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RESUMEN

La calidad de la carne bovina estéa definida por
muchos atributos. Esta determinada por factores
genéticos y ambientales (edad al sacrificio, ali-
mentacion, manejo anterior y posterior a la faena).
La tendencia actual es estudiar genes candidatos
con el propésito de desarrollar marcadores
moleculares que puedan asistir a la seleccion. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de polimorfismos (SNP, single nucleotide
polymorphisms) en genes candidatos para
terneza y contenido de grasa en novillos
engordados en condiciones de pastoreo de Ar-
gentina. Se disefiaron métodos moleculares para
analizar el SNP 4751 (C/T) en el gen bovino capnl
(subunidad mayor de la u-calpaina), asociado con
terneza y dos polimorfismos (exon 8:G/A, e intrén
9:C/T) en el gen bovino ppargcla (coactivador 1
alfa del receptor gamma activado por proliferadores
peroxisomicos) con efecto sobre contenido de
grasa en leche bovina y tipo de fibra en cerdos.
Para los analisis de asociacion se utilizaron 60
novillos Brangus y 21 Angus con registros de
ternezay grasa intramuscular. La terneza (Resis-
tencia al Corte- por Cizalla de Warner-Bratzler)
fue determinada en tres tratamientos de madura-
cion (1, 7 y 14 dias). Una gran proporcion de
animales heterocigotos (CT) se observé en el SNP
4751. No se encontré ninguna diferencia entre los
genotipos de ese SNP para RC (Resistencia al
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Corte determinada por Cizallade Warner-Bratzler).

Enel SNP delintron 9 del gen ppargclase hallé
una baja frecuencia de homocigotos TT. No se
encontraron diferencias en grasa intramuscular ni
enternezaentre los genotipos para dicho SNP. Se
identificaron dos nuevos polimorfismos (G/A y
CIT) en el ex6n 8 del gen ppargcla, a partir de la
comparacion de secuencias obtenidas de 24 to-
ros de razas distintas (Angus, Brangus, Brahman
y Braford). Uno de ellos (G/A) podria provocar la
sustitucion de serina por asparragina en la posi-
cion 364 de la proteina. El alelo A no se encontré
en Angus. EI SNP C/T es una sustitucion
conservativa. Es importante que Argentina gene-
re informacién sobre este tema para optimizar la
produccién y exportacion de carnes de calidad.

SUMMARY

Meat quality is a term used to describe a range
of attributes of meat. It is determined by genetic
and environmental factors (slaughter age, feeding
and pre and post-slaughter management). The
current tendency is to study the candidate genes
in order to develop molecular markers, which might
be used for marker-assisted selection. The
objective of this work was to evaluate the effect
of polymorphisms (SNP, single nucleotide poly-
morphisms) in candidate genes for tenderness
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and fat content in steers fattened in grazing beef
production systems of Argentina. Molecular
methods were designed to analyze the SNP 4751
(CIT) in bovine capnl gene (large subunit of u-
calpain), associated with tenderness and two
polymorphisms (exon 8:G/A and intron 9:C/T) in
bovine ppargcla gene (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha)
with effect on fat content in cow milk and fiber type
in pigs. Information of Warner-Bratzler shear for-
ce and fat content from 60 Brangus and 21 Angus
steers was used in association studies.
Tenderness of cooked meat was evaluated at 1.7
and 14 days post-mortem. A large proportion of
animals were heterozygotes (CT) at SNP 4751. No
differences were found between genotypes of
this SNP for WBSF. Alow frequency of homozygote
TT was found at SNP on intron 9 of the ppargcla
gene. This SNP showed no significant effect on
WBSF and fat content. Two new SNPs (G/A and
T/C) were identified within exon 8 of the ppargcla
gene, by multiple alignment of DNA sequences
obtained from 24 bulls of different breeds (Angus,
Brangus, Brahman and Braford). One of them (G/
A) could be the cause of aminoacid substitution of
serine by asparagine at position 364 of the protein.
The A allele was not found in Angus. The SNP T/
C is a conservative substitution. It is important that
Argentina generate information about factors
affecting meat quality for optimizing the production
and exportation of high quality beef.

INTRODUCCION

La calidad de la carne bovina esté de-
terminada por varios atributos, entre los
cuales se destacan la composicion corporal
(porejemplo: proporciénde grasaen lares),
la calidad tecnoldgica (aptitud de la carne
para su consumo, conservacion o transfor-
macién), la calidad nutricional (contenido
de elementos que responden a las necesida-
des del consumidor, cantidad de grasa y su
composicion), y la seguridad alimentaria.
De todos ellos, uno de los mas valorado y
exigidoeslaterneza (Miller, 1992; Boleman
etal., 1997).

Muchos son los factores descriptos en
labibliografiainvolucrados con la determi-
nacion de laterneza. Los cuatro principales
son: la fragmentacidn post-mortem de la

fibramuscular, la cantidady el tipo de tejido
conectivo, principalmente el colageno, y
la cantidad de grasa intramuscular o
marmoleado (Barton-Gade, 1988). Las cau-
sas que los determinan pueden ser
genéticas y ambientales (edad, sexo, ali-
mentacidn, y manejo pre y post-faena). La
composicion quimicay estructura del mus-
culo son factores importantes en su deter-
minacién y éstos varian entre razas. La va-
riacion en laterneza de la carne entre razas
ha sido reportada por Marshall (1999) y
Burrow et al. (2001). Los caracteres que
determinan la calidad de la carne son
mayoritariamente de herencia cuantitativa,
eso significa que acttan en su determina-
cion muchos genes con efecto individual
pequefio. Ademas, el ambiente influye so-
bre ellas de maneraimportante. Lamayoria
sondificiles de mediry requieren el sacrifi-
co delanimal, ademas su medicion es costo-
sa y se realiza a edad adulta. Todas estas
particularidades determinan que habitual-
mente no se losincluyaen los programas de
mejoramiento genético, a pesar de suimpor-
tanciaeconomica.

Latendenciaactual es estudiar los genes
que por su funcidn o posicidnen el genoma,
podrian tener efecto en su determinacion,
con el proposito de desarrollar marcadores
moleculares que podrian asistir a la selec-
cion. Sobre la base de la informacién con-
sultada y presentada se destaca la impor-
tancia de dos genes candidatos por su loca-
lizacién en regiones del genoma en donde
existen QTL (quantitative trait loci) y su
potencial funcion en los procesos meta-
bolicos involucrados en las caracteristicas
enestudio. Enambos se han descripto SNPs
con efecto sobre atributos de importancia
econdémica. En este sentido, el gen capnl
(subunidad mayor de la p-calpaina) hasido
asociado con terneza (Smith et al., 2000;
Page et al., 2002, 2004) y el gen ppargcla
(coactivador 1 alfadel remorceptor gamma
activado por proliferadores peroxisémicos)
con efecto sobre contenido de grasa en
leche bovina (Weikard etal., 2005) y tipo de
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fibraen cerdos (Jacobsetal., 2006). EI SNP
4751 del gencapnlse hallé asociado con la
resistencia al corte (RC) a los 14 dias post-
mortem en novillos Brahman y cruzas de
Bos indicus x Bos taurus (White et al.,
2005). Enel caso del gen ppargcla, lainfor-
macion disponible en bovinos paracarne es
muy escasay en la bibliografia consultada,
un solo trabajo analiza el efecto del SNP
localizado en el intrén 9 sobre la terneza
(Whiteetal., 2007).

En este trabajo se pretende investigar la
presenciade polimorfismos enambos genes
analizados, la existencia de variabilidad en
cadaSNPy el efecto de los mismos sobre los
atributos de calidad de carne.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y DATOS FENOTIPICOS

Paralabusquedade polimorfismos nue-
vos en el gen ppargcla, se utilizaron 24
toros de cuatro razas distintas: 7 Angus, 9
Brangus, 2 Braford y 6 Brahman. Todos no
relacionados y de uso en inseminacién arti-
ficial.

Para determinar el efecto de los SNPs
seleccionados sobre terneza y/o contenido
de grasa, se utilizaron 21 novillos Angus y
60 novillos Brangus, engordados en condi-
ciones extensivas. Los Angus pertenecian

Tabla l. Nimero de novillos, mediasy desvio
estandar del peso vivo final (PVF) y espesor
de grasa dorsal (EGD) de cada grupo gené-
tico incluido en el experimento. (Number of
steers, means and standard deviation of final body
weight (PVF) and backfat thickness (EGD) of each
genetic group included in the experiment).

Raza N PVF+DE(Kg) EGD#DE (mm)
A6 10  352,10%26,79  6,05+1,08
A7 11 331,45+31,42  5,80+1,11
BR1 20  434,45+26,46  6,67+0,90
BR2 20  428,60+32,28 581112
BR3 20  404,20+33,66  5,53+1,08

ados stocks diferentes de la Estacion Expe-
rimental INTA Balcarce. Los denominados
AT (Angus INTA) pertenecen al rodeo ori-
ginal de dicha estacion, el cual no ha sido
sometido a seleccion por crecimiento. El
otro grupo (A6) pertenece a un rodeo de
vacas de INTA y toros Angus comerciales.
Los novillos Brangus fueron aportados por
tres cabafias miembro de la Asociacion
Argentina de Brangus. Estos animales fue-
ron identificados como grupo: BR1, BR2y
BR3, de acuerdo al origen. Los 81 novillos
fueron engordados durante el periodo com-
prendido entre abril de 2004 y mayo de 2005
en la reserva 7 de la Unidad Integrada
Balcarce (Balcarce, Buenos Aires). El en-
gorde se realiz6 sobre pasturas polifiticasy
los animales fueron faenados cuando més
del 50% del grupo genético alcanzé un es-
pesor de grasa dorsal promedio de 6 mm,
determinada in vivo por ultrasonografia.
Durante todo ese periodo se realizaron me-
diciones mensuales de peso vivo (PV) y
espesorde grasadorsal (EGD).Enlatablal
se resumen los promedios correspondien-
tes a cada grupo genético.

Después de la faena, se removieron tres
bifes a la altura de la 118, 122 y 132 costilla
(musculo Longissimus lumborum). Cada
uno de ellos se sometié a un periodo de
maduracidn diferente (1, 7 y 14 dias) a 4°C
asignados al azar a los sitios. Luego se
conservaron en congelador (-20°C) hasta
suenvioal laboratorio de carnesen la Facul-
tad de Agronomia (Universidad de Buenos
Aires), en donde se hicieron las determina-
ciones de terneza segln Corva et al., 2007
y contenido de grasa intramuscular (GIM)
seglnel protocolo 920.39 de AOAC (1992).

AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO TOTAL
Entoros, se extrajoel ADN desde pajue-
la o pastillade semen con fenol/cloroformo
y posterior precipitacion con etanol, utili-
zando un buffer de lavado (3M NaCl; 1M
Tris; 0,5M Na,-EDTA) y otro de digestion,
este Ultimo adaptado (3M NaCl 1M Tris;
0,05M Na,-EDTA; 20% SDS; 0,1M de
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Tabla I1. Condiciones de PCR y cebadores utilizados para la identificacion de SNPs en el
genppargcla bovino. (PCR conditions and primers used for SNPs identification in the bovine ppargcla
gene).

Region Cebador directo y reverso (5" a 3) Temperatura de [MgCl,] Fragmento
hibridacion PCR (pb)

Exo6n 3 GCAAACTTGCTAGCAGTCCTC

TAGAGACGGCTCTTCTGCCTC 65°C 2mM 174
Exén 5 AATTCATGGAGCAATAAAGCG

TTGTGTCTGCGATTGTGTGTG 61°C 2mM 189
Exo6n 8 CCAAGATAACCCTTTCAGGGC

TGGGGACCTTGATCTTGACCT 62°C 2mM 862
3'NT ACATGAACCCAGCTGCTGAA

CATTTACATGGGTGTCAGGAGG 61°C 1,5mM 682

ditiotreitol y 20 mg/ml de proteinasa K).

En novillos, se aislé el ADN a partir de
500 pl de sangre por extraccion con fenol/
cloroformo y precipitacion con etanol
(Sambrooketal., 1989).

El ADN aislado a partir de sangre y
semen fue resuspendidoen TrisHCI 10 mM
(pH=8,0).

Para el control de su calidad, se realizé
un gel de agarosa al 0,8% en TBE 0,5X

Tabla I11. Condiciones de la reaccion PCR y tamafios de los fragmentos de los diferentes
genotipos obtenidos con las técnicas disefiadas para cada SNP. (PCR reaction conditions and
fragment sizes of different genotypes obtained with techniques designed for each SNP.

capnl ppargcla
Marcador SNP 4751 SNP intrén 9 SNP ex6n 8
Técnica ARMS-PCR PCR-RFLP PCR-RFLP PCR-RFLP
(con Bsadl) (con Haelll) (con Bstl)
4751-OF (1,5 pmoles): 4751-OF (25 pmoles): PPAR-9F (25 pmoles): PPAR-8F (25 pmoles):
GAAGGGCTTGGGTTGG GAAGGGCTTGGGT  AGGTAATGATGCA TCAGCAAGACCTCT
GATGTCGGCAGAG TGGGATGTCGGCA CGTTGGC GTGCTCAGCA
4751-0OR (1,5 pmoles): GAG PPAR-9R (25 pmoles): PPAR-8R (25 pmoles):
Cebadores AGGCTGGGAGGGGTG 4751-OR (25 pmoles): CTGGTACTCCTCGT TGCTCACCTCCGCG
(5'ad) TTCTCTGAGTGCCA AGGCTGGGAGGG AGCTGTC GTCTCT
4751-IF -alelo C (7,5 pmoles): GTGTTCTCTGAGT
CATCCTCCCCTTGACT GCCA
GGGGGGAAACCC
4751-IR -alelo T (7,5 pmoles):
GTCACTTGACACAGCCC
TGCGCCGCA
[MgCl,] 3,5mM 1,5 mM 1,5 mM 2mM
Fragmentos CC:215+116 CC:126+89 CC:169+19 AA:255
(pb) CT:215+152+116 CT:215+126+89 CT:178+169+19 AG:255+226+29
TT:215+152 TT:215 TT:178 GG:226+29
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(0,045M Trisborato; 0,01M Na,-EDTA) te-
fiido con bromuro de etidio (10 mg/ml, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Lascorri-
das electroforéticas se realizaron a 80 V
durante 45 min. Los geles fueron observa-
dosenuntransiluminador de luz ultravioleta
(Foto/UV 300 transilluminator, Fotodyne,
Hartland, WI, EE.UU.) y fotografiados con
camaradigital (Nikon Coolpix 950, Tokyo,
Japon). Las imagenes fueron transferidas a
una computadora y analizadas mediante el
programa Adobe Photoshop 5.0.

Para determinar su concentracion, se
realiz6 la cuantificacién de las muestras en
un espectrofotdmetro (GeneQuant, GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido).
Seutilizé unadilucion 1:100 de cada muestra
y se determind laabsorbancia de las mismas
endos longitudes de onda: 260 nmy 280 nm.

BUSQUEDA DE POLIMORFISMOS EN EL GEN
PPARGCIA

Parala identificacion de polimorfismos
en este gen, se realiz6 el analisis y alinea-
miento de 29 secuencias de ARNmy ESTs
recopiladas de GenBank (disponibles al 26/
04/06), mediante programas disponiblesen
Internet. No se pudo seleccionar ninguno
porque los hallados mostraron un bajo nivel
deredundancia. Por este motivo, se decidio
analizar las secuencias de los 24 toros de
cuatro razas distintas mediante PCR y pos-
terior secuenciaciéon para buscar poli-
morfismos nuevos. Paraamplificar determi-
nadas regiones de dicho gen se definieron
los limites de cada exdn en la secuencia de
ARNmM bovino publicada (nGmero de acce-
soal GenBank AY321517). Dichaorganiza-
cion se hizo a partir del alineamiento entre
dicha secuencia y las 13 secuencias
gendmicas del cerdo disponibles en
GenBank (AY484494 al AY484502). Se deci-
did amplificary secuenciar los exones 3, 5,
8 y la region 3’ no codificante (NT). La
eleccion de estas regiones del gen se hizo
teniendo en cuenta lo siguiente: (1) tamafio
de los exones (a mayor tamafio mayor pro-
babilidad de identificar SNP y de obtener

secuencias de calidad), (2) estos exones
codifican aminoacidos que corresponden a
dominiosde interaccion, y (3) laregién 3’ no
codificante es una region que acumula mu-
chas mutaciones en general en todos los
genes y tiene funcion reguladora.

Se utilizaron paracadaregion analizada,
un par de cebadores paraPCRy otro cebador
directo interno para secuenciar, todos se-
leccionados mediante el programa Oligo 4.0
(Molecular Biology Insights, Cascade, CO,
EE.UU.). Los cebadores utilizados y los
tamafios de los productos de PCR respecti-
vos se muestran en la tabla 1.

Parareducirel nimero de secuencias de
ADN aanalizar en el secuenciador automéa-
tico, se prepararon grupos de productos de
PCR obtenidos de toros de lamismaraza. Se
analizaron 7 toros Angus agrupados en 3
grupos, 6 Brahman agrupados en 2 grupos,
9 Brangusagrupadosen 3gruposy 2 Braford
agrupados en 1 grupo.

Las condiciones de PCR para obtener el
fragmento de cada regién del gen de los
torosutilizadosseindicanen latablall. Las
reaccionesserealizaronenunvolumen final
de 25 ul, conteniendo 100-180 ng de ADN
gendmico, 25 pmoles de cada cebador,
MgCl,, 200 uM de dNTPs (Promega,
Madison, W1, EE.UU.), Buffer 10Xy 2 U de
Tag polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.). El programade PCR utilizado con-
sistio en4 mina95°C, 30 ciclos de 1 minde
desnaturalizacidon a 95°C, 1 min de hibrida-
cion a la temperatura apropiada para cada
fragmentoy 1 min de extensiéna 72°C cada
uno, y una extension final a 72°C durante 4
min.

Los productos de PCR controlados y de
tamafio esperado fueron purificados desde
geles de agarosa mediante columnas GFX
para purificacion de ADN (GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido), y fueron en-
viadas al Servicio de Secuenciacion y
Genotipado USFCEyYN (Unidad de Secu-
enciacion de la Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales, Universidad de Buenos
Aires) con los cebadores directos internos
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correspondientes a cada exén (3,5y 8)ya
laregién 3’ notraducida. Los cebadores uti-
lizados paralasecuenciacion fueron (5’a3’):
Ex6n3: GCAGTCCTCACAGAGACACTGG,
Exon5: CAACAGCAAAAGCCACAAAGAC,
Ex6n8: TTCTCCAAAGCTGAAGCCCTC,
Extremo 3’ notraducido: TGAAGAGGCAA-
GAGACAGAATG.

Posteriormente, se realizd el andlisis de las
secuencias obtenidas mediante el programa
BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/Bio-
Edit/BioEdit.html) paraestablecer lasimili-
tud entre ellas, con el propésito de identifi-
car SNPs nuevos.

DETERMINACION DE GENOTIPOS PARA LOS
GENES CAPN1 Y PPARGC1A

EI SNP (alelos Ay G) identificado en el
exon 8 del gen ppargcla por comparacion
de secuencias obtenidas de los toros utili-
zados se analizo para determinar su poten-
cial asociacion con atributos de calidad de
carne. Con este propoésito, se disefidé un
método de PCR-RFLP con las condiciones
de reaccion optimizadas en un volumen fi-
nal de 25 ul, conteniendo 100-180 ng de
ADN, 2 mM MgCl,, 200 uM de dNTPs,
Buffer 10Xy 2 U de Taq polimerasa, utilizan-
do un cebador directo mutado (sustitucion
de C por G) para crear un sitio de corte para
la enzima Btsl con sitio de reconocimiento
GCAGTG*NN, paragenotipar lamuestraen
estudio. Se seleccion6 un par de cebadores
capaz de generar un producto de PCR de 255
pb (tablal11). El programade PCR utilizado

consistio en 4 mina 95°C, 30 ciclosde 45s
de desnaturalizacion a 95°C, 1 min de hibri-
daciona63°Cy45sdeextensiona72°C cada
uno, y una extension final a 72°C durante 4
min.

Tambiénseanalizoel SNP del intron 9 de
dicho gen mediante latécnicade PCR-RFLP,
utilizando los cebadores descriptos por
Weikardetal., 2005. Se ajustaron las condi-
ciones de reaccion en un volumen final de
50 ul, conteniendo 100-180 ng de ADN
genomico, 200 uM de dNTPs, 1,5mM MgCl,,
Buffer 10X y 2 U de Taq polimerasa, para
obtener el producto esperado de 178 pb
(tabla I11). El cebador directo presenta un
nucleétido sustituido (C por G) en forma
deliberada (mismatch) paracrear unsitio de
corte para la enzima Haelll con sitio de
reconocimiento C'CNNG'G, que permite dis-
criminarlosalelos Ty C. El programade PCR
utilizado consistio en 5 mina94°C, 30 ciclos
de 45sdedesnaturalizaciona94°C, 1 min de
hibridacion a61°Cy 45 sde extensiona 72°C
cada uno, y una extensidn final a 72°C du-
rante 4 min.

Paradiscriminar losalelos Cy T del SNP
4751 delgencapnllocalizadoenelintréon 17
(Whiteetal., 2005), se disefiaron dos méto-
dos: ARMS-PCRyPCR-RFLP. Paralatécni-
ca ARMS-PCR, se seleccion6 un par de
cebadores externosdirectoy reverso, y otro
par deinternosdirectoy reverso (tabla 111).
Laeleccionserealizd apartir de unfragmen-
to de 564 pares de bases correspondientes
a los exones 17 y 18 del gen capnl, que

Tabla IV. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP 4751 del gen capnl discriminadas por
grupo genético. (Genotypic and allelic frequencies for SNP 4751 of capnl gene discriminated

by genetic group).

Grupo genético

Genotipo A6 A7 BR1 BR2 BR3 Total  Frecuencia Frecuencia
(n=10) 6 (n=11) (n=20) (n=20) (n= 20) genotipica alélica

TT 1 0 6 1 10 0,12 T=0,37

TC 5 1 10 10 14 40 0,49

CcC 4 10 4 5 31 0,38 C=0,63
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incluiael intron 17 donde se localizael SNP
4751 mediante el programa disponible en

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_

html/primer1.html.

Lareaccionde ARMS-PCR serealiz6en
un volumen total de 15 pul, conteniendo 40-
60 ng de ADN, dos pares de cebadores
internos y externos (tabla 111), 200 uM de
dNTPs, 3,5mM MgCl,, Buffer 10Xy 1 U de
Taq polimerasa. El programade PCR utiliza-
dofue de4 mina95°C, seguido por 35 ciclos,
de los cuales los 7 primeros consisten en 45
s de desnaturalizacion a 95°C y 45 s de
hibridacion partiendo de una temperatura
de 81°C para el primer ciclo y bajando 1°C
por cada ciclo hasta llegar a 72°C y 45 s de
extensidn a 72°C. Los 25 ciclos restantes
con las mismas condiciones, pero con una
temperatura de hibridacidn constante a 72°C.
Alfinal de los 35 ciclos, unaextension final
a 72°C durante 1 min.

Previo al genotipado de todas las mues-
tras, se utilizo latécnicade PCR-RFLP como
control. El producto de 215 pares de bases,
obtenido por PCR con los cebadores exter-
nos (tabla I11) utilizados en la técnica de
ARMS-PCR, de animales con genotipos
distintos de acuerdo al test (CC,CTy TT),
fueron digeridos con la enzima BsaJl. Las
reacciones de PCR serealizaronenunvolu-
men final de 25 ul, conteniendo 100-180 ng
de ADN gendmico, 200 uM de dNTPs, 1,5
MgCl,, Buffer 10Xy 2 U de Taq polimerasa.
Elprogramade PCR utilizado consistié en 4
min a 95°C, 30 ciclos de 1 min de desna-
turalizacidn a 95°C, 1 min de hibridacion a
74°Cy 1 min de extensién a 72°C cada uno,
y una extension final a 72°C durante 4 min.

Para cada uno de los tres SNPs analiza-
dos, el producto de PCR fue digerido con 2
U de enzima de restriccion (New England
Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.) segun las
condiciones indicadas en la tabla I11. Los
fragmentos del producto digerido fueron
analizados mediante electroforesisen geles
de agarosa al 2% en TBE 0,5X a70 voltios
durante 1 hora y 20 minutos tefiidos con
bromuro de etidio, observados en tran-

siluminador UV vy fotografiados con ca-
maradigital.

ANALISIS ESTADISTICO

El modelo utilizado para determinar la
influencia de los genotipos del SNP 4751
sobre RC incluyd los efectos del genotipo
para este marcador, grupo genético, trata-
miento (RCal,7y 14 dias), sitioy tratamien-
to por grupo genético. Se utilizd el procedi-
miento PROC MIXED del programa SAS
(SAS, Cary, NC, EE.UU.) paraeste analisis
tomando animal como efecto aleatorio.

Conel dato de grasa intramuscular obte-
nido del corte con 1 dia de maduracién se
determiné el efecto del SNP del intrén 9 del
gen ppargcla sobre dicho atributo.

El modelo utilizado incluy6 grupo
genético y genotipo del SNP. Se utiliz6 el
procedimiento GLM del programa SAS para
este analisis.

RESULTADOS Y DISCUSION

FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DEL
SNP 4751 DEL GEN CAPN1

Se observé una alta frecuencia de hete-
rocigotos (CT) exceptoenel grupo A7 enel
SNP 4751 del gencapnl (tablalV).Elalelo
C hasido considerado el mas favorable para
la terneza de la carne (White et al., 2005).
Las frecuencias halladas en este trabajo se
asemejan a las informadas por White et al.
(2005), quienes utilizaron novillos de distin-
tasrazasy cruzas, entre ellas Brangus. Para

Tabla V. Promedio de minimos cuadrados y
errores estandar para el efecto de SNP 4751
del gen capnlsobre RC. (Least squares means
and standard errors for the effect of SNP 4751 of
capnl gene on shear force, SF).

Genotipo n  RC1d, kg RC7d,kg RC14d,kg
TT 10 7,27+0,52 6,37+0,52 5,40+0,52
TC 40 7,43%0,27 6,36+0,27 5,75+0,25
CcC 31 7,05%0,29 5,74+0,29 5,65+0,29
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Tabla V1. Tests de efectos fijos para el SNP 4751 del gen capnl para RC. (Tests of fixed effects

for SNP 4751 of capnl gene for SF).

Grados de libertad Grados de libertad Prob>F
Efecto del numerador del denominador Valor de F (p<0,05)
Tratamiento 2 148 33,32 <0,0001
Grupo genético 4 74 3,56 0,0455
Tratamiento x grupo genético 8 148 3,96 0,0003
SNP 4751 2 74 0,56 0,5737
Tratamiento x SNP 4751 4 148 0,70 0,5934

este marcador vale la pena destacar que las
frecuencias calculadas sobre el total de
animales analizados (sin discriminar por
grupo genético) presentan valores interme-
dios (0,37 para Ty 0,63 paraC), esosignifica
que ningun alelo esté fijado. El alelo C fue
maés frecuenteenel grupo A7, BR2y BR3,y
elalelo T enel grupo BR1.

EFECTO DEL MARCADOR CAPN 4751 SOBRE
LATERNEZA

No se encontré ningunadiferenciaentre
los genotipos de este SNP en laRC (p>0,05)
de cada muestra de carne con maduracion
del,7yl4dias(tablaV). Soloel tratamiento
y el grupo genético tuvieron efecto sobre la
terneza (p<0,05) y no se observo efecto del
SNP 4751 sobre RC (p= 0,57) (tabla VI).
Tampoco se observo una tendencia hacia
unaacciénaditivadel genenninguno de los
tres tratamientos (datos no mostrados).

En 481 novillos Brahman, White et al.
(2005) hallaron unadiferenciasignificativa

(0,4 kg) entre el genotipo mastierno (CT) y
el menos tierno (TT), en carnes con 14 dias
de maduracion (p<0,015). En tanto que en
ganado cruza Bos indicus x Bos taurus el
resultado fue semejante, aunque con una
diferencia menor entre ambos genotipos
homocigotos (0,24 kg). Sobre labase de este
resultado dicho SNP se consider6 util en
ambas subespecies, 1o que no pudo ser
confirmado en esta muestra de 60 novillos
Brangus engordados en las condiciones de
la Argentina.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DEL
SNP DEL INTRON 9 DEL GEN PPARGC1A
Endicho SNP, se hallé un escaso nume-
rode homocigotos TT (tablaVII1).ElaleloC
resultd més frecuente en el total de animales
analizados, con frecuenciamaxima (0,95) en
elgrupo BR1yelminimo (0,72) en A7.
Weikard et al. (2005) encontraron dife-
rencias significativas en el contenido de
grasaen laleche en unapoblacién Holstein

Tabla VII. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP del intron 9 del gen ppargcla
discriminadas por grupo genético. (Genotypic and allelic frequencies for the SNP of intron 9 of

ppargcla gene discriminated by genetic group).

Grupo genético

Genotipo A6 A7 BR1 BR2 BR3 Total  Frecuencia Frecuencia
(n= 10) (n=11) (n= 20) (n=20) (n= 20) genotipica alélica

TT 0 1 1 0 2 0,02 T=0,2

TC 3 4 9 8 29 0,36

cCc 7 6 10 12 50 0,62 C=0,8
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Tabla VIII1. Andlisis de varianza para conte-
nido de grasa intramuscular. (Analysis of
variance for intramuscular fat content).

Grados de Sumade Valor Prob>F
libertad cuadrados de F

Fuente de
variacion

16,1707 4,01 0,0060
1,1756 0,57 0,5702
63,2446

Grupo genético 4
Intrén 9 2
Error 61

originados de vacas altamente selecciona-
das para rasgos de produccion de leche y
una poblacién control de la misma raza en
dicho SNP. Las frecuencias halladas del
alelo C fueron superiores a 0,8.

White et al. (2007) analizaron este SNP
en ganado de carne en el Banco de
Germoplasma del Clay Center, hallando al
alelo T fue el menos frecuente (en B. taurus
0,15y en cruzas con B. indicus 0,17). Esto
significaque el alelo Ttiene baja frecuencia
en general, mas alla de larazay el origen.

EFECTO DEL SNP DEL INTRON 9 DEL GEN
PPARGC1A SOBRE CONTENIDO DE GRASA

Se destaca el efecto del grupo genético
sobre el contenido de grasa intramuscular
(p<0,05), pero no se detecto efecto de ese
SNP sobre ese caracter (p>0,05) (tabla V111).
Se obtuvieron promedios muy semejantes
entre genotipos (CC=2,92,CT=2,64y TT=
2,81) y el valor del heterocigoto no fue
intermedio.

Sin embargo, hay que destacar que el
coeficiente de variacion fue demasiado alto

(38,35%). El nimero reducido de datos y la
variacion de los mismos podria ser una de
las razones que explica que no haya habido
diferencias entre los genotipos del SNP del
intron 9 para grasa intramuscular ni para
terneza (p>0,05) (tabla IX). No obstante,
este resultado coincide con lo informado
por White etal. (2007) en novillos B. taurus
y novillos B. taurus x B. indicus, pero utili-
zando més de 500 novillos en cada caso.

BUSQUEDA DE NUEVOS POLIMORFISMOS EN EL
GEN PPARGC1A

Se delimit6 cada ex6n de dicho gen (ta-
bla X), el tamafio de cada uno coincidié con
loinformado por Weikard et al. (2005).

Se identificaron nuevos polimorfismos
en el exdn 8 de este gen, a partir del alinea-
miento multiple de 9 secuencias obtenidas
de 24 toros de cuatro razas distintas (Angus,
Brangus, Brahmany Braford). Uno de ellos
(G/A) provocaria la sustitucién de serina
por asparragina en la posicion 364 de la
proteina (figura 1). Esta sustitucion podria
provocar cambios funcionales, debidoaque
el exon 8 codificael dominio de interaccion
con multiples factores de transcripcion, y
podriaestar asociadaa la diferenciafuncio-
nal de la proteina en cada subespecie. El
otro (C/T) no provoca un cambio de
aminoéacidos (figura 2).

Elalelo A se observo en Brangusy estuvo
ausente en Angus. Coincidentemente los dos
grupos de secuencias de toros Brahman pre-
sentaronséloelalelo A. Este resultado sugiere
queelalelo Apodriaprovenirde larazacebuina,
pero debe ser confirmado por secuenciacién

Tabla IX. Tests de efectos fijos para el SNP del intron 9 del gen ppargcla para RC. (Tests
of fixed effects for SNP of intron 9 of ppargcla gene for SF).

Efecto Grados de libertad Grados de libertad Valor de F Prob>F

del numerador del denominador (p<0,05)
Tratamiento 2 152 47,00 <0,0001
Grupo genético 4 74 3,27 0,0158
Tratamiento x grupo genético 8 152 4,39 <0,0001
SNP intr6n 9 2 74 2,42 0,0963
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Tabla X. Estructura del gen ppargcla bovino: limites y tamafio de cada exon. (Structure of
bovine ppargcla gene: boundaries and size of each exon).

Exon Secuencia de Posicion* Posicion en la secuencia Tamafiodel Observaciones
cerdo AY321517** exon (pb)

Exonl AY484494 583-719 1-138 138 1-90NT

Ex6n2 AY484495 478-657 139-318 180

Ex6n3 AY484496 <1-102 319-513 195

Exén4 AY484497 600-722 514-636 123

Exén5 AY484498 494-698 637-841 205

Ex6n6 AY484499 246-291 842-887 46

Exon7 AY484499 400-473 888-961 74

Ex6n8 AY484500 262-1177 962-1880 919

Ex6n9 AY484500 1692-1796 1881-1982 102

Ex6n10 AY484500 1936-2056 1983-2103 121

Exénll AY 484501 <1-68 2104-2225 122

Ex6n12 AY484501 399-550 2226-2377 152

Ex6n13 AY484502 521->620 2378->2478 >101

Region NT 3° Desde 2521 en adelante 840

*El nimero corresponde a la posicion del nucleétido en cada secuencia del gen ppargcla porcino.
**El namero corresponde a la posicién del nucleétido en la secuencia AY321517 del ARNm del ppargcla

bovino.

de un mayor nimero de animales de las tres
razas (Angus, Brangus y Brahman).

FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DEL
SNP (G/A) DEL EXON 8 DEL GEN PPARGC1A

En dicho SNP, se observo6 una alta fre-
cuencia de homocigotos GG (tabla X1). El
alelo G fue el mas frecuente (0,82) en esta
muestra. Sin embargo, se debe resaltar la
altafrecuenciade heterocigotosenel grupo
BR2. Los resultados observados refuerzan
la presuncion de que el alelo A presenta

1-Angus
2-Angus
3-Angus

mayor frecuencia en razas cebuinas. Algu-
nos novillos Brangus conservan al menos
un alelo A, probablemente a medida que
aumentael porcentaje de raza Angus dismi-
nuye la probabilidad de hallarlo en dicha
raza. Estos resultados deben ser confirma-
dos mediante el analisis de un mayor nime-
ro de animales de las tres razas (Angus,
Brangus 'y Brahman).

La falta de heterocigotos o el reducido
numero de ellos en algunos grupos, como la
ausenciade homocigotos AA, impidid reali-

caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctecg
caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctecg
caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctecg

4-Brangus caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctcecg
5-Brangus caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctcecg
6-Brangus caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctcecg
7-Brahman caagacctctgtgctcaccaAtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctccg
8-Brahman caagacctctgtgctcaccaAtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctecg
9-Braford caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctcecg

AY321517

caagacctctgtgctcaccaGtggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagtctecg

Figura 1. Alineamiento multiple de las secuencias de ADN obtenidas y SNP A/G hallado en
el exdn 8 del gen ppargcla bovino. (Multiple alignment of obtained DNA sequences and SNP A/G

found in exon 8 of bovine ppargcla gene).
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Tabla XI. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP A/G del exon 8 del gen ppargcla
discriminadas por grupo genétlco. (Genotypic and allelic frequencies for the SNP A/G of exon 8
of ppargcla gene discriminated by genetic group).

Grupo genético

Genotipo A6 A7 BR1 BR2 BR3 Total  Frecuencia Frecuencia
(n=10) (n=11) (n=20) (n=20) (n=20) genotipica alélica

GG 10 11 19 9 18 67 0,85 G=0,92

AG 0 0 0 10 2 12 0,15

AA 0 0 0 0 0 0 - A= 0,08

zar un analisis estadistico con el propésito
de establecer la influencia de dicho SNP
sobre el contenido de grasa intramusculary
la terneza de la carne.

CONCLUSIONES

GENcaPN]

Latécnicade PCR-RFLP fue lamasapro-
piada paradeterminar los genotipos del SNP
4751. Se hall6 variabilidad en dicho SNP,
hallandose los tres genotipos posibles en
ambas razas analizadas. No se hall6 efecto
del mismo sobre laRC.

GENPPARGC1A

Latécnicade PCR-RFLP permitid deter-
minar los genotipos de los animales de la
muestra para los dos SNPs analizados en
este gen, localizados en el intrén 9 (C/T) y
elexdn 8 (G/A). EI SNP delintron 9 presentd
las dos variantes posibles: alelosCy T, sien-
do escaso el nimero de genotipos homo-

1-Angus
2-Angus
3-Angus

cigotos TT. No se detectd efecto del mismo
sobre grasa intramuscular ni sobre terneza.

Se hallaron dos nuevos SNPs en el exon
8 de dicho gen por comparacién de secuen-
cias nuevas. Uno de ellos (G/A) provocaria
la sustitucion de serina por asparragina en
la posicion 364 de la proteina. El alelo A se
hall6 en Brahman y Brangus pero no en
Angus. El otro SNP hallado en el exén 8 (C/
T) esconservativo. Los SNPs identificados
también pueden ser tiles para el estudio de
lacomposicionracial.

El estudio sobre el posible efecto de los
genes potencialmente asociados con carac-
teres de calidad de carne en Argentina es
una linea de investigacion que se hainicia-
do hace muy pocos afios. Este trabajo con-
tribuye al estudio de un caracter complejo
habiéndose aplicado una metodologia de
enfoque molecular.
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tacatcacaggagctccaTgactccagacaactagaaaataaagatgccccctectecaa
tacatcacaggagctccaTgactccagacaactagaaaataaagatgccccctectecaa
tacatcacaggagctccaTgactccagacaactagaaaataaagatgccccctectccaa

4-Brangus tacatcacaggagctccaTgactccagacaactagaaaataaagatgccccctcctccaa
5-Brangus tacatcacaggagctccaNgactccagacaactagaaaataaagatgccccctccteccaa
6-Brangus tacatcacaggagctccaTgactccagacaactagaaaataaagatgccccctcctccaa
7-Brahman tacatcacaggagctccaCgactccagacaactagaaaataaagatgccccctcctccaa
8-Brahman tacatcacaggagctccaCgactccagacaactagaaaataaagatgccccctccteccaa
9-Braford tacatcacaggagctccaCgactccagacaactagaaaataaagatgccccctcctccaa

AY321517

tacatcacaggagctccaTgactccagacaactagaaaataaagatgccccctectecaa

Figura 2. Alineamiento multiple de las secuencias de ADN obtenidas y SNP C/T hallado en
elexon 8 del gen ppargclabovino. (Multiple alignment of obtained DNA sequences and SNP C/T found

in exén 8 of bovine ppargcla gene).
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cia Nacional de Promocién Cientifica y
Tecnoldgica de Argentina. Los novillos
fueron provistos por el Instituto Nacio-
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