 45 seg y extensidn final a 72°C durante 5 min,
finalizando con incubacion a 4°. Los resultados fueron analizados sometiendo los productos a
electroforesis en geles de agarosa 2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados por
transiluminacion UV. Se amplificé un fragmento de 215pb que luego fue sometido a digestion
con la enzima Bse DI usando 10pl de los productos de amplificaciéon obtenidos anteriormente,
en un volumen final de 20pl, conteniendo las siguientes concentraciones finales de reactivos:
1X de buffer de restriccion y 20U de la enzima Bse DI. La incubacion se realiz6 a 55°C por 4
hs. Como resultado de la digestién enzimatica, el tamafio de los fragmentos obtenidos luego
de la electroforesis en geles de agarosa 2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados por
transiluminacion UV fue: C/C (homocigota favorable) 126pb y 89pb; C/T (heterocigota)
215pb, 126pb y 89pb; y T/T (homocigota desfavorable) 215pb, observando una frecuencia de
alelos tiernos (“C”) de 0,58, con un 41,7% de homocigocis y un 33,3% de heterocigocis.
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