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Efecto de marcadores genéticos moleculares en genes inducibles
por hipoxia de bovinos criollos y Brown Swiss criados

en los Andes de Perú

Effect of molecular genetic markers on hypoxia-inducible genes of Creole and
Brown Swiss cattle raised in the Peruvian Andes

Gonzalo W. Gonzales Aparicio1,3,4, Marcos Calderon Montes1,
Gustavo A. Gutierrez Reynoso1, Federico Abel Ponce de León Bravo2

RESUMEN

Los genomas de 41 bovinos de cinco razas existentes en la base de datos del SRA-
NCBI, fueron usados para identificar 17 polimorfismos de nucleótido simple (PNSs), los
cuales generan mutaciones no sinónimas en 10 genes inducibles por hipoxia. De ese
total, solo tres PNSs ubicados en las posiciones c.1081G>C, c.2089G>A y c.2101G>A de
los exones 7 y 12 del gen EPAS1 tuvieron frecuencias alélicas diferentes entre bovinos
cárnicos y lecheros (p<0.05). Basados en los resultados del análisis bioinformático de los
genomas, se eligieron regiones exónicas de los genes EPAS1, NOS2, EPO y VEGFA, que
fueron estudiadas en 60 muestras de ADN de bovinos criollos y Brown Swiss criados en
la región altoandina (3213-4309 msnm). Los bovinos fueron agrupados por su concentra-
ción de hemoglobina (Hb) en Brown Swiss con Hb alta (BSHbA) (n=13), Brown Swiss
con Hb baja (BSHbB) (n=11), criollos con Hb alta (CRHbA) (n=13) y criollos con Hb baja
(CRHbB) (n=12); además se tuvo un grupo de Brown Swiss con mal de altura (BSMA)
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(n=11). Los amplicones generados fueron secuenciados con la metodología Sanger, iden-
tificándose 10 PNSs. No se encontraron asociaciones entre estos PNSs y los grupos
considerados. Únicamente un PNS ubicado en la posición intrónica Cr.19: 19403681T>C
del gen NOS2 tuvo frecuencia diferente entre bovinos criollos y Brown Swiss (p<0.05);
además dicho PNS se encontró ligado a otros dos que están ubicados en el exón 12 del
mismo gen.

Palabras clave: genoma, haplotipo, desequilibrio de ligamiento, frecuencia de alelo me-
nor, mal de pecho

ABSTRACT

The genomes of 41 bovines of five breeds, existing in the SRA-NCBI database,
were used to identify 17 single nucleotide polymorphisms (SNPs) which generate non-
synonymous mutations in 10 hypoxia-inducible genes. Of this, only three SNPs located
in positions c.1081G>C, c.2089G>A and c.2101G>A of exons 7 and 12 of the EPAS1 gene
had different allelic frequencies between beef and dairy cattle (p<0.05). Based on the
results of the bioinformatic analysis of the genomes, exonic regions of the EPAS1, NOS2,
EPO and VEGFA genes were chosen, which were studied in 60 DNA samples from Creole
and Brown Swiss cattle raised in the high Andean region (3213-4309 m above sea level).
The cattle were grouped by their haemoglobin concentration (Hb) in Brown Swiss with
high Hb (BSHbA) (n=13), Brown Swiss with low Hb (BSHbB) (n=11), Creoles with high
Hb (CRHbA) (n=13) and Creoles with low Hb (CRHbB) (n=12); in addition, there was a
Brown Swiss group with brisket disease (BSMA) (n=11). The generated amplicons were
sequenced with the Sanger methodology, identifying 10 SNPs; however, no associations
were found between these SNPs and the groups considered. Only one SNP located at the
intronic position Cr.19: 19403681T>C of the NOS2 gene had a different frequency between
Creole and Brown Swiss cattle (p<0.05). In addition, that SNP was found linked to two
others that are in exon 12 of the same gene.

Key words: genome, haplotype, linkage disequilibrium, minor allele frequency, brisket
disease

vasoconstricción de las arteriolas pulmonares
ocasiona un incremento de la resistencia al
flujo sanguíneo en la que también participa el
grado de viscosidad de la sangre como resul-
tado del elevado número de glóbulos rojos,
teniendo un efecto en la hipertensión arterial
(Vogel et al., 2003). Dicha condición es usual
en bovinos criados en ambientes como los
Andes, donde los bovinos presentan recuen-
tos altos de glóbulos rojos (RGR), hematocrito
(HCT) y hemoglobina (Hb) (Claxton y Ortiz,
1996; Ocampo, 2004). Sin embargo, pobla-
ciones de bovinos criados en las tierras altas
de Etiopía presentan valores hematológicos

INTRODUCCIÓN

El ganado bovino criado en tierras altas
presenta respuestas fisiológicas que determi-
nan su grado de aclimatación a dicho entor-
no; destacándose la hipertensión arterial
pulmonar como el carácter más asociado a
dicha aclimatación (Holt y Callan, 2007; Zeng,
2016). Esta característica está determinada
por el incremento del tejido muscular de las
arteriolas pulmonares, reduciendo su diáme-
tro interno, a diferencia de otros bóvidos como
los yaks (Durmowicz et al., 1993). La
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y de presión arterial pulmonar (PAP) bajos, a
pesar de estar expuestos al estímulo hipóxico
crónico, de allí que se les considera como
animales adaptados a ese ambiente (Wuletaw
et al., 2011).

Para identificar las características
genéticas que permiten la aclimatación y
adaptación a la altura de especies animales,
entre ellas el bovino, se han estudiado diver-
sos genes, entre ellos el gen denominado pro-
teína 1 para dominio endotelial PAS (EPAS1)
(Hara et al., 1999; Simonson et al., 2010,
Newman et al., 2011; Wang et al., 2014).
Este gen codifica el factor inducible por
hipoxia tipo 2 alfa (HIF2α), subunidad alfa
sensible al oxígeno, de un heterodímero re-
sultante de la unión con la subunidad común
beta o translocador nuclear del receptor de
aril hidrocarburos (ARNT) codificado por el
gen ARNT. El heterodímero es altamente ex-
presado en células endoteliales vasculares y
tiene participación en la sobrerregulación de
diversos genes como respuesta al estímulo
hipóxico; entre ellos, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFA) y la
eritropoyetina (EPO) (Hara et al., 1999).

En el gen EPAS1 se han encontrado
mutaciones o polimorfismos de nucleótido
simple (PNSs) en las posiciones de
c.G1816G>A y c.1828G>A del exón 12, am-
bos formando un mismo haplotipo y generan-
do variación en la secuencia de los
aminoácidos p.A606T y p.G610S pertene-
cientes al dominio de degradación dependiente
de oxígeno ODDD (Newman et al., 2015;
Heaton et al., 2016) y que están presentes
en el 75% de bovinos Angus con PAP mayor
a 50 mmHg (Newman et al., 2015). Ade-
más, se han encontrado otras mutaciones no
sinónimas en los exones 7, 9, 12 y 13 que
generan variaciones en las posiciones
p.E270Q, p.P362L, p.A671G y p.L701F per-
tenecientes a los dominios PAS-B, e ID de la
proteína (Heaton et al., 2016). En equinos se
encontró una mutación en la posición
p.R144C que es conservada en diferentes
especies animales, la cual amplifica la res-
puesta transcripcional mediada por EPAS1

como respuesta a la hipoxia sobre genes de
endotelina 1 (EDN1), lactato deshidrogenasa
A (LDHA), supresor tumoral von Hippel-
Lindau (VHL) y EPO (Liu et al., 2019).

En cuanto al gen EPO, se ha encontra-
do una mutación con deleción en la posición
c.32delG del exón 2 que ocasiona una modi-
ficación del marco abierto de lectura (ORF)
produciendo ARNm de cadena más corta, el
cual genera eritropoyetina de cadena corta
en mayor concentración en ciertos individuos
que padecen de eritrocitosis (Zmajkovic et
al., 2018). Por otro lado, en poblaciones de
patos adaptados a condiciones de vida a gran
altitud se encontraron PNSs en genes como
el óxido nítrico sintetasa NOS, EPAS1, y fac-
tor inducible por hipoxia egl-9 homologo 1
(EGLN) destacándose la presencia de muta-
ciones no sinónimas en los exones 6 y 12 del
gen EPAS1 y en el EGLN se encontró un
PNS ubicado en el exón 2 que no generó una
variación en el aminoácido (Graham y
McCracken, 2018). Por su parte, el gen del
factor inducible por hipoxia HIF1 expresado
en condiciones de hipoxia actúa como regu-
lador maestro de la homeostasis de oxígeno
bajo condiciones de hipoxia (Semenza, 2005),
en un proceso de cascada el cual media en la
expresión de algunos de los genes antes des-
critos como el EPO y VEGFA (Gilbert-Kawai
et al., 2014) y de genes implicados en el trans-
porte y metabolismo de la glucosa como el
transportador de solutos familia 2 miembro 1
(SLC2A1) o GLUT-1 en diferentes tejidos
(Hayashi et al., 2004; Shao et al., 2014).

En lo que respecta al análisis del ADN
de varias especies, se cuenta con informa-
ción genómica generada por diversos grupos
de investigadores que guardan archivos en
repositorios como el perteneciente al NCBI
(Stothard et al., 2015; Das et al., 2015). La
información es libre y además se dispone de
herramientas bioinformáticas que permiten
evaluar regiones del genoma a fin de identifi-
car PNSs que puedan servir como marcado-
res asociados a determinadas características
de interés. En ese sentido, el presente estu-
dio tuvo como objetivo identificar marcado-
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res genéticos de tipo PNS en regiones exó-
nicas de 10 genes inducibles por hipoxia usan-
do los genomas de un grupo de 41 bovinos de
varias razas bovinas cárnicas y lecheras.
Asimismo, verificar la existencia de algunos
de estos PNSs en regiones exónicas de cua-
tro genes previamente evaluados y su posi-
ble asociación basada en la variación de sus
frecuencias alélicas respecto a grupos de
bovinos Brown Swiss con mal de altura y de
bovinos criollos y Brown Swiss criados en
los Andes que expresaron valores extremos
de Hb, toda vez que estas poblaciones son
consideradas como rústicas y adaptadas a la
altura.

MATERIALES Y MÉTODOS

En una primera etapa se identificaron
los PNSs en regiones exónicas de los genes
EPAS1, HIF1a, EDN1, ARNT, HIF3a,
VEGFA, EPO, NOS2, EGLN y SLC2A1, a
fin de ubicar mutaciones no sinónimas en las
secuencias de ADN. Para ello se empleó la
información genómica de 41 bovinos Brown
Swiss (n=6), Holstein (11), Jersey (8),
Aberdeen Angus (9) y Simmental (7), exis-
tente en la base de datos Sequence Read
Archive (SRA) del National Center for
Biotechnology Information (NCBI, EEUU)
(Cuadro 1). La información de los genomas
fue descargada en el servidor de la Universi-
dad Nacional Agraria La Molina (UNALM)
para su análisis:

- La identificación de los PNSs se efec-
tuó mediante el alineamiento de las se-
cuencias obtenidas y el genoma de refe-
rencia ARS-UCD1.2 disponible en el
NCBI (GCF_002263795.1), utilizando las
herramientas bioinformáticas Alineador
Burrows-Wheeler (BWA), Picard tools,
SamTools y BcfTools;

- En la indexación con el genoma de refe-
rencia se emplearon las herramientas
BWA y SamTools (Li et al., 2009; Li y
Durbin, 2010);

- En la creación de la secuencia «diccio-
nario», el ordenamiento, la marcación de
duplicados, la indexación y la unión de
archivos se empleó la herramienta Picard
tools (Picard Toolkit, 2019);

- El alineamiento de lecturas se hizo con
la herramienta BWA;

- La identificación y llamado de variantes
se hizo con la herramienta BcfTools
(BCF Tools, 2019).

Se obtuvo archivo de extensión .vcf con
peso de 19.8 GB, del cual se extrajeron los
PNSs ubicados en las coordenadas corres-
pondientes a los genes antes referidos,
generándose archivos FASTA con las varian-
tes encontradas. Estos archivos fueron ali-
neados con sus correspondientes archivos de
ARNm y de proteínas codificadas existentes
en la base de datos de NCBI (Códigos de
referencias en el Cuadro 2), usando las he-
rramientas Mega Blast (https://blast.-
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y Splign (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/suti ls/splign/
splign.cgi). De esta manera se identificaron
los PNSs que generaban variación en la co-
dificación de los aminoácidos de la proteína
resultante. Para este grupo de PNSs se cal-
cularon las frecuencias del alelo menor (MAF
en inglés), el equilibrio de Hardy-Weinberg, y
el distanciamiento genético usando la prueba
G (Sokal y Rohlf, 1995), existentes entre los
dos grupos conformados por bovinos produc-
tores de carne y leche empleando el progra-
ma GENEPOP v. 4.7. (https://genepop.-
curtin.edu.au/). Por último, se efectuó un es-
tudio de desequilibrio de ligamiento (LD, por
la sigla en inglés) entre PNSs y la identifica-
ción de posibles haplotipos usando el algorit-
mo denominado columna sólida de LD del
programa Haploview v.4.2 (Barret et al.,
2005)

En la segunda parte del estudio se eli-
gieron cuatro regiones exónicas de los genes
EPAS1, EPO, VEGFA y NOS2 a partir de los
resultados del análisis bioinformático previo.
Para ello, se emplearon 60 muestras de ADN
provenientes de bovinos criollos y Brown
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Swiss criados en zonas altoandinas de las
regiones Cusco, Pasco y Puno, Perú, en
altitudes comprendidas entre 3213 y 4309
msnm. Estas muestras fueron seleccionadas
dentro de un grupo de 323 bovinos de los que
se analizaron sus características hematoló-
gicas en un estudio comparativo entre gru-
pos raciales criados en condiciones altoan-
dinas. Las muestras de ADN de los 60 indi-
viduos fueron distribuidas en cuatro grupos
diferenciados por su concentración de Hb
(alta: 15.25±0.81 g/dl; baja: 9.59±1.40 g/dl),
dividiéndose en Brown Swiss con Hb alta
(BSHbA) (n=13), Brown Swiss con Hb baja
(BSHbB) (n=11), criollos con Hb alta
(CRHbA) (n=13) y criollos con Hb baja
(CRHbB) (n=12); además de un quinto gru-
po formado por 11 bovinos Brown Swiss con
mal de altura (BSMA) que tuvieron una con-
centración de Hb de 15.77±2.82 g/dl.

Exones seleccionados de los genes des-
critos anteriormente fueron amplificados
mediante la reacción en cadena de polimerasa
(PCR) usando los cebadores que se detallan
en el Cuadro 3. Las muestras fueron prepa-
radas de manera que se obtuvieran volúme-
nes de 50 µl con una concentración mínima
de ADN de 60 ng/µl. Los amplicones fueron

corridos en gel de agarosa al 1.5% para ob-
servar la calidad de las bandas y tamaño del
amplicón generado. Luego, las muestras fue-
ron remitidas para su secuenciación median-
te metodología Sanger. Los resultados obte-
nidos (archivos .bsf1) fueron analizados con
el programa BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 1999) y la
herramienta Clustal Omega, mediante el ali-
neamiento de las secuencias de los exones
amplificados para cada gen dentro de cada
grupo de animales. Los resultados de este
análisis fueron empleados para determinar las
frecuencias alélicas de los PNSs y diferen-
cias poblacionales entre grupos raciales y
entre grupos según la concentración de Hb.
También se calcularon los correspondientes
LDs y se identificaron los haplotipos tal y
como fue descrito anteriormente.

RESULTADOS

Análisis Bioinformático de 41 Genomas
Bovinos

Se encontraron 79 PNSs en las regio-
nes exónicas de los 10 genes evaluados. De
estos, 17 PNSs no son sinónimos, ocasionan-
do una variación en la secuencia de
aminoácidos (Cuadro 4).

Cuadro 1. Códigos de referencia de los genomas bovinos empleados para el estudio 
bioinformático  

 

Holstein Aberdeen Angus Simmental Jersey Brown Swiss 

SRR1262663H SRR1262630A SRR1262806S SRR1262789J ERR2561415B 
SRR1262755H SRR1262651A SRR1262818S SRR1262790J ERR2561395B 
SRR1262787H SRR1293227A SRR1262831S SRR1262791J ERR1766310B 
SRR1262788H SRR1262647A SRR1262833S SRR1262802J ERR1746320B 
SRR1262785H SRR1262628A SRR1262839S SRR1262797J ERR1746326B 
SRR1262780H SRR1262648A SRR1262846S SRR1262803J ERR1747023B 
SRR1262756H SRR1262644A SRR1262815S SRR1262794J  
SRR1262664H SRR1262659A  SRR1262793J  
SRR1262539H SRR1262633A    
SRR1262660H     
SRR1262754H     
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Cuadro 2. Códigos de referencia de genes, ARNm y proteínas empleadas para el análisis 
bioinformático  

 

Gen 
Referencia de la secuencia – NCBI, USA 

Genómico ARNm Proteína 

EPAS1 NC_037338.1 NM_174725.2 NP_777150.1 
EPO NC_037352.1 NM_173909.2 NP_776334.1 
SLC2A1 NC_037330.1 NM_174602.2 NP_777027.1 
HIF1a NC_037337.1 NM_174339.3 NP_776764.2 
VEGFA NC_037350.1 NM_001316955.1 NP_001303884.1 
NOS2 NC_037346.1 NM_001076799.1 NP_001070267.1 
ARNT NC_037330.1 NM_173993.1 NP_776418.1 
EDN1 NC_037350.1 NM_181010.2 NP_851353.1 
HIF3a NC_037345.1 NM_001105342.1 NP_001098812.1 
EGLN1 NC_037355.1 XM_024986696.1 XP_024842464.1 

 

Cuadro 3. Cebadores diseñados para PCR de muestras de ADN de bovinos Brown Swiss y 
criollos (Perú) 

 

Loci Referencia Cebador 
Longitud 

(pb) 
Localización 

L1 
EPAS1 
Exon7 

F: GGGGTGAGAGTTAGGGAACC 
R: CTCAAGGCCAGATTCCACAG 

423 
Cr11: 28650676 + 

28651098 

L2 
VEGFA 

Segmento 7 
F: CGAGCCCGGAAGATTAGAG 
R: TCCTCCACCAACGTCTCTTC 

668 
Cr23: 17296368+ 

17297035 

L3 
EPO 

exon5 
F: AGAAGGGCCCATCCATTCTA 
R: CAGTCCATCCTGTCCCTGTT 

622 
Cr25: 35873365- 

35873986 

L4 
NOS2 

exon12 
F: AGAGACATGTGGCCCCTCTT 
R: GGATTTGTCACAAGGCTGCT 

548 
Cr19:19403459- 

19404006 

 

Al comparar las frecuencias alélicas
entre los grupos de bovinos cárnicos y leche-
ros se observaron diferencias en tres PNSs
del gen EPAS1 ubicados en c.1081G>C del
exón 7 (p<0.05) y c.2089G>A (p<0.05),
c.2101G>A (p<0.01), ambos en el exón 12.
El tercer PNS ubicado en la posición
c.1358C>T del exón 9 no tuvo una frecuen-
cia diferente entre bovinos cárnicos y leche-

ros (p>0.05). Asimismo, el resto de PNSs no
tuvo una frecuencia alélica diferente entre
los grupos cárnicos y lecheros (Cuadro 5).

Luego de efectuar el análisis general de
desequilibrio de ligamiento (LD) con las 41
muestras, se observó que los dos PNSs del
gen EPAS1 ubicados en el exón 12 presenta-
ron una puntuación de logaritmo de probabili-
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Cuadro 4. Polimorfismos de nucleótido simple (PNSs) identificados en 41 genomas bovinos 
que generan mutaciones no sinónimas en 10 genes inducibles por hipoxia  

 

N.º Gen 
Posición 
genómica 

(ARS-UCD1.2) 
Exón ARNm 

PNS Codón Aminoácido 

Ref Alt Ref Ref Alt Posición 

1 EPAS1 Cr.11: 28809802 7 c.1081 G C GAA E(Glu) Q(Gln) p.270 
2 EPAS1 Cr.11: 28817869 9 c.1358 C T CCG P(Pro) L(Leu) p.362 
3 EPAS1 Cr.11: 28821484 12 c.2089 G A GCC A(Ala) T(thr) p.606 
4 EPAS1 Cr.11: 28821496 12 c.2101 G A GGT G(Gli) S(Ser) p.610 
5 EPO Cr.25: 35873867 5 c.457 C T GCA A(Ala) T(thr) p.153 
6 HIF1a Cr.10: 73857457 2 c.482 G C CGT R(Arg) P(Pro) p.183 
7 HIF1a Cr.10: 73875740 12 c.2064 A G ATG M(Met) V(Val) p.629 
8 VEGFA Cr.23: 17296719 7 c.2262 C T ACG T(Thr) M(Met) ND 
9 VEGFA Cr.23: 17296773 7 c.2316 G A CGA R(Arg) Q(Gln) ND 
10 NOS2 Cr.19: 19403710 12 c.1543 A G TTC F(Fen) L(Leu) p.515 
11 NOS2 Cr.19: 19402899 13 c.1594 C T GCC A(Ala) T(Thr) p.532 
12 NOS2 Cr.19: 19400180 16 c.1961 G A GCC A(Ala) V(Val) p.654 
13 NOS2 Cr.19: 19399220 17 c.2131 G A CTC L(Leu) F(Fen) p.711 
14 ARNT Cr.3: 19935387 8 c.853 G T GTG V(Val) L(Leu) p.285 
15 EDN1 Cr.23: 44159580 4 c.782 C T GGA G(Gly) R(Arg) p.164 
16 EDN1 Cr.23: 44161432 2 c.422 G T CCC P(Pro) T(Thr) p.44 
17 HIF3a Cr.18: 53579258 10 c.1189 C G CTG L(Leu) V(Val) p.392 

En color rojo ubicación de PNS dentro de codón 
ARNm: ARN mensajero; Ref: Referencia; Alt: Alterno; ND: no definido  

dades (LOD en inglés) de 5.33 y r2 de 0.70.
Cabe señalar que cuando se compararon los
grupos de bovinos cárnicos y lecheros de for-
ma independiente, no se observó dicho
ligamiento en estos últimos, mientras que en
el grupo de bovinos cárnicos el ligamiento tuvo
una puntuación LOD de 3.95 y r2 de 0.82.

Por otro lado, con el análisis general de
las 41 muestras, se observó que dos PNSs
del gen NOS2 ubicados en las posiciones
c.1961G>A (exon16) y c.1594C>T (exón 13)
tuvieron una puntuación LOD de 7.41 y un r2

de 0.61, pero cuando se analizaron únicamente
a bovinos cárnicos se observó un ligamiento
entre los PNSs c.1594C>T (exón 13) y Cr.19:

19403681T>C (intrón 12), los cuales tuvie-
ron una puntuación LOD de 2.14 y r2 de 0.52;
mientras que en bovinos lecheros, se obser-
vó el ligamiento entre los PNSs c1594C>T
(exón 13) y c.1961G>A (exón 16) con una
puntuación LOD de 5.9 y r2 de 0.75, y estos
a su vez estuvieron ligados con un tercer PNS
ubicado en la posición Cr.19: 19403681T>C
(intrón 12), con puntuaciones LOD de 8.57 y
6.68, y r2 de 0.92 y 0.83, respectivamente.

Considerando las 41 muestras, se ob-
servaron otros PNSs que al parecer están
ligados o son coheredados. Estos fueron el
c.2316G>A ubicado en el exón 7 del gen
VEGFA con el c.782C>T (exón 4) del gen
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Cuadro 5. Frecuencia del alelo menor (MAF) y equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) de 
PNSs en genomas de bovinos 
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EPAS1 Cr.11: 
28809802 

7 G>C 0.48 0.32 - 0.06 - 0.00 1.00 0.160 - 0.00 - 0.00 - 0.000 0.021 

EPAS1 Cr.11: 
28817869 

9 C>T 1.00 0.09 - 0.06 - 0.00 1.00 0.060 - 0.00 1.00 0.14 1.00 0.063 1.000 

EPAS1 Cr.11: 
28821484 

12 G>A - 0.05 - 0.00 - 0.00 - 0.020 0.46 0.33 - 0.00 1.00 0.188 0.038 

EPAS1 Cr.11: 
28821496 

12 G>A - 0.00 - 0.00 - 0.00 - 0.000 1.00 0.39 - 0.00 1.00 0.219 0.001 

EPO Cr.25: 
35873867 

5 C>T 1.00 0.14 0.21 0.19 - 0.08 0.38 0.140 - 0.06 - 0.07 1.00 0.063 0.316 

HIF1a Cr.10: 
73857457 

2 G>C - 0.05 - 0.00 - 0.00 - 0.020 - 0.00 - 0.00 - 0.000 1.000 

HIF1a Cr.10: 
73875740 

12 A>G - 0.00 - 0.00 - 0.00 - 0.000 - 0.00 - 0.07 - 0.031 0.388 

VEGFA Cr.23: 
17296719 

12 C>T - 0.05 - 0.00 - 0.08 1.00 0.004 1.00 0.28 - 0.00 0.30 0.156 0.105 

VEGFA Cr.23: 
17296773 

7 G>A 0.55 0.41 - 0.00 - 0.08 1.00 0.200 - 0.06 - 0.07 1.00 0.063 0.111 

NOS2 Cr.19: 
19403710 

12 A>G 0.51 0.27 1.00 0.25 - 0.08 0.30 0.220 - 0.00 0.44 0.29 0.20 0.125 0.390 

NOS2 Cr.19: 
19402899 

13 C>T 0.26 0.45 1.00 0.13 1.00 0.41 1.00 0.380 0.49 0.39 1.00 0.43 1.00 0.406 0.817 

NOS2 Cr.19: 
19400180 

16 G>A 0.09 0.50 1.00 0.13 1.00 0.42 0.41 0.360 0.49 0.39 1.00 0.36 0.59 0.375 1.000 

NOS2 Cr.19: 
19399220 

17 G>A - 0.00 0.20 0.19 - 0.00 0.06 0.060 - 0.00 - 0.00 - 0.000 0.276 

ARNT Cr.3: 
19935387 

8 G>T - 0.00 1.00 0.13 1.00 0.25 1.00 0.100 - 0.00 - 0.00 - 0.000 0.085 

EDN1 Cr.23: 
44159580 

4 C>T 1.00 0.14 - 0.00 - 0.00 1.00 0.060 - 0.00 - 0.00 - 0.000 0.278 

EDN1 Cr.23: 
44161432 

2 G>T 1.00 0.14 - 0.00 - 0.00 1.00 0.060 1.00 0.11 - 0.00 1.00 0.063 1.000 

HIF3a Cr.18: 
53579258 

10 C>G 1.00 0.41 1.00 0.19 0.39 0.42 1.00 0.380 1.00 0.11 1.00 0.36 0.27 0.344 0.815 

NOS2 Cr.19: 
19403571 

I.12 G>A 1.00 0.14 - 0.06 - 0.00 1.00 0.080 1.00 0.33 - 0.00 0.44 0.188 0.180 

NOS2 Cr.19: 
19403681 

I.12 T>C 0.09 0.50 1.00 0.13 1.00 0.42 0.41 0.360 1.00 0.28 1.00 0.43 0.59 0.344 1.000 

EPO Cr.25: 
35873425 

5 C>T 1.00 0.18 - 0.00 1.00 0.08 1.00 0.120 - 0.06 - 0.00 - 0.031 0.239 

VEGFA Cr.23: 
17296897 

7 G>T 0.14 0.14 0.39 0.25 - 0.08 0.08 0.160 1.00 0.11 1.00 0.14 1.00 0.125 0.759 

SLC2A1 Cr.3: 
103320850 

2 C>T 1.00 0.32 - 0.06 - 0.00 0.49 0.160 0.34 0.22 - 0.00 0.19 0.125 0.759 

Conjunto   0.91  0.97  0.99  0.98  0.99  1.00  0.98  0.038 

I.12: Intrón 12 
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EDN1 y entre los PNSs c.1081G>C del gen
EPAS1 con c.2316G>A del gen VEGFA.
(LOD: 2.06). Sin embargo, en el caso espe-
cífico de bovinos lecheros se observó una
puntuación LOD de 2.04 entre c.2316G>A
del gen VEGFA y el c.233C>T del gen
SLC2A1.

En lo que se refieren a los haplotipos
del gen EPAS1, en el grupo de bovinos
cárnicos se observó un bloque de cinco
haplotipos formados por el PNS del exón 9 y
los dos reportados en el exón 12. Estos fue-
ron CGG (71.9%), CAA (18.8%), TGG
(6.3%) y CGA (3.1%). En el caso de los bo-
vinos lecheros se obtuvo un grupo de cinco
haplotipos formados por los PNSs de los
exones 7, 9, y uno del exón 12 (c.2089G>A);

de ellos, los haplotipos GCG (79.2%), CCG
(12.8%), GTG, (4.8%) tuvieron una mayor
frecuencia.

En el gen NOS2 en bovinos lecheros se
observó un bloque conformado por siete
haplotipos con los PNSs c.2131G>A,
c.1961G>A, c.1594C>T, Cr.19: 194035-
71G>A y Cr.19: 19403681T>C. Los haplo-
tipos más frecuentes fueron GGCGT
(53.9%), GATGC (28.0%), AGCGT (6.0%)
y GATAC (5.9%). Para el caso de los bovi-
nos cárnicos se observó un bloque de siete
haplotipos formados por los PNSs c.1594C>T,
Cr.19: 19403571G>A, Cr.19: 19403681T>C
y c.1543A>G, siendo los más frecuentes
CGTA (44.3%), TGCA (21.2%), CGTG
(11.8%).

Cuadro 6. Frecuencia del alelo menor (MAF)y equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) de 
polimorfismos de nucleótido simple (PNSs) no sinónimos observados en bovinos 
criados en los Andes peruanos 
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EPAS1 Cr.11: 28809802 7 G>C 1.00 0.041 0.13 0.087 0.427 0.20 0.100 1.00 0.029 0.124 
NOS2 Cr.19: 19403571 I. 12 G>A 1.00 0.136 1.00 0.136 1.000 1.00 0.140 1.00 0.133 1.000 
NOS2 Cr.19: 19403681 I. 12 T>C 0.56 0.182 0.54 0.227 0.630 1.00 0.100 0.62 0.283 0.017 
NOS2 Cr.19: 19403710 12 A>G 1.00 0.061 1.00 0.068 1.000 1.00 0.060 1.00 0.067 1.000 
NOS2 Cr.19: 19403717 12 C>T 0.55 0.152 0.54 0.182 0.794 0.55 0.220 1.00 0.117 0.197 
EPO Cr.25: 35873425 5 C>T 1.00 0.203 1.00 0.150 0.619 1.00 0.208 0.56 0.167 0.632 
EPO Cr.25: 35873867 5 C>T 1.00 0.081 -- 0.025 0.278 1.00 0.083 1.00 0.046 0.452 

VEGFA Cr.23: 17296719 7 C>T 1.00 0.106 1.00 0.068 0.528 1.00 0.063 1.00 0.113 0.509 
VEGFA Cr.23: 17296773 7 G>A 1.00 0.121 1.00 0.136 1.000 1.00 0.146 1.00 0.113 0.577 
VEGFA Cr.23: 17296897 7 G>T 0.22 0.091 0.65 0.136 0.541 1.00 0.063 0.09 0.145 0.228 

Conjunto   0.99  0.96  0.993 0.99  0.93  0.409 

I.12: Intrón 12 
Hemoglobina alta (15.25±0.81 g/dl); baja: (9.59±1.40 g/dl)  
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PNSs en ADN de Bovinos Criollos y
Brown Swiss

Al secuenciar las 60 muestras de bovi-
nos locales, se identificaron 10 PNSs en los
amplicones obtenidos de los cuatro genes
considerados. Estos guardan corresponden-
cia con las posiciones identificadas en los 41
genomas presentados en los cuadros 4 y 5.

Al comparar las frecuencias alélicas de
estos PNSs entre bovinos criollos y Brown
Swiss, solo fueron diferentes para dos PNSs
ubicados en las posiciones Cr.19:
19403681T>C (intrón 12) y c.1536C>T (exón
12) del gen NOS2. Este último PNS no ge-
nera una variación en la secuencia de
aminoácidos p.E512E del producto. También
se pudo observar que la frecuencia del PNS

Cuadro 7. Frecuencia del alelo menor (MAF) y equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) de 
polimorfismos de nucleótido simple (PNSs) observados en bovinos por raza y 
nivel de hemoglobina dentro de raza  
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EPAS1 
Cr.11: 

28809802 
7 G>C -- 0.046 -- 0.039 -- 0.000 -- 0.039 0.25 0.167 0.255 

NOS2 
Cr.19: 

19403571 
I. 12 G>A 1.00 0.278 -- 0.046 1.00 0.100 1.00 0.115 1.00 0.167 0.334 

NOS2 
Cr.19: 

19403681 
I. 12 T>C 0.46 0.333 1.00 0.182 0.22 0.350 1.00 0.077 1.00 0.125 0.103 

NOS2 
Cr.19: 

19403710 
12 A>G -- 0.000 1.00 0.091 1.00 0.100 1.00 0.077 -- 0.042 0.737 

NOS2 
Cr.19: 

19403717 
12 C>T -- 0.056 1.00 0.182 1.00 0.100 0.37 0.192 1.00 0.250 0.447 

EPO 
Cr.25: 

35873425 
5 C>T 1.00 0.091 1.00 0.231 1.00 0.167 1.00 0.269 1.00 0.136 0.525 

EPO 
Cr.25: 

35873867 
5 C>T -- 0.000 1.00 0.077 -- 0.056 1.00 0.154 -- 0.000 0.117 

VEGFA 
Cr.23: 

17296719 
7 C>T 1.00 0.150 1.00 0.091 1.00 0.100 1.00 0.083 -- 0.042 0.835 

VEGFA 
Cr.23: 

17296773 
7 G>A 1.00 0.100 1.00 0.091 1.00 0.150 1.00 0.167 1.00 0.125 0.946 

VEGFA 
Cr.23: 

17296897 
7 G>T -- 0.050 -- 0.182 -- 0.200 -- 0.042 -- 0.083 0.365 

Conjunto   0.999  1.000  0.993  1.000  0.999  0.255 

I.12: Intrón 12 
Hemoglobina (Hb) alta (15.25±0.81 g/dl); baja: (9.59±1.40 g/dl) 
BSMA: Brown Swiss con mal de altura, BSHbA: Brown Swiss con Hb alta, BSHbB: Brown Swiss con Hb 
baja, CRHbA: Criollo con Hb alta, CRHbB: Criollo con Hb baja  
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c.1081G>C del gen EPAS1 fue de 0.10 en
los bovinos criollos y en los bovinos CRHbB
llegó a 0.17 (Cuadro 7). Además, cuando se
agruparon las muestras en los dos grupos
generales diferenciados por la concentración
de Hb no se pudo apreciar diferencias en las
frecuencias alélicas que pudieran estar aso-
ciadas con dichos grupos (p>0.05) (Cuadro
6). Tampoco se apreciaron diferencias en las
frecuencias de alelos entre los bovinos con
mal de altura y los otros cuatro grupos de
bovinos criollos y Brown Swiss (Cuadro 7).

En lo referido al análisis de desequili-
brio de ligamiento de los PNSs, en el grupo
Brown Swiss se observó la existencia de
ligamiento entre los dos PNSs del gen NOS2
ubicados en las posiciones c.1543A>G y
c.1536C>T, ambas dentro del exón 12, con
una puntuación LOD de 3.1 y un r2 0.54. En
el grupo BSHbB, el ligamiento tuvo una pun-
tuación LOD de 2.2 y un r2 de 1.0. Además,
en este grupo racial se identificó un bloque for-
mado por cuatro haplotipos constituidos por los
PNSs Cr.19: 19403681T>C, c.1543A>G y
c.1536C>T del gen NOS2: TAC, CAC, TGT y
TAT existentes en el 61, 28, 6 y 5% del grupo;
mientras que en los bovinos criollos se observó
un bloque conformado por los dos últimos PNSs
del gen NOS2 antes referidos, encontrándose
tres haplotipos: AC, AT, GT en el 78,16 y 6%
de los animales de este grupo.

Otro análisis para identificar haplotipos
considerando esta vez a los 10 PNSs de los
cuatro genes estudiados, permitió identificar
un haplotipo común a los cinco grupos de es-
tudio. Este fue CGGGTACGCC constituido
por los PNSs VEGFA c.2262C>T, VEGFA
c.2316G>A, VEGFA Cr.23: 17296897G>T,
NOS2 Cr.19: 19403571G>A, NOS2 Cr.19:
19403681T>C, NOS2 c.1543A>G, NOS2
c.1536C>T, EPAS1 c.1081G>C, EPO Cr.25:
35873425C>T y EPO c.457C>T. Sin embar-
go, la frecuencia de este varió entre grupos,
observándose en bovinos BSMA y BSHbA
una frecuencia de 0.51 y 0.55, mientras que
en bovinos BSHbB, CRHbA y CRHbB fue
de 0.35, 0.35 y 0.33, respectivamente. Tam-

bién se identificaron dos haplotipos propios
de bovinos criollos, el primero CGGG-
TATGCC con frecuencias de 0.15 en CRHbA
y 0.13 en CRHbB y el segundo CGGG-
TACGTC con frecuencias de 0.13 en
CRHbA y 0.08 en CRHbB. No se identificó
un haplotipo que fuera único para el grupo de
bovinos BSMA que tuviera una frecuencia
alta como para ser considerado que este aso-
ciado con dicho grupo de animales.

DISCUSIÓN

La elección de exones para amplificar
en los grupos locales de bovinos criollos y
Brown Swiss se basó en la identificación de
PNSs no sinónimos existentes en los 41
genomas bovinos de la base datos SRA del
NCBI. Para el caso del gen EPAS1 los resul-
tados fueron concordantes en lo que se re-
fiere a PNSs del exón 12 con los resultados
de Newman et al. (2015) y Heaton et al.
(2016); además, se evidenció la ausencia de
PNSs en las posiciones c.2089G>A y
c.2101G>A en bovinos lecheros, por lo que
no se incluyó dicho exón en el análisis de las
muestras de criollos y Brown Swiss locales;
sin embargo, esto no implica que no existan
dichas variantes en bovinos criollos, quedan-
do pendiente dicha evaluación.

La variante del gen EPAS1 ubicada en
la posición c.1081G>C del exón 7 que gene-
ra un cambio en p.E270Q, está presente en
los genomas de Holstein y Jersey y aunque
no fue identificada en Brown Swiss (Cuadro
5), se decidió analizarla. Ello permitió identi-
ficar el PNS en bovinos Brown Swiss y los
criollos, aunque en baja frecuencia, no pu-
diéndose encontrar diferencias entre estos
grupos raciales ni en cuánto a la concentra-
ción de Hb, posiblemente debido al escaso
número de muestras por grupo.

Un PNS que tuvo frecuencia alélica di-
ferente entre los criollos y los Brown Swiss
fue el Cr.19: 19403681T>C del gen NOS2
(p<0.05). Este PNS se ubica en una región
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intrónica, pero de acuerdo con los resultados
de este estudio, está ligado con PNSs identi-
ficados en regiones exónicas del mismo gen.
Como se sabe, el gen NOS2 está más vincu-
lado con la repuesta inflamatoria (Accinelli y
Lopez, 2018) y su trascripción está regulada
por el incremento de las concentraciones del
factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) e
interleucina beta (IL-β) en células
endoteliales vasculares (Zulueta et al., 2002).
Además, el NO tiene efecto sobre el desa-
rrollo de tejido muscular y endotelial vascular,
participando en la regulación del tono vascular,
entre otras funciones (Shao et al., 2015).

Debido a la importancia de estas fun-
ciones y considerando los procesos
inflamatorios relacionados con el síndrome de
mal de altura, se esperaba encontrar alguna
asociación entre los PNSs del gen NOS2 con
el grupo de bovinos BSMA que los diferen-
ciara de los cuatro grupos de bovinos criollos
y Brown Swiss diferenciados por su concen-
tración de Hb. Sin embargo, al no detectarse
este tipo de asociación, se tendría que anali-
zar las posibles diferencias en la expresión
génica de genes inducibles por hipoxia entre
los grupos considerados. Esta es una alter-
nativa de trabajo con relación a estudios de
adaptación a condiciones de altura (Verma
et al., 2018), que podría permitir entender que
los potenciadores o inhibidores del gen NOS2
que controlan su expresión, así como la de
muchos otros genes que participan en este
proceso.

Por otro lado, la evaluación de haplotipos
considerando a los 10 PNSs permitió identifi-
car un haplotipo propio de los bovinos BSMA
que pudiera tener una alta frecuencia en di-
cho grupo y aunque se pudo identificar dos
haplotipos propios para bovinos criollos, la
suma de ambas frecuencias observadas en
CRHbA y CRHbB, estuvo en un rango entre
21 y 28%, por lo que no son referenciales
para esta población.

Con base a estos resultados, sería con-
veniente desarrollar un estudio de GWAS con
mayor número de muestras, como los reali-
zados por Wei et al. (2016) en ovinos o Liu
et al. (2019) en equinos, e incluir informa-
ción fenotípica referida a características fi-
siológicas que se presentan en el síndrome
de mal de altura o que sean propias de ani-
males adaptados a entornos de altitud, tal
como se hacen en estudios para característi-
cas de interés productivo o de adaptación
ambiental (Martinez et al., 2014; De Leon et
al., 2019), a fin de identificar PNSs de efec-
to mayor o que puedan estar implicados en
los procesos metabólicos intermedios del sín-
drome de mal de altura y en la adaptación de
poblaciones bovinas locales a la altura.

CONCLUSIONES

 Se identificaron 17 polimorfismos de
nucleótido simple (PNSs) en regiones
exónicas que generan mutaciones no
sinónimas en los 10 genes inducibles por
hipoxia evaluados.

 No se identificaron PNSs en las cuatro
regiones exónicas de los genes estudia-
dos que estuvieran asociados con la va-
riación extrema de hemoglobina ni con
el mal de altura en bovinos criados en la
zona altoandina del Perú.

 Considerando los 10 PNSs estudiados en
bovinos criados en la altura, se pudo iden-
tificar dos haplotipos propios de bovinos
criollos, aunque presentes en baja fre-
cuencia.

 No se pudo identificar un haplotipo pro-
pio de bovinos Brown Swiss con mal de
altura.
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