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A Mariaw Inés, me amor,
gue me alegra cada dia
Y
a mis queridos padres;
scempre incondicionales






“Discurso del método para conducir bien la propia razén y
buscar la verdad en las ciencias” René Descartes (1596 — 1650)

“Primero, no admitir jamas cosa alguna
como verdadera sin haber conocido con
evidencia que asi era."

“Segundo, dividir cada una de las
dificultades que examinare, en tantas partes
fuere posible y en cuantas requiriese su
mejor solucion.”

“Tercero, conducir con orden mis
pensamientos, empezando por los objetos
mas simples y mas faciles de conocer, para
ascender poco a poco, gradualmente, hasta
el conocimiento de los mas compuestos, e
incluso suponiendo un orden entre los que
no se preceden naturalmente™

“Ultimo, hacer en todo recuentos tan
integrales y unas revisiones tan generales,
que llegase a estar seguro de no omitir
nada."
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RESUMEN

Desde la domesticacion, los animales han sido seleccionados en base a fenotipos
observables y/o medibles. El desarrollo de modelos matematicos, la genética
cuantitativa y la computacion, durante el siglo XX, han permitido acelerar y mejorar la
exactitud en la seleccion. Con el desarrollo de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), la biologia molecular ha buscado establecer relaciones entre marcadores
nucléicos y caracteres productivos, para usarlos como herramientas de seleccién. En
esta tesis trataré de determinar la asociaciones entre marcadores cercanos a genes
candidatos, con caracteres relacionados con el crecimiento del animal y con el color de

la carne.

Crecimiento Corporal

Por su rol central en el desarrollo y crecimiento del animal, la via de la Hormona
de Crecimiento (GH) ha recibido una mayor atencion. La accion biologica sobre los
tejidos puede realizarse directamente, actuando sobre el metabolismo de lipidos e
hidrocarburos, o indirectamente, a través de las somatomedinas (IGFs), principalmente
a nivel 6seo y muscular. Finalmente en el muasculo, existen factores de transcripcion
especificos que determinan la diferenciacion celular, entre ellos el Myf5. En base a esto,
se decidio evaluar la asociacion de marcadores ligados a los genes de GH, su receptor
(GHRc), IGF1 y Myf5, con caracteres relacionados al crecimiento y la muscularidad:
peso al nacer directo (PNd), peso al destete directo (PDd), peso al destete materno
(PDm), peso a los 400 (P400) y 600 dias (P600), y area de ojo de bife (AOB). Este
estudio se realizo sobre un muestreo de 267 animales de dos rodeos Hereford, que a su
vez contaban con una genealogia de 4228 animales con datos fenotipicos. Asi mismo se
realizé un estudio de variabilidad genética en las razas Angus, Criollo Argentino y
Hereford (sobre una muestra de 137 animales), y una evaluacion del efecto de diferentes
criterios y del tiempo de seleccidn sobre las frecuencias de estos marcadores.

El analisis de las frecuencias génicas demostrd diferencias atribuibles a la
seleccion aplicada sobre los dos rodeos estudiados, y una tendencia en las frecuencias
de casi todos los marcadores analizados en los grupos generacionales dentro del rodeo
cerrado. Los alelos mas afectados resultaron ser aquellos asociados a los caracteres
utilizados en el criterio de seleccion. En particular se demostraron asociaciones de los
microsatélites BP1 (cercano a Myf5) con PDd, PDm y AOB, IGF1 (en region
promotora del gen) con PNd, PDd y P600, ETH10 (cercano al IGF1) con PNd y PDd, y
RMO029 (cercano al IGF1) con PDd. EI SNP L217V del GH asoci6 con las mediciones
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PDd, P400 y P600, y el SNP F279Y del GHRc no asoci6 con ninguno de los caracteres.
El estudio de marcadores de a pares mostrd asociacion del par ETH10-IGF1 con todos
los valores de peso directo y del par IGF1-RM029 Gnicamente con PNd. Estos sugieren

la presencia de méas de un gen en el entorno del IGF1 influenciando el crecimiento.

Color de la Carne

La definicion de la calidad de la carne depende en gran medida de percepciones
subjetivas del consumidor. No obstante, el primer atributo que el consumidor detecta es
el color y por la decoloracién un 15% de la carne vacuna pierde valor. Factores
genéticos, ambientales, de transporte y de procesamiento, influyen en los atributos de la
carne, sin embargo, en bovinos especificamente, los efectos genéticos han sido poco
estudiados. A nivel molecular la carne debe su tonalidad rojiza principalmente a la
mioglobina y sus derivados. Post-mortem, el mudsculo experimenta una serie de
procesos que lo convierten en carne. Los factores mas influyentes en la decoloracion de
la carne son la concentracion residual de O, la formacion de radicales y el estado redox
de la célula. En particular el glutation ha demostrado tener un efecto sobre la
oximioglobina, y las tranferasas sirven como sensores del estado redox de la célula,
entre ellas la Glutation S-transferasa P1 (GSTP1) tiene funcion de detoxificacion celular
y de resistencia al estrés oxidativo. De este modo, se decidi6 la busqueda de
polimorfismos en los genes de la mioglobina y la GSTP1. Luego se realizo la
evaluacion de la asociacion de los polimorfismos encontrados y otros marcadores
ligados a estos genes, con diferentes pardmetros colorimétricos, a partir de muestras
obtenidas en frigorifico y evaluadas para color.

La busqueda de polimorfismos sobre 53 animales de 12 razas, permitid
encontrar cuatro mutaciones respecto de las secuencias publicadas de los dos genes
estudiados. En la mioglobina se encontré una transicién sinénima A por G, y en el
GSTP1, 3 transiciones C por T en la zona intrénica. La asociacion se realizd sobre 50
muestras con datos de pH y mediciones de parametros colorimétricos CIELAB (L*, a*
y b*). El estudio exploratorio con microsatélites cercanos a la mioglobina (ETH10,
IGF1 y RM029) no detecté ninguna asociacion con los parametros medidos o los
parametros calculados (Hue y Croma). Por su parte, los estudios con los SNPs del gen
GSTP1, demostraron una posible asociacion de uno de ellos con los parametros a* y

Croma.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

Desde los comienzos de la domesticacion, el hombre ha seleccionado los
animales basandose en los fenotipos observables y/o medibles de cada individuo. La
existencia de diferencias entre individuos y entre razas ha permitido obtener animales
con caracteristicas deseables, diferentes segun la zona, el tipo y objetivo de produccién.
Durante el siglo XX, el desarrollo de modelos matematicos, la genética cuantitativa y la
computacion, han permitido un gran avance, celeridad y exactitud en los resultados de
los programas de seleccién (Henderson y Quaas, 1976; Kirkpatrick y Heckman, 1989;
Mrode, 2005). Sin embargo, este tipo de seleccidn se encuentra a menudo con diversas
dificultades: 1) la heredabilidad de muchos caracteres (mayoritariamente cuantitativos)
suele ser baja, ii) algunos caracteres no son medibles en etapas tempranas, 0 in vivo, 0
en animales de ambos sexos. Por ultimo, y pese a su demostrada eficiencia, la seleccion
fenotipica no contempla completamente la variabilidad genética, ni las complejas
interacciones génicas que dan como resultado los caracteres cuantitativos.

La biologia molecular desde sus comienzos, ha buscado establecer relaciones
entre diferentes marcadores (polimorfismos proteicos, fingerprintings, microsatélites,
etc.) y caracteres productivos, para usarlos como predictores del valor de cria del animal
y por lo tanto, como herramientas para la seleccion (Andersson et al., 1991; Dolf et al.,
1991; Georges et al., 1993). A partir del desarrollo de la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), se han utilizado muchos tipos diferentes de analisis para el
estudio del polimorfismo genético en bovinos (Erlich, 1989). Entre ellos, se pueden
citar la técnica de Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion
(RFLP, por Restriction Fragment Lenght Polymorphism); el Polimorfismo de la
Conformacion de Cadena Simple (SSCP, por Single Strand Conformational
Polymorphism), el polimorfismo de Repeticiones Cortas en Tandem o microsatélites
(STR, por Short Tandem Repeats) y la Secuenciacion Directa (SBT, Sequencing Based
Typing) (Orita et al., 1989a; Theilmann et al., 1989; Steffen et al., 1993; Suzuki et al.,
1993). Mas recientemente el desarrollo de nuevas tecnologias de alta performance
(Pirosecuenciacion, TagMan, microarray) han permitido el estudio de grandes
poblaciones de individuos (Kuimelis et al., 1997; Ronaghi, 2001; Sobrino et al., 2005)
y con ello la Seleccion Asistida por Marcadores (MAS, por Marker Assisted Selection).

El fin Gltimo de la gendmica es conocer cuantos genes integran el genoma, como

actlan estos, como esta regulada su funcion y como interaccionan entre si, para dar el
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fenotipo final del individuo. En el caso particular de la genética zootécnica, el objetivo
es conocer aquellos genes responsables de caracteres de importancia econémica, y estar
en condiciones de utilizarlos para mejorar la produccion (mayor nimero de animales y
mas resistentes, cantidad y calidad de la carne por animal, etc.). Desde la generacion del
mapa de ligamiento bovino (Barendse et al., 1994), los marcadores de ADN se han
utilizado para identificar loci o regiones cromosomicas (QTL, por Quantitative Trait
Loci) que afectan tanto a caracteres cualitativos como cuantitativos. EI marcador puede
estar asociado a un gen mayor, ligado a éste o a varios genes con efectos aditivos. En
este sentido, los marcadores moleculares presentan una gran ventaja desde el punto de
vista de la seleccidn, pues tienen una segregacion simple, son codominantes, su
determinacion es exacta, simple y puede realizarse a partir de la etapa embrionaria de un
individuo.

Existen dos estrategias usualmente seguidas para encontrar genes o regiones
responsables de una caracteristica dada: la deteccion de QTLs y el estudio de genes
candidatos. La deteccion de QTLs requiere un gran nimero de registros fenotipicos y
generalmente se utiliza en caracteres de medicion rutinaria, como el peso, altura, pelaje,
cuernos, etc.; mientras que el estudio de genes candidatos se utiliza generalmente en
caracteristicas que no tienen una medicidn rutinaria, como la terneza, color de carne,
marmoleo, etc. (Dekkers, 2004). La MAS aprovecha los polimorfismos genéticos y la
asociacion de sus alelos con caracteres de importancia econdémica para ser usados en
seleccion. De este modo, la MAS podria tener un impacto tedrico del 5 al 20%
principalmente en caracteres donde la seleccion cuantitativa encuentra dificultades,
como ser caracteres no medidos rutinariamente, o medibles tardiamente, o post-mortem,

0 en animales de un solo sexo (Weller, 2007).

1.1 CRECIMIENTO CORPORAL

Dentro de los caracteres cuantitativos, el crecimiento corporal ha sido uno de los
caracteres mas estudiado debido a que varias medidas, sencillas de realizar, reflejan el
crecimiento de un individuo: peso, altura, frame (calculado a partir de la altura al anca),
ganancia diaria, etc. Por este motivo, desde el punto de vista molecular varios autores
han detectado QTLs para diferentes caracteres asociados al crecimiento: peso al nacer,

peso al destete, peso adulto, peso de faena, peso de carcasa, diferentes tasas de ganancia
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diaria, etc. (www.animalgenome.org/QTLdb/cattle.html; Casas et al., 2000; Li et al.,
2002; Mizoshita et al., 2005; www.vetsci.usyd.edu.au/reprogen/QTL_Map).

De las vias metabolicas asociadas al crecimiento, la de la hormona de
crecimiento (GH, por Growth Hormone) ha recibido una mayor atencién, ya que esta
implicada directamente en el desarrollo y crecimiento del animal (Bines y Hart, 1978;
Gordon et al., 1983; Cowan et al., 1989; Ceelen 1995; Etherton, 2004). Las células
somatotropas de la hipd6fisis anterior son las encargadas de la produccion de GH, y su
liberacion esta regulada a nivel hipotalamico, positivamente por la hormona liberadora
de la hormona de crecimiento (GHRH, Growth Hormone Releasing Hormone), y
negativamente por la somatostatina (SST) (Chen, 2000; Cogan y Phillips, 2001;
Renaville et al., 2002). Una vez liberada la GH se une a su receptor GHRc y ejerce su
efecto sobre los diferentes tejidos mediante una cascada de sefializaciones via JAK2-
STAT5 (Figura 1.1). La accion bioldgica de esta hormona sobre los tejidos puede
englobarse en dos niveles:

e directo, principalmente sobre el metabolismo de lipidos e hidrocarburos.
e indirecto, a traves de las somatomedinas (IGFs, por Insulin Growth Factors),
liberadas principalmente en el higado.

Desde el punto de vista del crecimiento corporal, el efecto directo de la GH se
vera principalmente en las etapas tardias del crecimiento, a nivel de tejido muscular y
adiposo. La direccion de los nutrientes hacia estos tejidos es afectada, provocando un
aumento de la sintesis de proteinas y una disminucion en la lipogénesis y la lipdlisis
(Etherton y Bauman, 1998). Sin embargo, en las primeras etapas del crecimiento del
animal, mientras esta en lactancia, la GH también influye a nivel materno (Bauman,
1999), regulando la produccion de leche, y por lo tanto afectando la disponibilidad de
nutrientes y el crecimiento del lactante. Se ha observado que la administracion exdgena
de GH provoca un importante aumento (10 - 15%) de la produccion lactea (Chillard,
1989). Por su parte el efecto indirecto (via IGFs) se vera principalmente a nivel 6seo y
muscular. En general, los IGFs (IGF1 e IGF2) estimulan la replicacion celular y ejercen
otros efectos no relacionados con el crecimiento celular. En particular, en el masculo

activan tanto la proliferacion como la diferenciacion celular. Sus efectos son mediados
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por el Receptor IGF1
(IGF1Rc, Figura 1.2),
de tipo tirosinquinasa
muy relacionado con
el receptor de insulina
(Navarro et al.,
1999). Durante la
diferenciacion de los
miocitos aumenta su
concentracion 100
veces a nivel de
membrana, por esto
IGFs e IGFR podrian
actuar como factores
autécrinos a nivel

muscular  (Tollefsen

et al., 1989).
Figura 1.2: Cascada de sefializacion de las somatomedinas Los factores
http//sabiosciences.com/pathway/phpsn_IGF1R_Signaling N
(Fecha de ingreso: 15-02-2010). especificos del

masculo juegan un
rol fundamental en la determinacién y diferenciacion celular. Estos, comprenden una
familia de proteinas nucleares que comparten un 80% de similitud de secuencia,
principalmente en un motivo hélice-bucle-hélice que interviene en la interaccién con el
ADN vy la dimerizacién. La llamada familia MyoD incluye las proteinas MyoD, Myf5,
Myf6 y miogenina (Brameld et al., 1998). Se ha propuesto que MyoD y Myf5 actuarian
en la determinacion de los linajes celulares musculares, y posiblemente en la
diferenciacion. Esto fue encontrado en estudios con ratones Knock Out (mutantes para
determinados genes). El trabajo realizado por Rudnicki et al. (1993) con ratones
mutados en los genes codificantes para MyoD y Myf5, demostré que estos ratones
nacian desprovistos de musculo esquelético. A nivel de diferenciacion celular se

observa que el efecto estimulante del IGF1 genera un aumento de la expresion de
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miogenina y una disminucion de la expresion de Myf5 (Florini et al., 1991,
Mangiacapra et al., 1992).

A nivel genético, varios polimorfismos encontrados en estos genes han sido
asociados con caracteres de crecimiento. Asi es el caso del gen de la GH, que fue
mapeado a la region cromosomica 19926-qter en bovinos (Hediger et al., 1990), y en el
cual han sido informados varios polimorfismos (Hallerman et al., 1987; Hgj et al.,
1993; Yao et al., 1996; Chikuni et al., 1997). La hormona secretada consta de 191
aminoacidos (aa) y posee una gran homologia (90%) con la GH porcina, aunque no
tanto (35%) con la GH humana (Etherton y Bauman, 1998). Algunos de los
polimorfismos informados en bovinos han sido asociados con peso al nacimiento,
ganancia diaria pre-destete y ganancia diaria post-destete (Taylor et al., 1998; Reis et
al., 2001; Ge et al., 2003; Thomas et al., 2007). Por su parte el gen del GHRc ha sido
ubicado en el cromosoma 20 (Moody et al., 1995), codifica para una proteina
transmembrana de 620 aa: 246 aa extracelulares que incluyen el sitio de union de la GH,
24 aa transmembrana y 300 aa que comprenden el dominio citoplasmatico. Dentro del
dominio extracelular se han encontrado varios segmentos relacionados con la
transmision de sefial intracelular (Wang y Wood, 1995). En cuanto a su influencia en
los caracteres de crecimiento, varios autores han asociado polimorfismos del gen con
medidas corporales, tasa de ganancia de peso, peso vivo y de la res (Hale et al., 2000;
Curi et al., 2005; Di Stasio et al., 2005).

Tanto el gen del IGF1 como del Myf5 se encuentran en el cromosoma 5 (BTADS)
(Li et al., 2004), en este cromosoma tres regiones cromosomicas (0 a 30 cM, 55 a 70
cM, and 70 a 80 cM) han sido asociadas con diferentes caracteres relacionados con el
crecimiento (Casas et al., 2000; McClure et al., 2010). Myf5 ha sido mapeado alrededor
de los 20 cM, en la zona de 0 a 30 cM, e IGF1 alrededor de 70 cM, dentro de la region
55 a 80 cM (lhara et al., 2004). En ambos genes se han detectado polimorfismos que
resultaron asociados con diferentes caracteres de crecimiento. Li et al. (2004)
encontraron un SNP en el Myf5 con asociacién significativa para tasa de ganancia en
diferentes etapas del crecimiento, pre-destete y en engorde. Por su parte, el IGF1 ha
tenido un mayor estudio, tanto a nivel humoral como genético. Varios trabajos han
confirmado la asociacion entre los niveles circulantes de IGF1 con diferentes caracteres
(Anderson et al., 1988; Graml et al., 1994; Kitagawa et al., 2001), y diferentes
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polimorfismos se han relacionado con peso al nacer, peso al destete y peso de faena
(Moody et al., 1996; Li et al., 2004; Andrade et al., 2008). Sin embargo, han habido
resultados contradictorios, que ponen en duda su real influencia (Ge et al., 2001; Curi et
al., 2005).

1.2 COLOR DE LA CARNE

La calidad de la carne es un caracter dificil de definir en términos objetivos, ya
que depende en gran medida de percepciones subjetivas del consumidor. Aln asi, podria
definirse como la aceptabilidad que el producto tendria en un mercado especifico. Por
esto, son utilizados una serie de atributos para caracterizar la calidad de la carne,
ejemplo de ello son la terneza, el color, el sabor y la jugosidad. Recientemente,
consumidores mas conscientes sobre el impacto de la carne en la salud y el bienestar,
han agregado a estas variables otros factores, como el contenido de lipidos y colesterol,
e incluso ciertas propiedades nutracéuticas (Scollan et al., 2006).

La carne que llega al consumidor, y por consecuencia sus atributos, esta
influenciada por una cantidad importante de factores: genéticos, ambientales y de
transporte y procesamiento en toda la cadena. Se han realizado numerosos estudios en
bovinos y en otras especies sobre gran parte de estas variables, buscando determinar el
efecto de cada factor y en particular el de los factores genéticos (Priolo, 2001, Behrends
et al., 2003, Boles et al., 2004, Dunne et al., 2006, Walshe, 2006). En bovinos, los
efectos genéticos que influyen en el color de la carne han sido poco estudiados. Esto se
debe a la gran dificultad que presenta la medicion del color de la carne in vivo sin dafiar
al masculo, ademas del gran efecto que tienen los factores de procesamiento sobre el
color final de la carne, hecho que dificulta la homogenizacion de las medidas. No
obstante, este atributo es de gran importancia a la hora de formar el precio de la carne,
ya que el mismo es especialmente relevante para el consumidor (Ouali, 2006). La
importancia econdmica de este factor fue calculada por Smith et al. (2000) en 1000
millones de délares anuales en pérdidas, ya que un 15% de la carne vacuna pierde valor
debido a la decoloracién de la superficie.

Existen evidencias a nivel de la industria frigorifica que muestran una
variabilidad en el color de la carne entre diferentes individuos independientemente de su

raza, edad, pH, proceso de faena y transporte. En este sentido los factores genéticos
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podrian ser responsables de dichas variaciones, como ya fue informado en la carne
porcina (Otto et al., 2007). Estos autores encontraron una influencia de varios
marcadores (MC4R, LDHA, GLUT4, HMGA1, CAST) en dos de los pardmetros
colorimétricos usualmente utilizados. Por lo tanto, un estudio de los genes que influyen
en el color final de la carne y de su variabilidad, podria ayudar a la seleccién de

individuos que produzcan carne de mejor color y mas estable en el tiempo.

1.2.1 Bases moleculares del color: eleccién del gen de la mioglobina

A nivel molecular la carne debe su tonalidad rojiza principalmente a la
mioglobina, y sus gradaciones estaran dadas por la cantidad de ésta, y sus derivados,
presentes en el tejido al momento de la observacion (Tang et al., 2004). La mioglobina
es una proteina sarcoplasmatica de 153 aa, que forman 8 a-hélices (A-H) unidas por
segmentos cortos no-helicoidales (Figura 1.3). Dentro de su estructura primaria, las
histidinas (His) son los residuos aminoacidicos de mayor importancia por su funcion.

La estructura terciaria
de la mioglobina genera un
bolsillo hidrofobico donde se
aloja el grupo prostético: un

grupo Hemo con un atomo de

hierro en su centro. El hierro
HIS 24 HIS 97
HIS 93 puede generar 6 enlaces,
HIS 119 HIS 64 cuatro de los cuales se unen al

HIS 48 anillo pirrélico a través de

atomos de N, mientras que
HIS 36

una 5% posicion esta4 ocupada

. . . por la His-93 proximal, Ila
Figura 1.3: Estructura 3-D de la mioglobina

obtenida con Accelrys Software Inc. 3D sexta posicion genera enlaces
(http://www.accelrys.com/products/dstudio/) reversibles y es donde se une

tomada de Suman et al. (2007).
el O, proveniente de la sangre.

La His-64 distal influye estéricamente en este bolsillo hidrofobico, afectando de este

modo también el color (Mancini y Hunt, 2005).
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En la carne la mioglobina existe en cuatro formas segun el estado de oxidacion
del hierro central y que ligando este unido a la 6 posicion del Fe:

e Deoximioglobina (DMb) que esta libre de oxigeno y en estado ferroso (Fe*?), de
color parpura y presente en la carne envasada al vacio.

e Oximioglobina (OMb) con oxigeno unido y en estado Fe*?, de color rojo cereza.

e Metamioglobina (MMb) con oxigeno unido y en estado férrico (Fe*®), de color
marron.

e Carboximioglobina (COMDb), con una molécula de Monéxido de Carbono (CO)
unido en la 6" posicion y en estado Fe*?, de color rojo/rosa brillante.

Una vez faenado el animal, el musculo pasa por diferentes procesos
fisicoquimicos hasta convertirse en carne. La Figura 1.4 representa las diferentes
reacciones relacionadas con el color que suceden durante ese proceso:

1. Oxigenacion: cuando la DMb es expuesta al Oxigeno atmosférico esta une el O,
en la 6ta posicion libre y forma OMb. Adicionalmente, la His-64 distal
interacciona con el O, ligado alterando la conformacion y estabilidad de la
proteina.

2. Oxidacién: OMb y DMb pasan por este proceso, en que el Fe** central pasa a
Fe*® dando como resultado MMb. Este proceso es dependiente de diferentes
factores como la presion parcial de oxigeno (pO,), temperatura, pH, luz,
crecimiento microbiano, oxidacion lipidica, etc. (Faustman y Cassens, 1990).

3. Reduccion: MMb puede pasar a DMb, debido a la accion de la mioglobina
reductasa (sistema enzimatico reductor), con el consumo de O, y NADH. Estos
dos reactivos son consumidos constantemente por el mdsculo post-mortem, con
lo cual esta reaccion queda detenida al cabo de un determinado tiempo. En este
sentido, Bekhit et al. (2003) plantearon que la concentracion de NADH seria
mas importante que la actividad de la MMB reductasa, en la estabilidad del
color de la carne.

4. Carboxilacion: La presencia de CO en la célula, ya sea como residuo del
metabolismo o proveniente de la atmosfera, puede provocar su ingreso en la 6%
posicion de coordinacion vacante. Este proceso despierta fundamental interés

debido a los nuevos sistemas de packaging con atmdsferas modificadas.
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1 (Oxigenacion): DMb+ O, - OMb

2a (Oxidacion): OMb + [Consumeo de O,0 Baja PO,] —e-> MMb + O,

2b (Oxidacion): [DMb — hidroxilo— hidrogenion] + O, > MMb + O,

3 (Reduccion): MMb + consumo de O, + metamioglobina reductasa-> DMb
4 (Carboxilacion):DMb+ CO - COMb

Deoximioglobina Carboximioglobina

Globina
| . R

 Fe3*

H,O

Figura 1.4: Reacciones que sufre la
mioglobina en el musculo post-
mortem (adaptada de Mancini y
Hunt, 2005).

La estabilidad de las diferentes mioglobinas ha sido estudiada en relacion a la
presencia de diferentes metabolitos y productos derivados del catabolismo post-mortem
(Faustman y Cassens, 1991, Chan et al., 1997). Se ha sugerido que la estructura
primaria de la Mb bovina (mas rica en His) predispone al ataque nucleofilico por parte
de aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica, cuando se la compara con la Mb
porcina. Esta inestabilidad se evidencia en la formacion de aductos en cuatro residuos
histidinicos (His 36, 81, 88, and 152) (Suman et al., 2007). Asi variaciones en el gen de
la Mb podrian ser causantes de diferencias tanto a nivel de estructura primaria
(secuencia aminoacidica), como terciaria (conformaciones estéricas) de la proteina. El
gen de la Mb fue mapeado en el BTA5 (De Donato et al., 2003), en una regidn cercana

a los 80 cM. Hasta la fecha ha sido informada muy poca variabilidad en este gen bovino
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(Agaba, 1994). Por lo expuesto, este gen podria ser considerado como gen candidato

para el estudio de las influencias genéticas en el color de la carne.

1.2.2 Grado de consumo de oxigeno y estado redox post-mortem: eleccion del gen

de la enzima Glutation S-transferasa P1

Como hemos dicho, el misculo post-mortem experimenta una serie de procesos
que lo convertirdn finalmente en carne. Paralelamente a las reacciones en la mioglobina
se generan un gran nimero de cambios a nivel de metabolitos intracelulares. Esto fue
estudiado por Faustman y Cassens (1991), quienes midieron la variacion en el tiempo
de varios compuestos quimicos durante la maduracion de la carne (4°C). En el tiempo
de estudio se observé por un lado, la disminucion del contenido de nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD) y de los sulfhidrilos no proteicos (NPSH), y por el otro, el
aumento del disulfuro de glutation (GSSG), hipoxantina, xantina, del porcentaje de
MMb, de la relacion GSSG/NPSH y del extracto total lipidico.

Aunque los mecanismos correspondientes a estos procesos no han sido
completamente explicados, se ha demostrado que los factores mas influyentes en la
decoloracion de la carne son la concentracion residual de O, y la formacion de radicales
(Quali, 2006). Mas aun, O'Keefe y Hood (1982) demostraron que los musculos con
mayor consumo de O, tienden a decolorarse méas rapido. Por su parte, Ledward (1985),
considerd que si bien el consumo de O, es importante en la estabilidad del color, el
factor de mayor importancia seria la actividad enzimatica reductora. En este sentido,
Seyfert et al. (2006) estudiaron el color de la carne proveniente de diferentes misculos
durante 7 dias. Su investigacion confirmé que durante el periodo, la actividad
enzimatica reductora de MMb disminuyé cada dia, y conjuntamente, todos los musculos
variaron su color hacia tonalidades mas oscuras y menos rojas.

Por otro lado, se ha postulado que otros factores que afectan el estado redox de
la célula, como los subproductos de la peroxidacién lipidica, también intervienen en la
decoloracion. Los &cidos grasos monoinsaturados, y en particular el 4-hydroxy-2-
nonenal (4-HNE), serian metabolitos importantes que afectarian indirectamente la
estabilidad del color (Chan et al., 1997; Suman et al., 2007). Varios autores han

comprobado que las dietas y sistemas de produccion de los animales pueden variar el



Capitulo 1. INTRODUCCION

color de la carne. Determinadas dietas con Vitamina E (a-tocoferol) retrasan la
peroxidacion lipidica y el deterioro del color (Chan et al., 1998; Faustman et al., 1998),
mientras que los sistemas de produccién pastoriles y extensivos producen una carne mas
oscura, debido a un aumento del poder oxidativo del masculo (Vestergaard et al., 2000).

El glutation (GSH) es un tripéptido (Cisteina, Glicina, Glutamato) con poder
reductor que da cuenta del 76% de los NPSH intracelulares de la carne (Faustman y
Cassens, 1991). EI GSH actua captando radicales libres y participa como cofactor en la
degradacion del H,O, por parte de la peroxidasa, ambos potentes oxidantes (Nelson y
Cox, 2000), ademéas puede conjugarse con el 4-HNE y con el 4-hidroxildecenal por
accion de las GSH transferasas (Alin et al., 1985; Ishikawa et al., 1986). El efecto del
GSH sobre la OMb bovina fue probado por Tang et al. (2003). Contrariamente a lo
esperado, ellos encontraron un aumento de la formacion de MMb por la adicion in vitro
de GSH a pH 7,2y 25 0 37 °C. Sin embargo, cuando el mismo ensayo fue realizado en
presencia del citoplasma muscular (en particular utilizando la fraccion de alto peso
molecular) el efecto era inverso, el GSH inhibia la formacién de MMb, por lo tanto el
efecto protector del GSH en el tejido es indirecto.

Dentro de las transferasas, la Glutation S-transferasa P1 (GSTP1) tiene funcidn
de detoxificacion celular y de resistencia al estrés oxidativo (Lo Bello et al., 2001), de
alguna manera sirve como sensor del estado redox en la célula para la maquinaria
apoptotica (Pastore et al.,, 2003). Mas aun, Gelfi et al. (2004) demostraron la
sobreexpresion de GSTP1 en personas que viven en altas montafas (Tibet), las que se
encuentran en condiciones de baja pO,. En este sentido, como la carne es un tejido en
apoptosis y con una pO; baja, que desciende con el tiempo, la enzima GSTP1 podria
jugar un rol particular en el mantenimiento del poder reductor en el tejido post-mortem.
Por lo tanto, se eligid el estudio del gen de la enzima GSTP1 (BTA29 pos 47513674 -
47516542), admitiendo que variantes en el gen podrian ser responsables de diferencias

en la expresidn, en la estructura de la enzima, y/o en la actividad enzimatica.
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1.3 OBJETIVO

1.3.1 Objetivos generales

El objetivo general de esta tesis fue el generar conocimiento en el area de la
genomica: se presenta la deteccion de nuevos polimorfismos en genes candidatos, y la
asociacion de diferentes marcadores (informados y originales), con dos caracteristicas
de importancia econdémica a nivel productivo y de la cadena carnica: crecimiento
corporal y color de carne.

Asi mismo, durante el periodo de trabajo se valord la formacion del recurso
humano, reflejado en las diferentes estrategias para la deteccion de nuevos
polimorfismos (PCR-SSCP-secuenciacion y PCR-secuenciacion directa), en los
distintos tipos de marcadores (microsatélites y SNPs), y la diversidad de técnicas para la
deteccion alelica (PCR-RFLP, PCR-Pyrosequenciacion, PCR-SSCP y PCR-resolucion

de fragmentos).

1.3.2 Objetivos especificos
Crecimiento corporal

- Desarrollo y/o optimizacion de diferentes técnicas de deteccion de
polimorfismos a nivel de ADN: PCR-RFLP para el gen GH, PCR-pirosecuenciacion
para el gen GHRc y GH, amplificacion de cinco microsatélites (BP1, ETH10, IGF1,
RMO029 y BM1824) en multiplex y analisis de fragmentos.

- Estudio de la variabilidad genética de estos marcadores en poblaciones de las
razas Angus, Criollo Argentino y Hereford.

- Andlisis del efecto de la seleccion sobre las frecuencias de estos marcadores,
cercanos a genes candidatos. Evaluacion el efecto sobre la variabilidad genética de los
marcadores seleccionados debido a diferentes criterios de seleccion, a través del estudio
comparativo de dos rodeos Hereford, y el efecto del tiempo, a través de la comparacion
de grupos generacionales.

- Determinacion la asociacion de los marcadores y las regiones cromosémicas del
BTAS5 (usando los genotipos de dos marcadores cercanos), con los BLUPs relacionados
a crecimiento: peso al nacer directo, peso al destete directo, peso al destete materno,

peso a los 400 y 600 dias, y area de ojo de bife.
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Color de carne

- Busqueda polimorfismos genéticos de los genes candidatos Mb y GSTP1. En
particular, la secuenciacion de segmentos seleccionados que desde la teoria presentaban
una importancia funcional.

- Andlisis exploratorio de una posible asociaciéon de los polimorfismos
encontrados con diferentes pardmetros colorimétricos, a partir de muestras obtenidas en
frigorifico y evaluadas para color.

- Anadlisis exploratorio de una posible asociacion de marcadores (microsatélites)

cercanos al gen de la Mb.
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2.1 POBLACIONES Y MUESTRAS

En los diferentes estudios se utilizaron seis grupos de muestras:
1) Banco de ADN disponible en el IGEVET.

2) Muestras de carne obtenidas en una carniceria comercial.

3) Muestras de carne obtenidas en frigorifico.

4) Rodeo comercial Hereford “Cabafia Los Angeles”.

5) Rodeo experimental Hereford Reserva 7 INTA Balcarce.
6) Pruebas de comportamiento (XIV, XV y XVI) del INTA Balcarce.

1)  Sedispuso de las muestras del panel de ADN gendmico del Instituto de Genética
Veterinaria (IGEVET, CCT La Plata — CONICET, Facultad de Ciencias Veterinarias —

UNLP), este incluia 15 razas bovinas tanto taurinas como cebuinas. Los muestreos de

sangre o pelo de individuos (machos y hembras) con un minimo grado de parentesco

posible fueron realizados entre 1993
y 2008. En la Tabla 2.1 se detallan
los animales utilizados, raza, tipo de
muestra, afio de colecta y método de
extraccion.

2) En una carniceria del mercado
local, se obtuvieron diferentes
muestras de carne con el objeto de
optimizar el método de medicion en el
equipo disponible para realizar esta
medida. Se utilizaron dos cortes para
evaluar si  existia una gran
variabilidad del color. Se solicitaron
los cortes “Colita de Cuadril” y
“Tortuguita” en forma de bife. Los
cortes fueron realizados a cuchillo en

forma longitudinal y transversal al

Tabla 2.1: Se detallan los ADN tomados del panel
de ADN genomico del IGEVET vy utilizados en los
diferentes estudios realizados. Se indica el tipo de
muestra tomada originalmente, fechas de toma de la
muestra y método de extraccion.

Raza N Muestra Metodo p
Angus 12 Sangre Organica
3 Semen pK/cloroformo
CriolloArgentino 12 Sangre Organica
CriolloBoliviano 15 Sangre Organica
Brahman 8 Sangre Organica
Charolais 6 Sangre DNAzol
CriolloUruguayo 5 Sangre DNAzol
Galloway 2 Sangre DNAzol
Hereford 23 Sangre DNAzol
Holando 5 Sangre Orgdnica
Jersey 4  Sangre DNAzol
Nelore 25 Sangre DNAzoly Chelex
Normando 2 Sangre DNAzol
Retinta 4 Sangre Organica
16 Pelo NaOH
el oL 8 Sangre DNA:zol
\Shorthorn 1 Sangre DNAzol
— —

musculo. Las muestras fueron mantenidas a temperatura ambiente y analizadas 2 horas

después de realizado el corte.
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3) En un frigorifico comercial de la provincia de Buenos Aires se faenaron 50
animales en condiciones controladas. Los animales pertenecian a las razas Aberdeen
Angus (6), Hereford (3) y sus cruzas en diferentes proporciones (23 media sangre, 7
Angus ¥ y 6 Hereford %), mas 5 muestras de animales triple cruza (padre Limusin y madre
Angus x Hereford). Los animales nacieron en la primavera 2006 y fueron criados en la
Estacion Experimental del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
Balcarce, Provincia de Buenos Aires, Argentina (37° 45’ latitud S, 58° 18’ longitud W,
130 m sobre el mar). Su alimentacion se realizd sobre pasturas, principalmente de las
especies Lolium multiflorum, Dactylis glomerata, Bromus catarthicus, Trifolium repens
y T. pretense. Al desposte (24 h después del sacrificio) se extrajeron muestras de tres
bifes entre las costillas 12° y 13° de la media res izquierda. Las muestras se remitieron
deshuesadas, envasadas al vacio y congeladas (-18 °C) al Laboratorio de Carnes de la
Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires, para la realizacion posterior de
las mediciones de color y pH.

4)  Las muestras del Rodeo Comercial (RodC) fueron obtenidas de una cabafa -
ubicada en el Partido de Azul (centro de la Provincia de Buenos Aires). La Cabafia Los
Angeles cuenta con un volumen aproximado de 400 vacas de cria y una produccion
anual de 160 toros. EI muestreo, realizado entre 2006 y 2008, incluyd sangre de 68
terneros (machos y hembras) y 17 vacas, y semen congelado de 18 toros. Todos los
animales muestreados presentaban una conexion genética con un toro fundador (HHH
ENF 972) nacido en 1980, a excepcién de 6 toros utilizados para introducir un nuevo
pool genético en el rodeo. Con el objetivo de maximizar la inferencia de genotipos a
partir de las relaciones de parentesco, las hembras seleccionadas para muestrear tenian
varias crias en el rodeo, y los toros habian sido utilizados desde 1986. Finalmente el
arbol de relaciones de parentesco (pedigri) registrado desde 1980 incluia 1754 animales.
5) El Rodeo experimental (RodE) constituye uno de los rodeos del INTA Balcarce,
fundado en 1960 con el objetivo de experimentar condiciones de manejo en la cria.
Desde 1986 hasta 2006 el rodeo estuvo cerrado, estabilizado en 100 vacas de cria y 4
toros en servicio. Los toros entraban en servicio a los dos afios de edad y servian al
rodeo dos afios consecutivos, luego eran reemplazados por dos toros jovenes; asi los
toros en servicio siempre tenian dos y tres afios de edad (para una vision mas detallada

del rodeo ver Melucci et al. (2009)). EI muestreo se realizé entre 2005 y 2007 de
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animales ubicados entre las generaciones 2.19 y 8.16, presentando un coeficiente de
consanguinidad promedio de 0,047. Las muestras de sangre tomadas pertenecian a 66
terneros (machos y hembras), 83 vacas y 9 toros. Adicionalmente el rodeo contaba con
un arbol de relaciones de parentesco (pedigri) que incluyd 2474 animales.

6) Con el objetivo de evaluar la diversidad y la frecuencia alélica en poblaciones no
homogéneas, se tomaron muestras de sangre de los toros de las Pruebas de
comportamiento X1V, XV y XVI del INTA Balcarce, realizadas de 2006 a 2008
(http://www.inta.gov.ar/balcarce/index.htm). Estas pruebas incluyeron 133 toros: 37
Hereford, 58 Angus, 25 Criollos y 13 cruza Angus x Hereford, pertenecientes a 7, 16, 3
y lestablecimientos diferentes, respectivamente. La importancia de este estudio en estas
razas radica en que Angus y Hereford son las razas mayoritarias en el pais, y la raza
Criolla es la unica poblacion autdctona, que constituye un germoplasma valioso de ser
caracterizado por ser un potencial “reservorio de variabilidad genética” (Giovambattista
et al., 2001). Ademas, el conjunto de los animales Hereford sirvié como referencia de la

variabilidad de esta raza en Argentina.

2.2 DATOS FENOTIPICOS

2.2.1 Crecimiento

Los dos rodeos muestreados (RodE y RodC) utilizaban métodos de seleccion
basados en el Modelo Animal (genética cuantitativa), con el uso de BLUPs (Best Linear
Unbiased Predictors). Aunque los objetivos de seleccion de ambos rodeos no
coincidian totalmente, algunas de las mediciones fueron equiparables.

El RodC ha sido seleccionado por méas de 15 afios utilizando los EBVs (Estimated
Breeding Values) resultantes del modelo de evaluacién genética implementado por
BreedPlan® (http://breedplan.une.edu.au/). Este rodeo es constantemente evaluado para
las variables relacionadas con el crecimiento: Peso al Nacer directo (PNd), Peso a los
200 dias (equivalente al Peso al Destete directo, PDd), Habilidad Materna o Leche
(equivalente al Peso al Destete materno, PDm), Peso a los 400 dias (P400), Peso a los
600 dias (P600) y Area de Ojo de Bife (AOB). El objetivo de seleccion aplicado en este
rodeo, respecto del crecimiento corporal, es obtener un bajo peso al nacer y un peso
adulto moderado (comunicacién personal del propietario de la cabafia). De esta manera

los valores de PNd y P600 son los mas significativos al momento de elegir los toros que
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seran padres de la cabafia. Los EBVs obtenidos por BreedPlan en 2008 fueron
subministrados por el propietario de la Cabafia. La base contenia los valores de cria
pertenecientes a 1754 animales relacionados, incluyendo los animales genotipados.

El RodE fue seleccionado desde 1986 hasta 1993 aplicando un indice de seleccién
sobre los toros con el objetivo de aumentar la tasa de ganancia diaria pre-destete, sin
aumentar el peso al nacer. El indice (1), obtenido por Melucci et al. (1983), se calculo de

acuerdo a la siguiente formula:

Ii = PN; + 9374,76 RDG;

siendo PN; = el Peso al Nacer del toro i y RDG; la tasa de ganancia diaria relativa desde
el nacimiento al destete, calculada como el logaritmo del peso al momento de la medida
(cada animal tuvo entre 5 y 8 medidas). A partir de 1994 y hasta 2006, el criterio de
seleccion vario, utilizando el indice (X) propuesto por Melucci (1995):

Xi = BLUPi(PDd) - 2,33 BLUPi(PNd)

los BLUPs corresponden al peso al nacer directo y al peso al destete directo
respectivamente, y fueron calculados a partir de un modelo animal de dos caracteres
considerando el PNd, PDd y PDm. Al momento de realizar esta tesis, el modelo incluy6
2474 animales que contaban con datos fenotipicos o permitian establecer relaciones de
parentesco entre ellos (para una vision mas detallada del modelo de seleccion ver
Melucci et al. (2009)). Por lo tanto, este rodeo contaba con informacion de campo y

BLUPs, disponibles para los analisis de asociacion.

2.2.2 Determinacion del Color de la Carne
Muestras de Carniceria

Las muestras fueron procesadas en el Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA), Facultad de Ciencias Exactas, UNLP-
CONICET. La medicién del brillo (L*) y de los parametros de cromaticidad (a* y b*)
fue realizada mediante espectrofotometria de reflectancia difusa, utilizando un

colorimetro triestimulo Chromameter Minolta CR-300 (Minolta Co. Ltd., Japan). Este



Capitulo 2. MATERIALES Y METODOS

método, como la mayoria de los métodos objetivos de medicion de color, utiliza el
sistema CIE (1986) que se basa en tres coordenadas: L*, luminosidad, mide la luz
reflejada (0 a 100 de luz completamente absorbida a completamente reflejada), a* mide
gradaciones del rojo (positivo) al verde (negativo), y b* mide gradaciones del amarillo
(positivo) al azul (negativo) (Priolo et al., 2001). Las pruebas realizadas incluyeron
zonas que contenian o no fibras musculares, con diferentes grados de grasa
intramuscular y diferentes espesores de corte. Luego de estas pruebas se decidio realizar
las medidas por triplicado, evitando zonas con grasa y/o fibras.

Muestras de carne obtenidas en Frigorifico

Estas muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Carnes de la Facultad de
Agronomia (UBA). Luego de ser conservadas a -18 °C durante aproximadamente 12
meses, fueron descongeladas y llevadas a 4 °C durante 60 minutos para su oxigenacion.
De los trozos derivados se seccion6 un bife de 2,5 cm de ancho cortado del musculo
Longissimus entre la doceava y treceava costilla. Las mediciones de color se realizaron
en el espacio L* a* b* por medio de un colorimetro triestimulo Chromameter Minolta
CR-300 (Minolta Co. Ltd.), evitando las medidas sobre tejido conectivo o grasa
intramuscular. El area de medicion circular fue de 8 mm de diametro, usando el
iluminante C y con iluminacion difusa de una lampara de Xenon. Previo a las
mediciones, el colorimetro fue calibrado contra un estandar blanco (CR — A43) provisto
por el fabricante. Se tomaron tres mediciones de cada muestra que luego se
promediaron, para tener una unica medida por bife. El pH fue medido con un
peachimetro digital portatil Testo 230, con electrodo de penetracién y sonda
compensadora de temperatura (Testo GMBH. Ltd., Japan). Se tomaron tres lecturas de

pH por muestra y se calculé el promedio.

2.3 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN
2.3.1 Extraccion de ADN de carne

Se cortaron 0,07 g. de carne y se colocaron en 500 ul de buffer (0,01M Tris-HCI,
0,01M EDTA, 0,5% SDS, pH = 8) conteniendo 20 ul de proteinasa K (10 mg/ml) y 30
ul de Ditiotreitol (DTT) 1 M. Luego se llevo el tubo a 55 °C durante toda la noche para

la digestion del tejido. Al dia siguiente se agregaron 500 pl de cloroformo, se mezclaron
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las fases y se centrifugd el tubo a temperatura ambiente durante 5 min 12000 g. La fase
superior (acuosa) se pasoO a otro tubo, descartando la fase orgénica y la intermedia de
compuestos anfifilicos. Este proceso se repitid 2 o 3 veces hasta que la fase intermedia
fuera casi nula. La fase superior se pasé a un nuevo tubo y se le agregd acetato de
amonio (concentracion final 2,5 M) para precipitar las posibles proteinas remanentes, se
centrifugd a temperatura ambiente a 14000 g durante 5 min. Se tomo el sobrenadante y
se precipito el ADN con 750 pl de etanol 100%, el mismo fue separado por
centrifugacién (15 min a 14000 g y temperatura ambiente). El pellet se lavé con 250 pl
de etanol 70%, se centrifugd a temperatura ambiente 5 min a 12000 g y se descarto la
fase liquida. Se seco el ADN a temperatura ambiente y se solubilizé en 200 pl de NaOH
8mM a 37 °C toda la noche.

2.3.2 Extraccion de ADN de semen congelado

Se tomaron 50 pl de semen para digestion total, para ello se agregaron 500 ul de
buffer (0,01M Tris-HCI, 0,01M EDTA, 0,5% SDS, pH = 8) conteniendo 0,4 mg/ml de
proteinasa Ky 25 mM de DTT. Se permitio actuar a la enzima durante toda la noche a
55 °C en horno de hibridacion. Luego de la digestidn, se siguieron los mismos pasos de

purificacion, precipitacion y lavado, que en la “Extraccion de ADN de carne”.

2.3.3 Extraccion de ADN de sangre por el método DNAzol

A partir de 500 ul de sangre se obtuvieron Glébulos Blancos por sucesivos
lavados (hasta tres) con 500 pl de agua y posterior centrifugacion a 10000 g durante 1
min a temperatura ambiente. Una vez que el precipitado obtenido fue blanco, se le
agregaron 500 ul de DNAzol ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), y se disgregd con
pipeta o vortex. La dispersion obtenida se centrifug6 a temperatura ambiente durante 5
min a 14.000 g y el sobrenadante se trasvasé a un nuevo tubo. EI ADN, presente en el
sobrenadante, se precipité con 750 pl de etanol 100% y se separd por centrifugacion a
temperatura ambiente durante 15 min a 14000 g. El pellet se lavé con 250 pl de etanol
70% vy se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 min a 12000 g. EI ADN obtenido
se secO a temperatura ambiente y se disolvié en 200 ul de NaOH 8mM a 37 °C durante

toda la noche.
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2.3.4 Extraccion de ADN de sangre por el método Chelex

A 500 pl de sangre se le agregaron 500 pl de agua y se incubd a temperatura
ambiente 30 min. La dispersién luego se centrifugd a temperatura ambiente, a 14000 g,
durante 3 min y el sobrenadante se descartd. Al precipitado asi obtenido se le agregaron
200 pl de Chelex 5% y se incubd durante 30 min a 56° C. Se mezcld enérgicamente

(vortex) 5 min y se incubd durante 8 min a 95 °C.

2.3.5 Extraccion de ADN de sangre por el método Organico

A partir de 500 ul de sangre se obtuvieron glébulos blancos por sucesivos
lavados (hasta tres) con 500 ul de agua y posterior centrifugacion a 10000 g durante 1
min a temperatura ambiente. Una vez que el precipitado obtenido fue de color blanco, se
le agregaron 500 pl de buffer (0,01M Tris-HCI, 0,01M EDTA, 0,5% SDS, pH = 8)
conteniendo 20 ul de proteinasa K (10 mg/ml). Luego se llevo el tubo a 55 °C durante
toda la noche para la digestion de las células. Al dia siguiente se agregaron 500 pl de
cloroformo, se mezclaron las fases y se centrifugd el tubo a temperatura ambiente
durante 5 min 12000 g. La fase superior (acuosa) se paso a otro tubo, descartando la
fase organica y la intermedia de compuestos anfifilicos. Este proceso se repitié 2 0 3
veces hasta que la fase intermedia fuera casi nula. La fase superior se paso a un nuevo
tubo y se le agregd acetato de amonio (concentracion final 2,5 M) para precipitar las
posibles proteinas remanentes, se centrifugd a temperatura ambiente a 14000 g durante
5 min. Se tomoé el sobrenadante y se precipitd el ADN con 750 pl de etanol 100%, el
mismo fue separado por centrifugacion (15 min a 14000 g y temperatura ambiente). El
pellet se lavo con 250 ul de etanol 70%, se centrifugd a temperatura ambiente 5 min a
12000 g y se descart6 la fase liquida. Se sec6 el ADN a temperatura ambiente y se
solubilizé en 200 pl de NaOH 8 mM a 37 °C toda la noche.

2.3.6 Extraccion de ADN de pelo

Se cortaron y colocaron cinco a diez bulbos pilosos en un tubo de
microcentrifuga, luego se agregd 50 ul de NaOH 0,2 M y se calent6 a 95 °C durante 15
min. Inmediatamente después, la solucidén sobrenadante se trasvaso en un nuevo tubo y
se neutralizd con 50 pl de una solucién HCI10,2 M - TRIS 1 M.
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2.3.7 Cuantificacion de ADN

Las soluciones de ADN resultantes, conservadas en un freezer de -20 °C, se
midieron en un espectofotdmetro NanoView (GE healthcare, USA). A partir de los
datos de absorbancia obtenidos, se prepararon soluciones de trabajo con una
concentracion final entre 12,5 y 18 ng/ul, que se conservaron en un freezer de -20 °C

hasta su utilizacion.

2.4 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO

Para el estudio de polimorfismo de genes candidatos para el color de la carne
(Mb y GSTP1) se plantearon diferentes estrategias.

2.4.1 Gen de la Mioglobina (Mb)

Con el objetivo de identificar que secciones de la estructura primaria de la
proteina poseian mayor contacto con el grupo Hemo, se utilizaron simulaciones de la
estructura 3D de la mioglobina. Al no disponer en ese momento del diagrama bovino, se
utilizo el de la mioglobina equina (GeneBank MMDB: 42426 PDB: 2IN4), se observo
con el programa Cn3D (Chen et al., 2003), y se identificd la zona de mayor contacto.
Para ver la correspondencia de las zonas identificadas en la mioglobina bovina en el
gen, se utilizaron las secuencias NC 007303, NM 173881, NP 776303.1 reportadas en
GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), que codifican para el gen de la mioglobina
bovina (Bos taurus), el ARNm del mismo y la proteina respectivamente (Anexo 1). Por
alineacion de las secuencias se seleccioné el exdn 2 del gen, como la zona codificante
para la porcion proteica en mayor contacto con el grupo Hemo (principal responsable
del color), siendo esta la zona elegida para realizar la amplificacion.

Se disefiaron primers en los extremos del exdn 2 para buscar polimorfismos en la
secuencia del mismo (Tabla 2.2) y estudiar la variabilidad genética en varias razas. Para
esto se incluyeron muestras del panel de ADN genémico bovino del IGEVET. La
reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen total de 50 pl con las siguientes
concentraciones de reactivos: ADN 100 ug totales, 10X PCR Buffer (Invitrogen) 5 pl,
MgCl, 2,5mM, dNTPs 0,8 mM, Primers 1mM, Tag DNA Polimerasa (Invitrogen) 0,06
U/ul. El programa de ciclado utilizado fue el siguiente: 1 min a 94°C, 35 ciclos de 45 s a

94°C, 45 s a 63°C y 45 s a 72°C, y una extension final de 7 min a 72°C. Luego, para
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verificar el producto obtenido por PCR, se mezclaron 3 ul del tubo con el amplificado
con 1 pl de colorante no desnaturalizante (4 g % sacarosa, 0,025 g % de Azul de
Bromofenol). Estos fueron luego corridos en un gel de poliacrilamida (19:1) al 6 %, a
170 voltios durante 40 min, junto con marcadores de peso molecular. Las bandas de
ADN se revelaron con bromuro de etidio 1 pg/ml durante 5 min y se observaron en un
transiluminador UV. Se comprobd la presencia de una Unica banda de peso molecular
coincidente con el teérico del gen amplificado.

El screening de polimorfismos se realizd por el método PCR-SSCP (Single
Strand Conformational Polymorphism), y se confirmd cada variante conformacional
encontrada por secuenciacién directa. Para realizar el SSCP, los productos de PCR se
corrieron en geles de poliacrilamida (38:1) al 10% (Orita et al, 1989a,b), bajo las
siguientes condiciones
de corrida: 16 h, 200
volts y 4° C. Luego,

Tabla 2.2: Primers utilizados para el estudio del polimorfismo
de los genes candidatos para color.

. Gen Nombre Primer
los geles s tifieron cerpy  OSTPIVZF  5'-CCECTAACTEECTTCTTTETECAT-3'
con Nitrato de Plata GSTP1E1-2R 5°- ACTgCTCggAAgACCTCACAgC-3’

o
MBe2int-F  5°-ggCTCTTCACAggTCACCCgAg-3’
5

segun la técnica de Mioglobina
MBe2int-R -CTCCAggTACTTgACAgggATC-3’ J

Bassam et al. (1991) y

se observaron con un transiluminador de luz visible. Una vez seleccionadas las posibles
variantes, por diferencias en los patrones de bandas, una nueva alicuota de los productos
de amplificacion se purificaron con polietilenglicol 8000 y se corrieron en un
secuenciador MegaBACE 1000 (GE Healthcare, USA) utilizando el DYEnamic ET
Terminator Kit (GE Healthcare). Las secuencias obtenidas se analizaron con el
programa Sequence Analyzer (GE Healthcare). Las secuencias se alinearon con el
programa CLUSTAL-W 1.8 (Baylor College of Medicine -
http://searchlauncher.bmc.tmc.edu), y las variaciones se determinaron por comparacion
directa con la secuencia existente en el GenBank para el gen de la mioglobina (NM
173881).

2.4.2 Gen GSTP1
La secuencia NC 007330 (Anexo 2), incluida en el GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), que codifica para el gen de la proteina GSTP1, se
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utilizé para el disefio de primers especificos. Se disefiaron los primers GSTP1 V2 F y
E1-2 R (Tabla 2.2) que amplifican 273 pb que incluyen el exén 2 y parte del segundo
intron del gen.

Las muestras utilizadas para la busqueda de polimorfismos se seleccionaron del
panel de ADN genomico bovino del IGEVET. Para las reacciones de PCR se incluyeron
100 ng de ADN en un volumen total de 50 pl, que incluy6: 10X PCR Buffer
(Invitrogen) 5 pl, MgCI2 2,5 mM, dNTPs 0,8 mM, Taq DNA Polimerasa (Invitrogen)
0,06 U/ul, primers 1mM. El programa de ciclado fue 2 min a 94°C, 35 ciclos de 30 s a
94°C, 30sa 63°Cy 75 s a 72°C, y una extension final de 5 min a 72°C.

Se comprob6 la presencia de productos de PCR como se describié anteriormente
(para el gen Mb) y los amplificados con una buena sefial (que poseian una buena
concentracion del gen amplificado) se seleccionaron para secuenciar. EIl proceso de
purificacion, corrida y anélisis realizado fue el mismo que el descripto anteriormente
para el gen Mb. Los polimorfismos se determinaron por comparacion directa con la

secuencia informada en el GenBank para el gen de la GSTP1 bovina (NC 007330).

2.5 GENOTIPIFICACION

Para el estudio de asociacién con los caracteres de crecimiento y color de carne
se eligieron 6 genes como candidatos. Por un lado, para los caracteres de crecimiento se
seleccionaron 4 genes, cuyos productos pertenecen a diferentes etapas de la via de
sefializacion de la Hormona de Crecimiento (GH). En tanto que, se utilizaron 3 técnicas
de deteccidn de polimorfismo: GH por corte con enzimas de restriccion (PCR-RFLP),
Receptor de GH (GHR) y GH por Pirosecuenciacion, e IGF1 y Myf5 por microsatélites
cercanos a los genes. Por otro lado, la posible asociacién de los dos genes elegidos en
relacion al color de la carne se realiz6: GSTP1 por secuenciacion directa y Mb por

microsatélites cercanos al gen.

2.5.1 PCR-RFLP

Para la determinacién del polimorfismo L217V del ex6n 5 (alelos A y B) del gen
GH se utilizo la técnica descripta por Yao et al. (1996). La reaccion de PCR se realiz6 en
un volumen total de 25 pl conteniendo 25 a 50 ng de ADN, 1X PCR buffer (Invitrogen),
0,15 uM de cada primer (GH6P11 y GH6P12, Tabla 2.3), 200 mM de cada dNTP, 2
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mM MgCl, y 0,5 unidades de Taq polymerase (Invitrogen). Las condiciones utilizadas
fueron 92°C 4 min, 30 ciclos de 92°C 30 s, 59°C 1 min y 72°C 1 min, con una extension
final de 5 min a 72°C. Luego 3 ul de cada amplificado se utilizaron para verificar el

grado de amplificacion como se describié anteriormente para el gen Mb. Las muestras

Tabla 2.3: Primers utilizados para la genotipificacion de marcadores de los genes
candidatos, con el tamafio del amplificado. Los prefijos FAM y HEX corresponden a
fluorocromos, y BIOT a biotina.

Marcador/ Gen  Nombre Primer Amplificado [Rango) Referencia )
BM1824F  FAMS' -gAgCAAgETETTTTTCCAATC-3' ,
BM1824 130-192 www.isag. org. uk
BM1824R 5'- CATTCTCCAACTgCTTCCTTE-3
BPLF FAMS' - AAAATCCCTTCATAACAgTgCC -3 UniSTS:250709
BP1 302-322 T
BPLR 5' - CATCTgAATTCCAgEETTC-3' {(www.ncbi.nlm.nih.gov)
ETHLOF FAMS' - gTTCAggACTgeCCCTECTAACA -3
ETHI10 ¢ BALIEe g 214-226 www.isag.org.uk
ETHLO R 5' - CCTCCAgCCCACTTTCTCTITCTC -3
IGFLF HEXS5' - gCTTggATggACCATETTg-3' .
IGF1 " = BLTTEBAIEBALLATETTR - 225231 Bishop et al. 1994
IGFLR 5'- CACTTgARREECAAATEATT -3
RMO29F  FAMS' -ATATETCTCTgCATATCTETTTAT-3'
RM029 . ‘ 80-86 Kossareketal. 1994
RM029 R §' - CTAATCCCATARTRAZCAZACE -3
GH6PLL 5'-TA AggeTegAAAATZgA-3'
) EEEBAESETES - . 404 Yaoet al. 1996
GH GH6P12 5'-gACACCTACTCAZACAATZC -3
a
GH5V2R BIOT-5"-ggCACTTCATgACCCTCAZeT-S 253 Estatesis
GHS V2-nt-1 §'.CCCTTagCAgaAg-3 — i
GHRF BIOT-5'-TgCTCTAATCTTTTCTge TACCAgE-3'
] ’ g SRR 304 Blott et al, 2003
GHRc GHRR 5'-CCTCCCCAAATCAATTACATTTTCTCS
GHRseq 5'-TAZAAAATATEASTAAA-3' Estatesis )
-

que presentaban una buena sefial (en las que se logré una buena eficiencia de
amplificacion), se digirieron con la enzima de restriccion. Para esto, 12 pl del
amplificado se mezclaron con 3,1 pl de agua, 2,5 U de la enzima Alu | (Promega,
Madison, WI) y 1,7 ul de Buffer (provisto por el fabricante de la enzima). La mezcla se
incubd a 37°C durante toda la noche. Luego, todo el volumen de reaccion se corrio en
gel de poliacrilamida al 8% 1X TBE, a 120 volts, durante 1 hora. El gel se revel6 con
bromuro de etidiol pg/ml durante 5 minutos, y se observo con un transiluminador UV.
Los genotipos se determinaron por observacion directa e interpretacion del patron de

bandas.
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2.5.2 PCR-Pirosecuenciacion

Para el estudio de los SNPs de los genes GH y GHRc se utiliz6 la técnica de
pirosecuenciacion. Esta técnica aprovecha la deteccion de la luminiscencia emitida por
la luciferasa al romper una molécula adenosinatrifosfato (ATP). La incorporacion de
una base nitrogenada trifosfato (ANTP) en la sintesis de ADN por la polimerasa libera
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Figura 2.1: Esquema de la técnica de pirosecuenciacion (adaptada de Wang y Marincola
2003). Paso A: se dispensa el primer dNTP establecido en el orden (dGTP) y la Polimerasa
cataliza su incorporacion a la cadena. Este proceso se acompafia de la liberacion de
pirofosfato (PPi) en una cantidad que es equimolar con la cantidad de dNTP incorporado.
Subsiguientemente, la ATP sulfurilasa convierte el PPi + APS en ATP y este produce la
conversion de luciferina en oxiluciferina en presencia de la enzima luciferasa. Este proceso
emite luz en cantidades proporcionales al ANTP incorporado, que es captado por el equipo y
presentado en forma de un pico. EI dGTP no incorporado y el exceso de ATP, es degradado
por una apirasa, y el equipo queda preparado para el préximo paso. Paso B: Se dispensa el
segundo dNTP del orden (dCTP), como no es incorporado todo es degradado por la apirasa y
no genera luz. Paso C: Se dispensa el tercer dNTP del orden (dTTP), se genera el pico por la
incorporacion de un dTTP y el exceso es degradado. Paso D: Se dispensa el cuarto dNTP del
orden (dCTP), se genera un pico del doble de intensidad por la incorporacion de dos dCTP y
el exceso es degradado. Esto se repite para el resto de la secuencia.
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una molécula de Pirofosfato (PPi), a partir de este y adenosilfosfosulfato (APS), en
presencia de la enzima sulfirilasa se genera una molécula de ATP por cada base
incorporada. Asi la luminiscencia emitida por una reaccion de la luciferasa acoplada,
sera proporcional al nimero de bases incorporadas. En la Figura 2.1 se esquematiza el
método de pirosecuenciacion. En el paso A: se dispensa el primer dNTP establecido en
el orden (dGTP) y la Polimerasa cataliza su incorporacion a la cadena. Este proceso se
acompafia de la liberacion de pirofosfato (PPi) en una cantidad que es equimolar con la
cantidad de dNTP incorporado. Subsiguientemente, la ATP sulfurilasa convierte el PPi
+ APS en ATP y este produce la conversion de luciferina en oxiluciferina en presencia
de la enzima luciferasa. Este proceso emite luz en cantidades proporcionales al dNTP
incorporado, que es captado por el equipo y presentado en forma de un pico. EI dGTP
no incorporado y el exceso de ATP, es degradado por una apirasa, Yy el equipo queda

preparado para el proximo paso.

GHRc (F279Y)

Para la determinacion del genotipo del SNP ubicado en el exon VIII del gen
GHRc, responsable de la sustitucion F279Y, se utilizé la técnica de pirosecuenciacion.
Se amplificé un fragmento de 344pb por el método informado por Blott et al. (2003), en
este caso el primer forward se biotinilé para adaptarlo a la técnica. La reaccién de PCR
se realizé en un volumen total de 25 ul conteniendo 25 a 50 ng de ADN, 1X PCR buffer
(Invitrogen), 0,15 uM de cada primer (GHR F y GHR R, Tabla 2.3), 200 mM de cada
dNTP, 2 mM MgCl; y 0,5 unidades de Taq polymerase (Invitrogen). Las condiciones
empleadas fueron 45 ciclos de 94°C 45 s, 63°C 45 sy 72°C 45 s, con una extension final
de 10 min a 72°C. Las muestras se verificaron como se describié anteriormente para el
gen Mb. Las cadenas biotiniladas se purificaron a partir 20 ul de los amplificados; para
ello se mezclaron con 40 pl de Buffer de “binding” (Biotage AB, Uppsala, Sweden), 3
ul de perlas de sefarosa cubiertas con estreptoavidina (Streptvidin SepharoseTM High
Performance, GE Healthcare, USA) y 17 ul de agua. La purificacion se efectud
utilizando la plataforma de purificacion PyroMark Prep Workstation (Biotage AB),
mediante sucesivos lavados de 5 s con etanol 70%, NaOH 8mM y Washing Buffer
Workstation (Biotage AB). Un primer interno de secuenciacion (GHR-seq, Tabla 2.3),

complementario a la cadena forward, se disefié con el programa Pyrosequencing Primer
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SNP Design 1.01 software (http://www.pyrosequencing.com). Las cadenas biotiniladas

purificadas y lavadas se utilizaron como molde de la reaccion de pirosecuenciacion
(Ronaghi et al., 1998, 2001), en una mezcla de reaccion que contenia 0,135 uM del
primer interno de secuenciacion diluido en 45 ul de Anealing Buffer (Biotage AB). La
reaccion se realiz6 en un PSQTMO96 utilizando el Pyro Gold Reagent Kit (Biotage AB).

Los resultados se interpretaron con el software PSQ (Biotage AB).

GH (L217V)

En el momento que se dispuso de la tecnologia, se desarrollo una técnica de
pirosecuenciacion para el polimorfismo L217V del exon 5 del gen GH. Este método
presentaba la ventaja de ser mas exacto y permitia ser automatizado. Para la
determinacion del genotipo de cada individuo, se amplificé un fragmento de 253pb
utilizando los primers GH6P11 y GH5 V2 R, que se biotinilé para ser utilizado en esta
técnica. La reaccion de PCR se realizo en un volumen total de 25 pl conteniendo 25 a
50 ng de ADN, 1X PCR buffer (Invitrogen), 0,15 uM de cada primer (Tabla 2.3), 200
mM de cada dNTP, 2 mM MgCl; y 0,5 unidades de Taqg polymerase (Invitrogen). Las
condiciones empleadas fueron 45 ciclos de 94°C 45 s, 63°C 45 sy 72°C 45 s, con una
extension final de 10 min a 72°C. Los pasos siguientes se realizaron del mismo modo
que para GHRc pero con el primer interno de secuenciacion GH5 V2-Int-1 (Tabla 2.3),

complementario a la cadena reversa.

2.5.3 PCR-Miicrosatelites

Tres de los genes elegidos se localizan en el BTAS: IGF1, Myf5 y Mb. Se
tipificaron cuatro microsatélites cercanos a ellos, y con un posible grado de ligamiento:
BP1 (posicion: 14.382.552 pb) en las inmediaciones del gen Myf5, ETH10 (posicién:
60.836.475 pb) e IGF1 (posicion: 71.198.741 pb) cercanos al gen IGF1l, y RM029
(posicion: 80.417.234 pb) alrededor del gen Mb
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview). Para evaluar posibles efectos debidos
al azar se selecciond un quinto microsatélite, BM1824 (BTAL, 122cM), multi-alélico,
en otro cromosoma Yy sin ligamiento conocido a algin gen estructural. La reaccién de
PCR se realiz6 en multiplex, en un volumen total de 12,5 ul conteniendo 25 a 30 ng de
ADN, 1X PCR buffer (Invitrogen), 200 mM de cada dNTP, 2,5 mM MgCl,, 0,04 U/pul


http://www.pyrosequencing.com/
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Taq Platinum (Invitrogene™) y las siguientes cantidades de los primers marcados con
fluorescencia: 1,5 pmol ETH10, 2,5 pmol BM1824, 3 pmol FRMO029, 6 pmol BP1y 10
pmol IGF1 (Tabla 2.3). Las condiciones empleadas fueron 2 min 94°C, 10 ciclos de 30 s
a 94°C, 45 s a 60°C, 30 s a 72°C, seguidos de 30 ciclos de 30 s a 94°C, 45 sa 58°C, 30 s
a 72°C, y una extensién de 7 min a 72°C. Luego 3 ul de amplificado se utilizaron para
verificar la amplificacibn como se describié anteriormente para el gen Mb. Los
productos se corrieron en un secuenciador MegaBACE 1000 sequencer (GE healthcare)
utilizando el DYE ET-ROX 550 (GE healthcare) como marcador de peso molecular.
Los archivos crudos se analizaron con el programa Fragment Profiler (GE healthcare).

2.6 VARIABILIDAD GENETICA

Para el estudio de la variabilidad genética se utilizo el software GenePop 4.0
(Rousset 2008), con los algoritmos incluidos en el paquete se calculo: namero de alelos,
frecuencias geénicas, heterocigocidad esperada para cada locus (he), y todos los locus
(He). Adicionalmente, se utilizé el método de cadenas de Markov, incluido en el mismo
paquete estadistico, para calcular el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) estimado por
el estadistico Fis, y el desequilibrio de ligamiento.

En el caso de los genes de crecimiento, se realizo un estudio de variacion de las
frecuencias alélicas a lo largo del tiempo en el RodE, con el objetivo de evaluar el
efecto de la seleccion sobre las frecuencias génicas de dichos genes. Para esto se
dividieron los animales en tres grupos de contemporaneos: i) nacidos entre 1996 y 1999,
ii) nacidos entre 2000 y 2003, v iii) nacidos entre 2004 y 2007. El intervalo de cuatro
afios corresponde al tiempo minimo generacional, asi un toro y su hijo no estan
sirviendo al rodeo al mismo tiempo, por lo tanto nos aseguramos que hijos y nietos de
un mismo toro estén en grupos de contemporaneos diferentes. Las diferencias entre las
frecuencias génicas de los tres grupos se contrastaron a través del Test Exacto incluido
en el programa GenePop 4.0.

Dado que se cuenta con varios marcadores (microsatélites) en un mismo
cromosoma (BTAD), se realiz6 un estudio de reconstruccién de fases en desequilibrio de
ligamiento, en otras palabras se analiz6 la combinacion de alelos presentes en cada uno
de los dos cromosomas de un individuo dado. Para esto se utilizo el programa Phase

v2.1.1 (Liy Stephens, 2003), que reconstruye esta informacion a partir de las posiciones
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de los marcadores en el cromosoma y los genotipos para cada animal. La corrida se
realiz6 con las opciones por defecto, y una vez obtenidas las posibles fases se aceptaron
solo aquellas en las que la probabilidad era mayor al 95%.

2.7 PEDIGRI E INFERENCIA DE GENOTIPOS

Los dos rodeos estudiados (RodC y RodE) contaban con varias generaciones de
registros genealdgicos (pedigri). En el caso del RodC la base contenia 1754 animales
nacidos entre 1980 y 2007, mientras que la del RodE contenia 2474 animales nacidos
entre 1960 y 2008. Utilizando la informacion de relaciones de parentesco, se han
desarrollado programas que infieren genotipos en un arbol geneal6gico a partir de un
nacleo de animales tipificados. Uno de ellos es el Genoprob 2.0 (Thallman et al., 2001a,
b), que se utilizo para inferir los genotipos de los microsatélites y de los genes GH y
GHR, en los dos rodeos estudiados. Los animales muestreados y a los que se le
determino el genotipo se utilizaron como ndcleo para inferir los genotipos de todos los
animales incluidos en el pedigri. Como parametros de corrida (valores de probabilidad
de cada meiosis y error) se utilizaron los establecidos por defecto en el programa,
considerandose ademas penetrancia completa y ausencia de alelos nulos. Finalmente, se
definieron 10 iteraciones para la corrida. Los resultados fueron procesados y se aceptd
un genotipo para ser incluido en el analisis de asociacion si su pGmax (probabilidad

posterior de que el genotipo sea correcto) era superior a 0,95.

2.8 ANALISIS DE ASOCIACION

Para este estudio se incluyeron todos los animales que poseian datos genotipicos
(por tipificacion o por inferencia) y fenotipicos. Para todos los genes y todos los
caracteres, el modelo de asociacion fue similar y se utiliz6 el procedimiento GLM
(General Lineal Model) del paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System,
1999).

2.8.1 Crecimiento
En estos casos se realizaron analisis de asociacion, independientes para cada
locus, entre genotipos y BLUPs. Muchos estudios de asociacion entre marcadores y

variables cuantitativas se llevan a cabo utilizando los datos de campo, sin embargo en
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algunos otros se utiliza BLUPs (Pereira et al., 2005, Schulman et al., 2008). En este
sentido Miquel et al. (2009) plantea la ventaja de la utilizacion de BLUPs debido a que
estos consideran las correlaciones existentes entre los diferentes caracteres.

Los dos rodeos utilizados en el andlisis de asociacion poseian informacion
diferente, por un lado en el RodE se contaba con datos de PNd, PNm, PDd y PDm,
mientras que en el RodC se contaba con valores de PNd, PDd, PDm, P400, P600 y
AOB. Para los caracteres exclusivos de un solo rodeo se planted un modelo lineal:

Yij =+ GMi+ ejj

donde yijjes el BLUP del caracter i para el animal j, GM,; es el efecto fijo del marcador y
ejj es el error. Para el caso de PNd, PDd y PDd se incluyeron en el analisis los dos
rodeos aunque estos no presentaban puntos de contacto en su pedigri, por lo cual hubo
que incluir un efecto del rodeo en el modelo. Dependiendo del nimero de alelos que

presentaba cada marcador se definieron dos modelos diferentes:
i) Modelo para marcadores multialélicos (BM1824, ETH10 y BP1), la interaccion
entre rodeo (H) y el marcador (GM) no pudo ser estimada, por lo que se incluyé

el efecto del marcador anidado en rodeo.

Yije= p + Hi+ GM; (Hi) + eijk

i) Modelo para marcadores bialélicos (RM029, IGF1, GH y GHR), incluyé efectos
fijos para H, GM y para la interaccion H*GM. En el caso del microsatélite BP1
se realizd un andlisis con este modelo excluyendo los animales que presentaban

el alelo 310 (presente solo en el RodC).
Yijk=U +H;+ GMij+Hi*GMij + €eijk
En un segundo paso, estos mismos modelos se utilizaron para el andlisis de

marcadores ubicados en el BTAS5 en posiciones cercanas. Se realiz6 un analisis con los

genotipos tomados de a pares para los marcadores ETH10-IGF1 e IGF1-RM029, y un
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analisis con las fases obtenidas anteriormente para los marcadores IGF1-RMO029. En
todos los casos, para determinar la diferencia de las medias entre genotipos, pares de
genotipos o fases, se utilizo el test de separacion de medias de Bonferroni (P < 0,05).
Finalmente, el efecto aditivo de cada alelo se estim6 como la diferencia entre
dos genotipos homocigota, mientras que el efecto de dominancia se obtuvo como un

promedio de las diferencias entre los genotipos homocigota y el genotipo heterocigota.

2.8.2 Color de la carne

El anélisis de asociacion de marcadores con caracteres de color, se realiz6 a partir
de los genotipos de las muestras obtenidas en el frigorifico con los pardmetros de color
L*, a*, b*. Adicionalmente, a partir de los datos de a* y b*, se calcularon el angulo
Hunter (Hue) y la cromaticidad (Croma) que también fueron incluidos en el analisis:

¥
= [ %2 4 p2
Hue = arcotangente (as) Croma=Va& = +b

Hue es una medida de la divergencia del eje rojo puro sobre espacio de color (Hunter y
Harold, 1987), mientras Croma ha sido considerado como un buen parametro para
caracterizar los cambios de color, ya que este valor disminuye en la presencia de
tonalidades marrones (Renerre y Mazuel, 1985).

El modelo utilizado incluyé en todos los casos al pH como covariable, y la
diferencia de las medias entre genotipos se determind por el test de separacion de
medias de Bonferroni (P < 0,05):

Yik=u + GM;+cov pH; + eix

donde yix es el pardmetro de color medidos o calculados i para el animal k, GM; el

efecto del genotipo, cov pH; es la covariable pH y ej el error.
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Si bien el pH fue incluido como covariable en los modelos, podria llegar a estar
influido de algin modo por estos genes. Por lo tanto, se evalu6 esta posible asociacion
utilizando un modelo similar a los utilizados en los caracteres de crecimiento, con

separacion de medias de Bonferroni (P < 0,05):
pHik=pu + GM; + eix

donde GM,; es el efecto del genotipo y ej el error.
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Como ya se ha mencionado esta tesis consta de dos secciones claramente
definidas, por este motivo se separaron los resultados y discusion de cada grupo de
caracteres. Primero se empezara con lo referido al estudio de marcadores candidatos
para caracteres crecimiento, para luego seguir con los candidatos para el color de la
carne. Adicionalmente en el Anexo 6 se incluyen los articulos publicados relacionados a

los resultados que se describiran en esta seccion.

3.1 ESTUDIO SOBRE MARCADORES DE GENES CANDIDATOS
PARA CARACTERES DE CRECIMIENTO

3.1.1 Puesta a punto de las técnicas de genotipificacion

Como se menciond en la seccion “Materiales y Métodos”, fueron utilizadas varias
técnicas para la determinacion de los genotipos en las diferentes poblaciones. En el caso de los
marcadores de genes candidatos para caracteres de crecimiento, las técnicas utilizadas
dependieron del tipo de marcador. Para los microsatélites se utilizd la técnica analisis de
fragmentos por electroforesis capilar. Por su parte, en los SNPs se utilizaron las técnicas de
PCR-RFLP y PCR-Pirosecuenciacion. En esta seccion mostraremos ejemplos de la lectura de

los resultados obtenidos.

Multiplex de Microsatélites

En el presente estudio se incluyeron 5 microsatélites: 4 de ellos pertenecian al cromosoma
BTAS5 (BP1, ETH10, IGF1 y RM029) y el restante, que se localiza en el cromosoma BTAL, que
se utilizé6 como control (BM1824). En la Figura 3.1 se muestra la fotografia de un gel de
poliacrilamida utilizado para verificar el resultado de la reaccién de PCR, previo a correr los
amplificados en el secuenciador. Ademas, se presentan los electroferogramas obtenidos con el

software Fragment Profiler (GE Healthcare) para cada microsatélite analizado.
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Figura 3.1: Se
muestran ejemplos de
electroferogramas para
cada microsatélite,
incluyendo los Bin Set.
A la derecha también se
presenta una fotografia
de un gel con el
multiplex amplificado
luego de la corrida
electroforética. El
tefiido se realizd con
Bromuro de Etidio y se
fotografié con luz UV.
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PCR-RFLP

La determinacion del genotipo del SNP L217V del exon 5 del gen GH se realizé
mediante dos técnicas. La técnica de PCR-RFLP utilizada originalmente, fue luego reemplazada
por la técnica de PCR-Pirosecuenciacion debido a que esta Gltima era mas exacta y permitia ser
automatizada. Independientemente de esto, un porcentaje de los genotipos para este gen fueron
obtenidos por ambas técnica para validar su equivalencia. En la Figura 3.2 se pueden observa un
esquema de los cortes de la enzima en el segmento amplificado, y un gel de acrilamida donde se

discriminan los patrones de restriccion.

Figura 3.2:

Abajo se muestra un
esquema de los patrones de
restriccion correspondientes a
la digestién de GH con Alu 1.
A laizquierda se presenta una
fotografia de un gel de
verificacion de los segmentos
amplificados.

Arriba se observa un gel con
los patrones de restriccion: 1
= Marcador de peso
molecular (PBR322 digerido
con BstYl), 2 = genotipo BB,
3y 5 =genotipo AA, 4y6 =

GH6P11 genotipo AB.
W
~ I
404 pb GH6P12

Pirosecuenciacién

Para los SNPs (GH y GHRc) se opt6 por la técnica de Pirosecuenciacion, cuando estuvo
disponible, pues como ya se menciond tiene la gran ventaja de ser mas exacta y permitir la
automatizacion. En la Figura 3.3 se pueden observar ejemplos de los pirogramas obtenidos para
ambos genes y los histogramas tedricos para cada secuencia. La secuencia de lectura del equipo
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es la reversa complementaria para el caso del GHRc, ya que la cadena purificada era la Forward

y el primer interno de secuenciacion permitia la polimerizacion de la cadena reversa.

GH L217V
Secuencia: G/C TGGAAGA
Orden de dispensacion: {(A)GC{A)TGAGA

Genotipo GG
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Figura 3.3: Se presentan ejemplos de pirogramas y sus histogramas teéricos, para cada
genotipo de los SNPs: L217V del gen GH y F279Y del gen GHRc. En la parte superior se puede
leer la secuencia de lectura y el orden de dispensacion de nucleétidos del equipo. Las bases
entre paréntesis no pertenecen a la secuencia y son controles negativos agregados por el equipo.
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3.1.2 Variabilidad genética

A un grupo de animales de diferentes razas y origenes, se les determiné el genotipo con
el objetivo de evaluar la variabilidad genética a distintos niveles. Las razas Hereford y Angus

tuvieron mayor atencion ya que se utilizaron posteriormente en los andlisis de asociacion.

Estudio preliminar en Microsatélites

Los microsatélites son marcadores con una gran variabilidad y por lo tanto muy
informativos, sin embargo requieren estandarizacion entre laboratorios y controles a lo largo del
tiempo. Ademas, es necesario un operario entrenado para su lectura, ya que muchas veces los
patrones de un marcador en particular pueden generar confusiones y errores en la lectura. Por
estos motivos se decidid primero hacer un ensayo sobre un pool de muestras perteneciente a
diferentes razas: Angus, Brahman, Charolais, Criollo Argentino, Criollo Boliviano, Criollo
Uruguayo, Hereford, Holando, Jersey, Nelore, Normando, Retinta y Wagyu. El objetivo de este
ensayo fue, por un lado, determinar el rango de peso molecular de los alelos, y por el otro,

establecer un patron  de

Tabla 3.1: Rango de peso molecular y niamero de alelos
encontrados para cada microsatélite estudiado. Los
estandarizar la lectura de cada animales pertenecian a 13 razas tanto taurinas como

referencia (Bin  Set) para

genotipo. Los resultados del cebuinas.
estudio realizado sobre 37 Alelo Alelo N de alelos
. Microsatélite Minumo Maxuno encontrados
animales de las 13 razas se — 3
BM1824 180 194 8
presentan en la Tabla 3.1. A lo BP1 302 326 9
largo del tiempo se utilizé una ETH10 210 226 8
RM029 78 102 <]
muestra de la raza Nelore como _ ) o
IGF1 225 231 >

control interno de la técnica.

Estudio de variabilidad entre razas: Angus, Criollo Argentino y Hereford

Se utilizaron tres razas seleccionadas para la produccion de carne, en el estudio
de variabilidad genética entre razas: Angus y Hereford seleccionadas por ser las
principales razas criadas en nuestro pais, y el Criollo Argentino por ser la Unica raza
bovina autoctona y un posible reservorio de material genético (Giovambattista et al.,
2001). Estos resultados se utilizaron, ademas, como referencia en estudios posteriores
de variabilidad y de asociacién. Los animales analizados, que pertenecian a las Pruebas
de comportamiento XIV, XV y XVI del INTA Balcarce, incluyeron 110 toros: 49

Angus, 24 Criollos y 37 Hereford, pertenecientes a 16, 3 y 7 establecimientos,
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respectivamente. El andlisis incluyé para cada marcador: nimero de alelos, frecuencias

génicas, heterocigosidad esperada para cada locus (he), y sobre todos los locus (He),
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) estimado por el estadistico Fis. Los resultados se

presentan en las Tablas 3.2 y 3.3.

Tabla 3.2: Frecuencias génicas para los marcadores estudiados en las tres razas (AA:
Angus, CRA: Criollo Argentino, HE: Hereford). Entre paréntesis se presenta el nimero
de veces en que se encontré el alelo en la poblacién.

Alelo 180 182 184 190 192 \
BM1824 AA 0,549(45) 0,049(4) 0,232(19) 0,146(12) 0,024(2)
CRA 0,083(4) 0,250(12) 0,563(27) 0,104(5) -
HE 0,328(21) 0,406 (26) 0,266(17)
Alelo 302 308 310 312 314 318 316 322
AA 0,267 (23) 0,070(6) 0,023(2) 0,419(36) . 0,012(1) 0,209(18)
el CRA - . 0,043(2) 0,435(20) 0,370(17) 0,065(3) 0,087 (4)
HE 0,059 (4) 0,029(2) 0,397(27) S 0,015(1) 0,500 (34)
Alelo 214 216 218 220 222 226
ETH10 AA 0,012(1) 0,060(5) 0,417(35) 0,214(18) 0,298(25) -
CRA - 0,063(3) 0,354(17) 0,271(13) 0,292(14) 0,021(1)
HE 0,015(1) 0,118(8) 0,294(20) 0,294(20) 0,279(19) 5
Alelo 80 82 84 90 96 100 102
R AA 0,163 (15) 0,315(29) 0,500(46) 0,022(2) - -
CRA - 0,283(13) 0,674(31) - - 0,022(1) 0,022(1)
HE 0,032(2) 0,194(12) 0,726(45) 0,016(1) 0,032(2) .
Alelo 229 231
AA 0,986(71) 0,014(1)
L CRA 0,800(32) 0,200(8)
HE 0,741(43) 0,259(15)
Alelo F Y Alelo A B
AA 0,900(27) 0,100(3) AA 0,809(55) 0,191(13)
GHRc GH
CRA 1,000 (14) CRA 0,923(24) 0,077(2)
HE 0,543(25) 0,457(21) HE 0,800(40) 0,200(10) )

Todos los marcadores resultaron polimérficos en las razas estudiadas a

excepcion del GHRc en la raza Criolla, donde el alelo F se encontrd fijado. En los

marcadores con mas de dos alelos la frecuencia minima fue de 1,2%, pero siempre se

observaron al menos dos marcadores con frecuencias mayores al 10%. Para estos, se

encontraron alelos exclusivos de cada raza: en AA alelos 192 del BM1824, 316 del BP1
y 90 del RM029; en CRA alelos 314 del BP1, 102 del RM029 y 226 del ETH10; y en
En los marcadores bialélicos (IGF1, GH y GHRc), a

HE alelo 96 del RMO029.
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excepcion del GHRc en CRA e IGF1 en AA, todos los alelos tuvieron una frecuencia

mayor al 10%, hecho que permitiria una Seleccion Asistida por Marcadores.

Tabla 3.3: Resultados para los célculos de heterocigosidad esperada para cada locus (he), y
todos los locus (He), equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) estimado por el estadistico Fs,
y el desequilibrio de ligamiento, en las tres razas productoras de carne estudiadas. En el
caso del HWE, los valores significativamente desviados del equilibrio se resaltan en negrita.

Heterocigocidad Heterocigocidad HWE Fis W&C \
Esperada Observada (P-val)
Locus AA CRA HE AA CRA HE AA CRA HE
) 0,108 0,123 -0,126
BM1824 0,628 0,616 0,667 0,561 0,542 0,750 (0.025)  (0.663) (0.733)
: 0,415 0,166 0,114
BP1 0,712 0,675 0,597 0,419 0,565 0,529 (0.000)  (0.253) (0.547)
X ) 0,009 -0,209 0,014
T 7 07 74 5 0,735 ’ ' '
ETH10 0,697 0,727 0,746 0,690 0,875 0,735 (0.118) (0,390 (0.122)
X . - 0,278 0,548 0,491
RM029 0,630 0,475 0,441 0,457 0,217 0,226 (0,000)  (0,001) (0,003)
0,397 0,207
IGF1 0,028 0,328 0,390 0,028 0,200 0,310 (0,128) (0,338)
PROMEDIO 0,539 0,564 0,568 0,431 0,480 0,510
: - -0,077 0,233
GHRc 0,186 0,000 0,507 0,200 0,000 0,391 (1,000) (0,402)
-0,031 -0,043 0,020
. GH 0,314 0,148 0,327 0,324 0,154 0,320 (1,000  (1,000) (1,000)
"PROMEDIO 0,250 0,074 0,417 0,262 0,077 0,356 /

—

La diversidad encontrada para los microsatélites estudiados, en las muestras

analizadas, fue similar para las tres razas seleccionadas: Hereford, Angus y Criollo, y

son comparables con los encontrados en la bibliografia. Particularmente en el caso de

los microsatélites, los datos de frecuencias génicas publicados difieren segun el

marcador. Los marcadores ETH10 y BM1824 son parte del panel de la ISAG

(Inernational Society for Animal Genetics), y por esto existe abundante informacién al

respecto. Los valores informados de he en diferentes razas varian entre 0,22 y 0,89 para

ETH10 y entre 0,43 y 0,86 para BM1824. En el caso de las razas estudiadas, algunos de

los valores informados para ETH10 son: en Angus 0,67 y 0,75, en Criollos 0,58 y 0,63,
y en Hereford 0,63 y 0,73. Mientras que para el BM1824 son: en Angus 0,72 y 0,79, en
Criollos 0,61 y 0,74, y en Hereford 0,61 y 0,70 (Liron 2004; Sherman et al., 2004;
Radko et al., 2005; Amstrong et al., 2006; Stankovic et al., 2009; Van der Goor et al.,
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2009; Montoya et al., 2010; Novoa y Usaquén, 2010). Los resultados obtenidos en este
estudio son similares a los precedentes. Para los marcadores BP1, IGF1 y RM029 es
escasa la informacion publicada, sin embargo las he encontradas son del orden de las
publicadas para otros microsatélites. No obstante, Moody et al., (1996) estudiaron en
ganado Hereford las frecuencias de IGF1, e informaron dos alelos que se corresponden
con los encontrados en este trabajo. Las frecuencias que publicaron estos autores para el
alelo equivalente al 229 fueron entre 0,60 y 0,95. Por lo tanto, los resultados aqui
presentados estarian dentro del rango previamente encontrado. Adicionalmente se han
informado otros dos alelos para este marcador, 225 y 227 (Regitano et al., 1999),
exclusivos de razas cebuinas. Los resultados para las tres razas muestran una ausencia
de estos alelos, hecho que es consistente con el origen taurino de las mismas.

Respecto de los SNPs, las frecuencias encontradas en la bibliografia para GH
muestran al alelo A como mayoritario en casi todas las razas taurinas informadas
(Angus, Ayshire, Charolais, Hereford, Holando, Jersey, Simental, Wagyu, razas
Criollas, razas Escandinavas, razas lbéricas, razas del noreste Europeo), con una
frecuencia que varia desde 0,396 a 0,955 (Grochowska et al.,2001; Reis et al., 2001; Ge
et al., 2003; Vasconcellos et al., 2003; Li et al., 2006; Rogberg-Mufioz et al., 2006;
Ripoli et al., 2010). En cebuinos, los estudios realizados en las razas Nelore, Brahman,
Gyr, Guzera evidenciaron que el alelo A estaria fijado (Kemenes et al., 1999;
Beauchemin et al., 2006; Curi et al., 2006). En nuestras poblaciones los valores
obtenidos para las tres razas son similares a los obtenidos anteriormente por otros
autores. En Hereford, Moody et al., (1996) encontraron frecuencias entre 0,35y 0,75
para diferentes poblaciones, mientras que en Angus las frecuencias informadas varian
entre 0,38 y 0,77 (Ge et al., 2003; Vasconcellos et al., 2003; Villegas-Castagnasso et
al., 2006). En el caso de los Criollos, Vasconcellos et al. (2003) y Rogberg-Mufioz et al.
(2006), estimaron la frecuencia del alelo A para varias razas Criollas encontrando
valores entre 0,52 y 1,00. Adicionalmente, desde el punto de vista del crecimiento, Reis
et al., (2001) estudiando razas de Portugal encontraron frecuencias mas altas del alelo A
en aquellas con un mayor tamafio corporal, y sugirieron una posible incidencia de este
SNP en la determinacion del crecimiento.

Por su parte, el GHRc ha sido asociado con caracteres de produccion de leche

(Blott et al., 2003; Viitala et al., 2006) y por este motivo es un gen candidato para
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caracteres de crecimiento en los que puede existir una influencia materna (peso al
destete, ganancia diaria pre-destete, etc.). En ganado lechero el alelo F ha sido asociado
con mayor productividad, y las frecuencias informadas para razas lecheras (Ayshire,
Holando, Jersey, Modenese, Red Danish) han sido entre 0,727 y 1,000 (Viitala et al.,
2006; Fontanesi et al., 2007; Varvio et al., 2008; Waters et al., 2010). En razas
seleccionadas para la produccion de carne y doble propdsito (Angus, Charolais,
Hereford, Italian Brown, Reggiana, Rendena, Simmental) los valores informados del
alelo F han sido inferiores, entre 0,455 y 0,962 (Fontanesi et al., 2007; Varvio et al.,
2008). Por otro lado, White et al. (2007) encontraron en ganado cruza de razas
britanicas y continentales una frecuencia extremadamente baja (aproximadamente 11%)
del alelo F. Finalmente en razas con baja presion de seleccion, como en las razas nativas
Escandinavas y las razas Africanas, los valores de frecuencia del alelo F también han
sido elevados, 0,967 y 1 respectivamente (Varvio et al., 2008). Estas diferencias de
frecuencia podrian estar reflejando la importancia de este gen como determinante de la
produccién lechera, en este sentido, las mayores frecuencias del alelo F en ganado
lechero apoyarian esta hipotesis. Mas aun, dentro de las razas para produccion de carne,
la raza Hereford es conocida por su moderada a baja produccion lechera y en ella ambos
alelos estan en frecuencias similares. Por otro lado, el hecho de que razas nativas, que
en general han sufrido poca seleccion, presenten el alelo F en alta frecuencia podria
indicar una ventaja comparativa de los animales con este alelo. En este sentido, las
madres con mayor produccion de leche pudieron haber criado terneros mas fuertes y
sanos, que pudieron haber tenido una mayor capacidad de supervivencia. En nuestras
poblaciones los resultados obtenidos coinciden con los previamente informados para
Hereford, 0,455 y Angus, 0,864 (Varvio et al., 2008). En el caso del Criollo, no fueron
encontrados datos anteriores, sin embargo el alelos F esta fijado como en las razas

africanas y las razas nativas escandinavas (con baja presion de seleccion).

Estudio de variabilidad de diferentes poblaciones de una misma raza

Con el objetivo de estimar la variabilidad entre rodeos con diferentes criterios de
seleccion dentro de una misma raza, se estudiaron las frecuencias génicas de los rodeos
Experimental (RodE) y Comercial (RodC). El objetivo de seleccidn en el RodE apunta a

aumentar el peso al destete (PD) sin variar el peso al nacimiento (PN) a través de un
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indice (Melucci et al., 2009). Por su parte en el RodC el criterio busca animales de bajo

PN, buenas tasas de ganancia y un peso adulto moderado. Para tener una imagen de la

raza en general, se utilizaron como poblacion de referencia (PR) una submuestra (N=17)

de los animales Hereford provenientes de las Pruebas de Comportamiento del INTA

Balcarce. Para esto se tomaron animales que no compartieran abuelos y que no

pertenecieran al RodE y RodC. Los mismos pardmetros antes mencionados se

calcularon y se presentan en la Tablas 3.4 y 3.5 y en la Figura 3.5.

Tabla 3.4: Se muestran los diferentes alelos y frecuencias génicas encontradas en la
Poblacién de Referencia, el Rodeo Comercial, el Rodeo Experimental y los diferentes
grupos del Rodeo Experimental.

Poblacién de  Rodeo Rodeo Experimental BN
Referencia Comercial 1996-2007 1996-1999 2000-2003 2004-2007_\
17 91 157 39 50 68
Locus Alelo
180 42,86 8,62 19,86 27,14 16,3 18,46
182 7,14 0,57 - - -
BM1824 184 21,43 61,49 57,19 51,43 61,96 56,92
190 28,57 19,54 21,92 21,43 21,74 22,31
192 - 9,77 1,03 - 2,31
302 9,38 0,56 0,32 - - 0,74
310 6,25 5,62 0,32 1,35 - -
312 50 67,98 43,18 59,46 449 33,09
BP1 314 3,43 - - - - -
316 3;13 - - - - -
322 28,13 25,28 56,17 39,19 55,1 66,18
324 - 0,56 - - - -
214 - - 5,26 4,17 8,16 3,73
216 12,5 6,11 3,62 - 3,06 5,97
ETH10 218 25 15 39,14 54,17 36,73 32,84
220 34,38 31,67 19,74 16,67 21,43 20,15
222 28,13 46,11 32,24 25 30,61 37,31
226 - 111 - - -
80 - - 0,32 - - 0,76
RMO029 82 15,38 12,64 15,91 7,89 13 22,73
84 84,62 87,36 83,77 92,11 87 76,52
229 61,54 67,24 69,73 61,11 70,65 73,85
et 231 38,46 32,76 30,27 38,89 29,35 26,15
A 79,17 62,8 95,35 98,57 90 95,54
GH B 20,83 37,2 4,65 1,43 10 4,46
% F 81,82 81,98 34,77 36,11 36,05 30,36/
GHRE Y 18,18 18,02 65,23 63,89 63,95 69,64

—
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La variabilidad, medida a través de he y He, fue mayor en PR que en RodE y RodC
(Tabla 3.5). Esto era esperable, ya que la muestra PR estaba constituida por animales
provenientes de diferentes rodeos. Si ademas, cada uno de estos rodeos posee un cierto
grado de consanguinidad, dado por la propia dindmica de la cria extensiva, podria
existir estructuracion poblacional. Es por esta razon, que la h, y la H, dependen de las
frecuencias génicas de los rodeos de origen de las muestras, mientras las h. y la He
dependen de las frecuencias génicas estimadas en el pool (Efecto Wahlund).
Adicionalmente, es esperable que el nimero de alelos sea mayor en pooles de muestras
que en rodeos consanguineos. Sin embargo, como se ve en la tabla Tabla 3.4, las tres
poblaciones presentaban un numero de alelos similar. En este caso el mayor tamafio de
la muestra de RodC (91) y RodE (158) respecto de PR (17), estaria compensando el
efecto de la consanguinidad. A pesar de las diferencias, los valores encontrados de
estos parametros para las poblaciones estan dentro del rango esperable publicado
previamente por otros autores.

En particular, para los loci ETH10 y BM1824 los valores de h. en PR son
similares a los encontrados para la raza por otros autores: ETH10 0,63 y 0,73, BM1824
0,61 y 0,70 (Radko et al., 2005; Van der Goor et al., 2009). Sin embargo para RodE y
RodC los valores son menores, 0 se encuentran cercanos a los valores inferiores de
referencia. Esto nuevamente se explica por la consanguinidad de estos rodeos, a
diferencia de los muestreos usualmente realizados para estudios de variabilidad
genética, que buscan individuos no emparentados. Nuevamente, BP1, RM029 e IGF1
no disponen de gran informacion, sin embargo los valores de frecuencia del alelos 229
(Tabla 3.4) se ubicaron en el rango entre 0,60 y 0,95, informado por Moody et al.
(1996), para dos rodeos seleccionados y un grupo de muestras de semen de toros que
estaban disponibles en el mercado.

Para los SNPs, los valores fueron muy variables entre los diferentes grupos. Sin
embargo, las frecuencias encontradas para RodC se asemejan mas a las de RP, que las
de RodE, esto puede estar explicando en parte la extensa presion de seleccion aplicada
sobre RodE. Es llamativo el bajo valor de la frecuencia del alelo F encontrado para
RodE en GHRc, este alelo ha estado asociado a produccion lechera y encontrado en
mayor frecuencia en las razas lecheras (Viitala et al., 2006). Una seleccion hacia un

mayor peso al destete puede haber influido no solo sobre el efecto genético directo,
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capacidad del individuo para crecer, sino también en el efecto genético materno,
capacidad de la madre para criar al ternero. En un estudio realizado por Melucci et al.,
(2009) sobre el RodE, demostraron el efecto de la seleccion sobre los BLUPs para peso
al destete directo y materno, y encontraron un aumento de ambos con el tiempo. En este
sentido, las frecuencias en este gen podrian haberse visto afectadas, al ser un gen de
importancia en la capacidad y calidad de la leche.

Al observar la desviacion del HWE vemos en el RodC que los marcadores
ETH10, RM029 e IGF1 se encuentran en desequilibrio, estos tres marcadores se ubican
en la region entre 65 y 82 cM del BTA5, donde se han descripto varios QTL
relacionados con crecimiento (Casas et al., 2000; Li et al., 2002; Li et al., 2004). En
este sentido y debido al ligamiento, marcadores neutros cercanos a genes responsables
de una determinada caracteristica, pueden ver afectadas sus frecuencias. Esto ha sido
confirmado por varios autores, en particular Pereira et al. (2005) encontraron
variaciones en las frecuencias de GH e IGF1 debido a la seleccion en ganado Canchim.
Los QTLs descriptos anteriormente para esta zona del BT A5 se relacionan a medidas de
crecimiento pre y post-destete como tasa de ganancia diaria pre-destete y en engorde,
peso de la carcasa, etc. (Casas et al., 2000; Li et al., 2002; Stone et al., 2005). Esto
explicaria porque esta region estaria siendo mas afectada en RodC que en RodE. Sin
embargo, las desviaciones del equilibrio de HWE pueden no solo ser causadas por la
seleccion, sino también otros factores poblacionales como la deriva génica y la
migracién, o experimentales como alelos nulos. Para evaluar esta posibilidad, se incluyd
el marcador BM1824 como control. Este STR estd ubicado en una region del
cromosoma 1 en la que no han sido detectados QTLS para crecimiento. Este marcador
no presentd desviacion del HWE en ninguna de las poblaciones estudiadas, esto
refuerza la hipotesis que las desviaciones observadas en el equilibrio HWE se deban al
efecto de la seleccion. Finalmente, es llamativo que el marcador RM029 presentara una
desviacion del HWE en las tres poblaciones y con un exceso de genotipos homocigotas
en los tres casos. Aungue esto podria estar evidenciando la presencia de algun alelo
nulo, la posibilidad no ha sido informada para este marcador, y los estudios realizados
sobre el pedigri de las poblaciones estudiadas no son concluyentes al respecto.

Adicionalmente, la asociacion de este marcador con los caracteres de crecimiento no fue
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de gran significancia, hecho que desalienta la posibilidad de mayores estudios en este
sentido.

Por su parte, el estudio de componentes principales (CPA) ayuda a comprender
mejor las diferencias entre las poblaciones testeadas, para esto se basa en las frecuencias

20
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Figura 3.4: Se muestran los

resultados del estudio de
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de cada alelo en cada una de las poblaciones, y pondera como esté aportando cada uno a
dicha diferenciacion. El analisis de CPA se realizd con el software PAST, y los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 3.4. Alli podemos ver que los dos
primeros componentes explican casi al 100% de la variabilidad genética. EI
Componente 1, que explica el 70% de la variabilidad, esté diferenciando el RodE de las
otras poblaciones (PR y RodC), debido principalmente al aporte de los alelos de GHRc,
seguido por alelos de GH, BP1 (alelo 322) y ETH10 (alelo 218). Consistentemente,
estos dos ultimos alelos aparecen asociados en este rodeo a los caracteres estudiados
(ver Asociacion). El segundo componente, que explica el 30% de la variacion, permite
diferenciar principalmente PR de RodC, siendo el aporte de los diferentes alelos
bastante homogeéneo. A excepcion de dos alelos del marcador control BM1824 (alelos
180 y 184) que sobresalen, esto se debe a la gran diferencia de frecuencia para estos

alelos que se observa entre estas dos poblaciones.

Estudio de variacion de frecuencias a lo largo del tiempo en el Rodeo Experimental
Para evaluar el posible efecto de la seleccion sobre las frecuencias génicas a lo
largo del tiempo, se estudiaron las frecuencias génicas de los marcadores ligados a
genes candidatos para crecimiento en el RodE. Este rodeo se selecciond durante 22 afios
utilizando un indice que incluye los BLUPs de PNd y PDd (Melucci et al., 2009), por lo
que las frecuencias de estos marcadores pudieron haberse visto alteradas debido a la
seleccion. Para esto se separ0 el rodeo en 3 grupos segun el afio de nacimiento de los
animales (1996-1999, 2000-2003 y 2004-2007). De este modo, un toro usado no
compartiria el mismo grupo con sus hijos, ya que los toros servian al rodeo a los 2 y 3
afios de edad. El andlisis incluyd los mismos parametros de diversidad genética
anteriormente usados: nimero de alelos, frecuencias génicas, heterocigosidad esperada
para cada locus (he), y heterocigosidad promedio (H.), y el equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) estimado por el estadistico Fs. Adicionalmente, se evaluaron las
diferencias entre grupos mediante un test exacto de Fisher. Los resultados de estos

analisis se presentan en las Tabla 3.5 y 3.6, y Figura 3.6.
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Figura 3.5: Se muestran las frecuencias
génicas de los diferentes alelos, estimadas en la
Poblacion de Referencia (PR), el Rodeo
Comercial (RodC), el Rodeo Experimental
(RodE) y los diferentes grupos del Rodeo
Experimental. Los alelos que se presentaban en
una frecuencia menor al 10% fueron excluidos
del grafico para simplificar el mismo.
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Los resultados del estudio entre rodeos y de variacion durante el tiempo sugieren
que la seleccién pudo haber influido en las frecuencias génicas de alguna de estas
regiones cromosomicas. En particular, la variacion de frecuencias a lo largo del tiempo
en el RodE tiene primordial significancia. En este sentido el trabajo de Regitano et al.,
(1999) demuestra que, si se aplica generacion tras generacidn un criterio que considere
alguna medicién relacionada con el crecimiento, pueden variar las frecuencias a lo largo
del tiempo de marcadores ligados a (o dentro de) genes candidatos para el crecimiento.
Estos autores encontraron una variacion en la raza Canchim (5/8 Charolais, 3/8 Nelore)
de las frecuencias de polimorfismos de los genes GH e IGF1. Llamativamente todos los
marcadores estudiados en esta tesis, excepto GH, muestran una tendencia hacia el
aumento de la frecuencia de los alelos responsables de las asociaciones encontradas (ver
seccion Asociacion). Asi podemos ver que en los microsatélites BP1, RM029 e IGF1,
todos los alelos presentados en la Figura 3.5 (con una frecuencia mayor al 10%)
mostraron una tendencia a lo largo de las generaciones, y en el caso del ETH10 los
alelos con tendencia fueron el 218 y 222. Para los SNPs, el GHRc fue el Gnico gen que
mostré alguna variacion, observandose un leve aumento del alelo Y. Es interesante
resaltar que justamente este alelo se halla en una frecuencia inusual para la raza en esta
poblacion. Parte de estos variaciones son tan importantes que evidencian diferencias
significativas en los test de diferenciacion de poblaciones (ver adelante Test de Fisher).
Por otro lado, el microsatélite control BM1824, no muestra ningln tipo de tendencia en
ninguno de sus alelos, hecho que confirmaria las hipotesis planteadas.

En la Tabla 3.6 vemos que el test de diferenciacion de poblaciones resulto
significativo (P < 0,05) entre los grupos 1996-1999 y 2004-2007 para todos los
marcadores del BTAS a excepcion del IGF1 (P < 0,08). Por su parte, los grupos 2000-
2003 y 2004-2007 se diferenciaron solamente en RM029 (P < 0,08), y los grupos 1996-
1999 y 2000-2003 demostraban diferencias significativas (P < 0,05) en GH Unicamente.
Como RodE esté cerrado desde hace décadas y consecuentemente su tamafio efectivo es
reducido, podria argumentarse que las variaciones en las frecuencias podrian deberse al
efecto de la deriva génica y/o consanguinidad. Sin embargo, el marcador BM1824
incluido como control, ya que no estd ligado a ningin gen candidato conocido, no
mostré diferencias entre ninguno de los grupos. Por todo esto, se sugiere que las

regiones cromosdmicas estudiadas podrian estar siendo afectadas por la seleccién
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debido a la presencia en sus inmediaciones de genes causales para los caracteres de

crecimiento (ver seccion de Asociacion).

Tabla 3.6: Estimacion de las diferencias entre las frecuencias génicas de los tres grupos
del RodE, calculadas mediante el test exacto de Fisher.

Locus/ P-Val

Grupo
BM1824 BP1 ETH10 RMO29 IGF1 GH GHRc

1996-1999vs 2000-2003 0,223 0,051 0,106 0,333 0,247 0,042 1,000
2000-2003 vs 2004-2007 0,386 0,095 0,410 0,070 0,646 0,167 0,451
1996-1999 vs 2004-2007 0,263 0,000 0,007 0,007 0,079 0,406 0,427

Las desviaciones significativas (P < 0,1) se presentan en negrita.

Como ya mencionamos el estudio de componentes principales permite detectar
qué alelos son los que explican el mayor porcentaje de la diferenciacion entre las
poblaciones incluidas en el test. En el caso de los grupos generacionales del RodE, los
dos primeros componentes estan determinando casi el 100% de la variabilidad, y en
particular el componente 1 explica el 89% de la variabilidad. Esto se puede ver
claramente en el grafico de la Figura 3.6 donde, considerando Unicamente el eje de las
ordenadas, vemos una notoria separacion de los tres grupos. Al analizar el aporte de
cada alelo a cada componente, vemos que los alelos que mas contribuyen al componente
1 son: dos variantes del marcador BP1 (alelos 312 y 322), seguido de un alelo del
ETH10 (218), dos del RM029 (82 y 84) y los dos del IGF1 (229 y 231). Esta es otra
evidencia de que estos marcadores han sido afectados por la seleccion a lo largo del
tiempo, posiblemente debido a que estarian influenciando en la determinacion de los
caracteres utilizados para la seleccidn, Peso al Nacer y al Destete. No es extrafio que
estos marcadores, y en particular estos alelos, hayan demostrado estar asociados con
estos caracteres (ver mas seccion Asociacion). En el segundo componente, el aporte de
los diferentes alelos es mas homogéneo entre los distintos genes. Sin embargo, los

SNPs, de GH y GHRc constituyen el mayor aporte a este componente.
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ETH10 - 218 0.398  -0.228
ETH10 - 220 0.071  0.149
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1GF1-231 0.235  -0.085
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GHRc-F -0.092  0.209
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Marcador- Alelo

Componente 2 i
’ Figura 3.6: Se muestran los

resultados  del estudio de
componentes principales realizado
con el software PAST, sobre los
grupos del RodE agrupados por
afio de nacimiento. En la parte
superior  se  presentan la
variabilidad explicada por los dos
primeros componentes y el grafico
de diferenciacion de grupos.
Ademas se presenta en la parte
inferior el aporte de cada alelo a
cada componente en forma de tabla
y en forma gréfica.

Marcador- Alelo
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3.1.3 Inferencia de Genotipos

Con el objetivo de aprovechar la informacion de performance de los animales
precedentes a este estudio, y de los cuales no se podia disponer de muestras de ADN, se
infirieron los genotipos usando en el software Genoprob 2.0. Se incluyeron en este
analisis los registros de pedigri de  ROJE (Nregisros = 2474) y ROdC (Niegistros =1754).
Los resultados del analisis se presentan en la Tabla 3.7.

Excepto para el marcador GHRc, el RodE tuvo una mayor eficiencia en recuperar
genotipos que el RodC, esto puede deberse al reducido nimero de padres utilizado cada
afio y a la mayor consanguinidad del primero. Esto permite un mayor nimero de
relaciones entre los animales y una mayor probabilidad de los genotipos inferidos.
Ademas, si observamos dentro de los microsatélites o los SNPs, los marcadores con
menor H, tuvieron un mayor porcentaje de recuperacion, esto es l6gico pues a mayor
variabilidad es menos probable la inferencia. También por cuestiones de frecuencias, se
produjo que ciertos genotipos fueran mas facilmente inferidos que otros, con lo cual en
algunos casos se acentu6 el desbalance natural de las frecuencias genotipicas. Por este
motivo en algunos marcadores, ciertos genotipos quedaron desbalanceados en cuanto al
numero de datos, hecho que tuvo que ser corregido en el analisis estadistico.

Finalmente, esta estrategia permitio obtener un 44,3% mas de genotipos de los
que se pudieron tipificar, y se pudieron adicionar 346 animales a los estudios de

asociacion.

Tabla 3.7: Se presentan los resultados para la inferencia de genotipos en cada marcador
y en cada rodeo. Abajo se muestra el porcentaje de genotipos recuperados (genotipos
inferidos), respecto de los ingresados (genotipo tipificado) al programa.

GH GHRc BP1 ETH10 IGF1 RM029
RodE RodC RodE RodC RodE RodC RodE RodC RodE RodC RodE RodC  Total
Recuperados 160 7 23 48 82 22 31 5 65 9 119 55 626
Ingresados 143 83 139 88 154 90 152 90 147 87 154 87 1414
Porcentaje 111,9 84 16,5 54,5 53,2 244 204 56 442 103 773 632 443 )
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3.1.4 Estudio de Asociacién

Para la asociacion de marcadores moleculares con caracteres de crecimiento,
fueron utilizados como dato fenotipico los valores de cria (BLUPs, Best Linear
Unbiased Predictors) provenientes de andlisis independientes para cada rodeo. Por este
motivo, los caracteres disponibles en cada uno eran diferentes. Sin embargo, los dos
rodeos compartian los datos de Peso al Nacer directo (PNd), Peso al Destete directo
(PDd), y Peso al Destete materno (PDm). Adicionalmente, el RodC disponia de los
datos de Peso a los 400 dias (P400), Peso a los 600 dias (P600) y Area de Ojo de Bife
(AOB). Si bien se ha producido una gran discusion sobre la validez o no del uso de
BLUPs como dato fenotipico para andlisis de asociacién, como ya se menciond, hay
autores que consideran ventajoso el uso de BLUPs frente a los datos de campo (Miquel
et al., 2009).

En la tabla Tabla 3.8 se presentan los valores maximos, minimos y promedio con

su desviacion estandar, de los BLUPs
Tabla 3.8: BLUPs méaximos, minimos y

promedio con su desviacion estandar para
en cada rodeo. Alli se puede ver que  cada rodeo.

utilizados para las muestras analizadas

existia una diferencia entre los valores BLUP _ Promedic £ DE Maxime. Minime
promedio para cada poblacion, esto se PNd(Kg) ~ -1,7£1,9 4 74
) RodE PDd(Kg)  6,3+4,7 184  -12,2
debe a que los BLUPs provenian de POM(Kg) 3,042, 8,7 5
analisis independientes para cada PNd (Kg) 1,709 3,6 !
o PDd(Kg)  3,2+2,9 11 -4
rodeo. Mas aun, los rodeos no contaban fogc POM(KE)  133£56 )4 1
0 A
con puentes genéticos que hubieran 400W(kg) 22,317 37 9
. . _ 600W (Kg) 29,7+ 10,2 52 5
permitido un analisis conjunto. Por este | REA(cm2) 0,93+ 0,88 36 23
- -

motivo, los modelos fueron corridos

anidando el genotipo dentro de rodeo o bien incluyendo la interaccion genotipo*rodeo.
Para una mejor visualizacion se presentaran Unicamente los resultados de los analisis de
asociacion que fueron significativos. Como ya se menciono, se han encontrado tres
regiones del BTADS relacionadas con caracteres de crecimiento (Li et al., 2004): de 0 a
30 cM (que incluye el microsatélite BP1), de 55 a 70 cM y de 70 a 80 cM (que entre
ambas incluyen a los microsatélites IGF1, ETH10 y RM029). Ademas, los genes GH y

GHRc donde se encuentran los SNPs estudiados estan en los cromosomas BTA19 y
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BTAZ20, respectivamente. Se analizara cada region cromosomica por separado y se

discutirdn los resultados, luego se integrar la informacion.

Microsatélite BP1: region 0 a 30 cM del BTA5

En la Tabla 3.9 se presentan los resultados para el marcador BP1 ubicado
alrededor de los 20cM del BTAS5, muy cercano al gen Myf5, que codifica para el factor
de crecimiento de miocitos. En la Figura 3.7 se puede apreciar mas claramente las
diferencias entre los promedios de los BLUPs para cada caracteristica estudiada.

Tabla 3.9: Se presentan los resultados significativos en el analisis de asociacion para el
marcador BP1. El nimero de animales utilizados en el analisis para cada genotipo se
presenta entre paréntesis.

Genotipo (N) PDd(Kg)*** PDm (Kg)*** P400 (Kg)* P600 (Kg)* AOB(cmz)*’j

310/312(5) 9,6+5,2*%“® 30+4,1 20,20+9,42° 25,40+11,52* -0,25+ 1,42*®
310/322(2) 18,0£4,2* 4,0+1,4 30,50 +6,36*42,50+13,44"® 0,90+0,57
RodC 312/312(49) 13,4+5,5°F 2,9+2,5° 20,73+6,49"° 28,37+9,61%° 1,26+ 0,94"
312/322(36) 15,1+5,8°F 4,1+3,4 24,29+7,12° 32,86+9,80° 0,91+0,77°
322/322(3) 16,3+4,2° 7,7+2,9° 2567+7,37 31,67+569 0,83+0,40

312/312(29) 1,9+2,7%  2,946,6°
RodE 312/322(114) 2,8+19° 59+47°
322/322(80) 3,8+1,9° 83+4,0°

Genotipo (N) PDd (Kg)** PDm (Kg)***

312/312(78) 7,7+0,4** 2,940,5*8
312/322(150) 9,0+£0,3* 5,0+£0,4*¢
322/322(83) 10,0+1,0> 8,0+1,38¢ )

Ambos
,‘ Rodeos

Los resultados del modelo anidado en rodeo se presentan como RodE y RodC, mientras
que los del modelo con interaccion se presentan como Ambos Rodeos. La significancia
del modelo se indica en cada caracter: * P < 0,1, ** P < 0,05, *** P < 0,01. Los valores
que aparecen con igual letra resultaron significativamente diferentes: minusculas P <
0,1, MAYUSCULAS P < 0,05.

Como vemos en la Tabla 3.9, el marcador BP1 presentd una asociacion
significativa con casi todos los caracteres de crecimiento estudiados, ya que Unicamente
con PNd la asociacién no fue significativa en alguna medida. Es interesante el hecho de
que las asociaciones con mayor significancia se presentaran en las primeras etapas del
crecimiento (PDd y PDm), donde justamente se diferencian y producen gran parte de las

células que componen el musculo. Ademas, el hecho de que la asociacion se presentara
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en los dos rodeos de manera absolutamente consistente, y en los dos anélisis en similar
significancia refuerza el hallazgo. En estos caracteres se observa que el alelo 322 estaria
determinando un mayor crecimiento respecto al alelo 312 (Figura 3.7). En particular
para el PDd, los animales con genotipo 312/322 presentaron un promedio 16,5% mayor
(P<0,05) que los de genotipo 312/312, y los de genotipo 322/322 presentaron un
promedio 29,9% mayor (P<0,1) que los de

. Tabla 3.10: Se presentan el Efecto Aditivo y
genotipo  312/312. Para el PDm, los la Dominancia para el BP1 en el analisis

animales  con  genotipo  312/322 con interaccion.

i 0,
presentaron un promedio 72,4% mayor Caracter Efectoaditivo Dominancia

(P<0,05) que los de genotipo 312/312, y | ppd(kg) 2,374 1,08* 0,08+0,63NS
los de genotipo 322/322 presentaron un PDm (Kg) 5,06+ 1,38** -0,42+0,81 NS

promedio 60,0% mayor (P<0,1) y 175,9%  E| Efecto Aditivo fue estimado como la
mayor (P<0,05) que los de genotipo dlfere_znma_ entre hom_omgotqs, y la

Dominancia como la diferencia entre el
312/322 'y 312/312, respectivamente.  promedio de los homocigotas respecto del
heterocigota. Significancia: * P<0,1, **
P<0,05, NS no significativo.

Adicionalmente, el efecto aditivo fue
significativo para ambos caracteres (Tabla
3.10), siendo 2,37 kg mayor para el PDd y 5,06 Kg para el PDm. Reforzando ain mas
este efecto positivo del alelo 322, se puede observar en el analisis realizado sobre el
RodC que el genotipo 310/322 fue un 87,5% superior al 310/312 (P<0,05).
Recientemente, McClure et al. (2010) encontraron un QTL para peso al destete en la
region comprendida entre 17.28 - 29.42 cM, y el pico del QTL se ubico en este mismo
marcador, BP1. Previamente, Li et al. (2004) ya habia informado la asociacién de un
SNP del Myf5 con ganancia de peso diarias pre-destete en lineas comerciales de
Ganado Bos taurus, por lo tanto nuestros resultados estarian en consistencia con ellos.
En un trabajo realizado por Melucci et al. (2009) sobre el RodE, encontraron una
baja heredabilidad (h?) del PDd en 20 afios de seleccién y, extrafiamente, una
correlacién positiva entre el PDd y el PDm (rG = 0,37). Por su lado, Meyer (1997) habia
encontrado que las estimaciones de dicha correlacion para rodeos no experimentales
eran usualmente negativas. Asi, el hallazgo de una influencia positiva del alelo 322
sobre los BLUPs de PDd y PDm, y el aumento significativo (P < 5 ¢®) que ha sufrido
este alelo a lo largo de las generaciones, sugeririan que este alelo podria estar

contribuyendo a dicha correlacion positiva entre ambos caracteres.
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En las pesadas de medicion més tardia (P400 y P600) la significancia no fue tan
importante (P<0,1), sin embargo los datos provenian de un solo rodeo y para algunos
genotipos el N no era demasiado grande, hecho que puede estar afectando la potencia
del analisis. A pesar de esto, las significancia entre los genotipos, que a su vez tenian
mayor N, fue mayor que la del modelo, manteniéndose la influencia positiva del alelo
322. En este sentido, para P400 el genotipo 312/322 resultd 17,4% mayor que el
312/312 (P<0,05), y el 310/322 fue 51% mayor que el 310/312 (P<0,1). En el caso de
P600, el genotipo 312/322 resultd 15,8% mayor que el 312/312, y el 310/322 fue 67,3%
mayor que el 310/312, todas con una alta significancia (P<0,05). Esto sugeriria que la
region sigue teniendo alguna relacion con el crecimiento en etapas de crecimiento mas
cercanas a la adultez, aunque se requeriria un estudio sobre una poblacion mas grande
para confirmarlo.

Finalmente, la relacion con el crecimiento de la medicion del AOB, radica en que
es un parametro utilizado para evaluar la muscularidad del animal, y es un buen
indicador de la cantidad de carne en la res. Por este motivo, es una medida que se
relaciona con el crecimiento a lo largo de todas las etapas de crecimiento del animal. El
modelo de asociacion del BP1 con AOB fue significativo al 5%, sin embargo
unicamente el genotipo 310/312 fue significativamente (P<0,05) menor al 312/312 y al
312/322, en 1,51 y 1,16, respectivamente. En este sentido, la tendencia de influencia de
los diferentes alelos no es tan clara como en los casos anteriores, por lo tanto se
requeriria un N mayor para realizar una evaluacion con mayor certeza. No obstante, el
microsatélite BP1 se ubica en una posicion cromosémica cercana al Myf5, cuyo
producto es un factor de crecimiento y diferenciacién de miocitos que interviene en el
desarrollo muscular. Por lo tanto, la asociacion de BP1 con AOB podria estar
reflejando esta funcion del Myf5. En esa misma regién cromosdmica existen otros
genes que, por su funcion, podrian ser los genes causales para las asociaciones
encontradas. Algunos ejemplos son el Factor de Crecimiento de Miocitos 6 (Myf6), el
Inhibidor de la Familia del Crecimiento 4 y la proteina asociada a la division celular 3

(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview).
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Microsatélites ETH10, IGF1 y RM029: Regidn 55 a 85cM del BTA5

Los analisis de asociacion significativos entre los marcadores ubicados en la

region entre 55 y 85 cM del cromosoma BTA5 y los BLUPs de crecimiento se

presentan en la Tabla 3.11. Todos los analisis resultaron significativos para PDd

Tabla 3.11: Se presentan los resultados significativos en el andlisis de asociacion para los
marcadores IGF1, RM029 y ETH10.

IGF1 PNd (Kg)** PDd (Kg)** P600 (Kg)**
229/229(38) 1,70+0,28 14,76 + 5,064 32,4+9,128
RodC 229/231(42) 1,43+0,26 13,05+5,88 28,6+ 10,430
231/231(3) 2,60+0,98 20,67 + 2,524 44,0+ 6,980
229/229(76) -2,33+ 0,20A# 3,16+ 1,74 -
RodE 229/231(86) -1,43+0,184 2,81+2,21 -
231/231(39) -1,29+0,27¢ 1,59+ 2,72 -
RMO029 PDd (Kg)** P600 (Kg)*
82/82(9) 16,78+ 1,224 36,0+ 3,54
RodC 82/84(12) 14,17+ 1,05 32,3+3,0
84/84(105) 12,62+0,36* 28,5+ 1,04
82/82(17) 2,80+ 0,89 -
RodE 82/84(21) 3,14+ 0,80 .
84/84(220) 3,12+0,25 -
ETH10 PNd (Kg)*** PDd (Kg)***
216/220(3) 2,00+ 0,94 20,7 + 2,1Ab.C
216/222(5) 1,12+0,73 10,8+ 1,67
218/218(2) 2,30+1,15 19,0+ 2,5
218/220(6) 1,53+0,66 15,3+ 1,5
RodC 218/222(18) 1,56+0,38 12,5+ 0,90
218/226(2) 2,65+1,15 21,0+ 2,5
220/220(7) 1,76+0,61 15,1+1,4
220/222(27) 1,50+0,31 13,8+ 0,7
222/222(11) 1,65+0,49 11,8+ 1,1°¢
214/214(2) 0,44+1,15 5,1+2,5
214/216(2) -2,30+1,15 4,5+2,5
214/218(6) 0,29+ 0,66~8 3,9+1,5
214/220(2) -1,34+1,15 5,6+2,5
214/222(4) -0,59+0,81 2,8+1,8
216/218(3) -1,99+0,94 2,3+2,1
RodE 216/222(6) -3,67+0,668 3,0£1,5
218/218(23) -1,18+0,34¢ 2,8+0,8
218/220(36) -1,60+0,27 2,99+ 0,60
218/222(45) -2,14+0,24 3,14+ 0,53
220/220(6) -1,38+0,66 1,99+ 1,46
: 220/222(19) -1,58+0,37 3,08+ 0,82
N 222/222(16) -3,30+ 0,41A¢ 1,86+ 0,89

El nimero de animales utilizados en el andlisis para cada genotipo se presenta entre
paréntesis. Los resultados del modelo anidado en cada rodeo se presentan como RodE vy
RodC. La significancia del modelo se indica en cada caracter: * P < 0,1, ** P < 0,05, ***
P < 0,01. Los valores que aparecen con igual letra resultaron significativamente
diferentes: mintsculas P < 0.1. MAYUSCULAS P < 0.05.
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(P<0,05 y P<0,01), sin embargo, a diferencia de lo que ocurrié con el marcador BP1, no
se observd asociacion alguna con el PDm. Para el resto de los marcadores, se
observaron asociaciones del ETH10 e IGF1con PNd (P<0,05), y del IGF1 y RM029 con
P600 (P<0,05 y P<0,1, respectivamente). Por su parte, los caracteres P400 y AOB no
presentaron asociacion para ninguno de los marcadores.

En el caso del ETH10, si bien en el modelo la asociacién fue muy significativa
(P<0,01) para los caracteres PNd y PDd, el microsatélite posee un gran nimero de
alelos, con lo cual las diferencias significativas entre genotipos se encontraron
Unicamente para RodE en PNd y para RodC en PDd. En el primer caso, el genotipo
214/218 produciria en promedio terneros al nacer de 3,96 y 3,59 Kg mas que los
genotipos 216/222 y 222/222, respectivamente, mientras que el genotipo 218/218
resultaria en promedio 2,12 Kg més pesado que el genotipo 222/222. En el caso del
PDd, los animales del RodC con genotipo 216/220 fueron 9,9, 8,2 y 8,9 Kg mas pesados
que los genotipos 216/222, 218/222 y 222/222, respectivamente (Tabla 3.11).
Independientemente de todo esto y para ambos caracteres, los alelos 216 y 222 estarian

produciendo un peso promedio menor que los alelos 214 y 218 (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Se presentan graficamente los promedios para los genpotipos de ETH10
para los caracteres que resultaron significativos (PNd y PDd).
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Por su parte, el marcador RM029 fue el que mostré menor significancia en las

asociaciones testeadas, resultando significativo el PDd (P<0,05) y observandose una

tendencia (P<0,1) para el P600. Asi mismo, los BLUPs promedio de lo genotipos no se

muestran tan consistentes como en los otros marcadores, ya que si bien las diferencias
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Figura 3.9: Se presentan graficamente
los promedios para los genpotipos de
RMO029 para los caracteres que
resultaron significativos (PDd y P600).

significativas se detectaron en el RodC,
los efectos comparativos entre genotipos
son diferentes en cada rodeo (Tabla 3.11 y
Figura 3.9). No obstante, en ambos
caracteres para el RodC, se observé un
efecto significativamente positivo
(P<0,05) del genotipo 82/82 respecto del
84/84, dando en promedio valores 33,0% y
26,3% superiores para PDd y P600,
respectivamente.

En el caso del IGF1, la asociacion
resultdé significativa (P<0,05) para los
caracteres PNd, PDd y P600, aunque las
diferencias entre genotipos siempre
tuvieron significancia en uno solo de los
rodeos. Pese a esto, los resultados
muestran que el alelo 229 produciria
animales mas livianos que el alelo 231.
En este sentido, para el PNd los animales

del RodE con genotipo 229/229 fueron en

promedio 0,90 y 1,04 Kg maés livianos (P<0,05) que los de genotipo 229/231 y 231/231,

respectivamente. En el RodC, aunque no se encontro significancia estadistica para las

diferencias, el promedio de PN mayor fue el de los animales con genotipo 231/231. Para

el PDd los animales del RodC con genotipo 229/229 fueron en promedio 5,91 Kg mas

livianos (P<0,01) que los de genotipo 231/231. En este marcador se observa un

comportamiento similar al de los otros de esta region (ETH10 y RM029), ya que el

modelo resulté significativo para la asociacion con PDd, pero las diferencias entre

genotipos fueron significativas Unicamente para RodC. En este sentido, Melucci et al.
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(2009) habian encontrado en el RodE una varianza aditiva del PDd llamativamente baja,
y lo justificaron por la alta presion de seleccion aplicada sobre este rodeo. Esta baja
varianza podria estar enmascarando las diferencias explicadas por los genotipos, y por
este motivo no hubiesen resultado significativas. En el analisis del P600, solamente con
datos del RodC, el genotipo 231/231 produjo animales 15,4 y 11,6 Kg méas pesados
(P<0,05) que los genotipos 229/231 y 229/229, respectivamente (Figura 3.10, Tabla
3.11).

En estudios anteriores, otros autores han publicado asociaciones de alelos del
microsatélite IGF1, con mediciones de crecimiento. En 1996, Moody y colaboradores
encontraron en varias poblaciones Hereford de USA un efecto de este microsatélite en
BLUPs (EPD, Expected Progeny Differences) para peso al nacer y para tasa de ganancia
desde el nacimiento a los 180 dias (tasa de ganancia pre-destete). En ambos casos el
alelo 229 producia menores pesos y tasas de ganancia que el alelo 231. Por su parte,
Andrade et al. (2008) y Pereira et al. (2005) también encontraron una asociacion de este
marcador con el PNd y PDd en la raza Canchim (Charolais-Nelore 5/8). Andrade et al.
(2008) detectaron que el alelo 225 estaria asociado con pesos mayores, esto es
consistente con el origen cebuino de este alelo, ya que las razas cebuinas son
generalmente mas pesadas que las taurinas. Adicionalmente, y contrariamente a
nuestros hallazgos, sugieren que el alelo 231 estaria asociado con pesos menores. No

obstante, el analisis no incluye el genotipo 231/231 (por no haberse encontrado) y las
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= RodE Figura 3.10: Se presentan graficamente los promedios para los genotipos
RodC de IGF1 para los caracteres que resultaron significativos (PNd, PDd y

P600).
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diferencias entre los genotipos 229/229 y 229/231 no son muy grandes, mas aun, para el
PDd el promedio del 229/231 es mayor que el del 229/229. Por todo esto podemos decir
que nuestros resultados no diferirian de los informados por estos autores. Otros autores
también han encontrado asociaciones con marcadores en el entorno del gen IGF1, asi se
pueden citar los trabajos de Ge et al. (2001) que encontraron una asociacion entre el
polimorfismo IGF1/SnaBl y la tasa de ganancia en los 20 dias post-destete en Angus, Li
et al. (2004) que observaron un efecto de dominancia del IGF1 en el PN en razas Bos
taurus, y Machado et al. (2003) que detectaron un QTL asociado a varios caracteres de
crecimiento cerca del IGF1 en la raza Canchim.
Para  realizar el analisis Tabla 3.12: Se presentan los resultados significativos

tomando los genotipos de pares de  en el analisis de asociacion para los genotipos

e tomados en conjunto de los marcadores RM029 -
genes, se decidio utilizar dos

IGF1.
pares de marcadores, por un lado - N\
Genotipo RM029 - IGF1 (N) PNd (Kg)*** PDd (Kg)*
ETH10 e IGF1y por el otro IGF1 82/82-229/229 (5) 2,4+£0,7 16,8+ 1,6
y RMO029. Este agrupamiento se 82/82-229/231(3) 1,709 153+2
- s - A
realizd en base al orden que RodC $2:94-123 319) SALYS SRke
84/84-229/229 (25) 1,540,3 14,40,7
ocupan en el cromosoma los 84/84-229/231 (34) 1,4+02 13,240,6
marcadores: ETH10 (60.836.475 84/84-231/231(2) 24+1,1 20,5+2,5
- C - o
ob), IGF1 (71.198.741 pb) vy 82/82-229/229 (9) 1,4£0,5 3,4%1.2
82/82-229/231(8) 22405 2412
RM029  (80.417.234  pb), 82/84-229/229 (5) 2,440,7 3,1+16
apareandose los marcadores en Rode 82/84-229/231(7) -2,2+0,6 3,41173
.. , - - - B
nosiciones cromosémicas 84/84-229/229 (55) 254024  3+0,4
e 84/84-229/231 (64) 1,140,2* 2,8+0,4
cercanas. En estos analisis fue 84/84-231/231 (11) 11405 35:1 J
—

necesario eliminar un ndmero o . - s
El nimero de animales utilizados en el analisis para

importante de datos para que  cada genotipo se presenta entre paréntesis. Los
cada celda del analisis incluyera resultados del modelo anidado en_ca(_jq rod_eo se

_ presentan como RodE y RodC. La significancia del
al menos 2 animales. En las modelo se indica en cada caracter: * P < 0,1, *** P
< 0,01. Los valores que aparecen con igual letra

Tablas 3.12 y 3.13 se presentan > VOIS )
resultaron significativamente diferentes: P < 0,05.

los resultados para el andlisis de
asociacion para el primer segmento cromosémico (ETH10 - IGF1) y para el segundo
(RM029 - IGF1), tomando los genotipos de a pares. En ambos casos la representacion

gréafica no simplificaba su visualizacién, con lo cual se decidi6 no presentarla.
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Tabla 3.13: Se presentan los resultados significativos en el analisis de asociacion
para los genotipos tomados en conjunto de los marcadores ETH10 - IGFL.

Genotipo ETH10 - IGF1(N) PNd (Kg)*** PDd (Kg)*** 400W (Kg)** 600W (Kg)** ™\,

216/220-229/229(2) 2,2+1,1 21+2,436C 30,0+ 4,248C  43,5+0,728CdE )
216/222-229/231(4) 1,3+0,8 9,5+1,7%d 21,3+3,2 27,7+ 7,4
218/220-229/229(5) 1,6+0,7 16+1,5 26,0+ 10,3°EF 34,6+ 15,3F6H
218/222-229/229(9) 1,8+0,5 14+1,2 24,94 5,56H1 33,1+ 7,6k
218/222-229/231(8) 1,2¢0,5 11,3+1,2 17,5£8,1AP6IK 22 94 1 1BFLLMNoO
RodC 218/226-229/229(2) 2,641,1 21+244¢F  255+0,7 40,0+ 0,0LP0
220/220-229/231(7) 1,7+0,6 151+1,3 26,3+8,0'tM 33,7+ 10,0MRS
220/222-229/229(8) 1,2+ 0,5 10,5+ 1,2b¢ 17,04 3,58EHLNo 23 34 5 506)PRu
220/222-229/231(15) 1,4+ 0,4 15+0,8 24,4+ 7,8KNP 31,5+ 0,54N.v
222/222-229/229(2) - - 26,5+ 6,4° 37,0+ 2,80uw
222/222-229/231(7) 1,3+0,6 9,7+1,3%F 17,4+ 6,8CFLMP 23 14 8 OEHKQS VW
214/216-229/231(2) -2,2+41,1  44+24 - -
214/218-229/231(5) 0,2+0,7*8 3,7+1,5 - -
214/222-229/231(2) 01+1,1 2,4+24 - -
216/218-229/229(2) -1,8+1,1 2,8+2,4 - -
216/222-229/229(2) 2,5¢1,1  3,4%24 . -
216/222-229/231(2) -4,8+1,12¢ 2424 - -
218/218-229/229(5) -1+0,7 3,9+1,5 - -
218/218-229/231(13) -1,1£40,4° 240,99 - -
218/220-229/229(16) -2,1+0,4 3,3+0,8 - -
g 218/220-229/231(14) -1,2+0,4¢  2,54+0,9
218/222-229/229(16) -2,7+0,4 2,9+0,8 - -
218/222-229/231(24) -2+0,3 3+0,7 . -
218/222-231/231(3) 0,9+0,9¢F 3,742 . -
220/220-229/229(2) -1,641,1  2,6%2,4 . -
220/220-229/231(3) -0,2+0,9 1,1+2 - -
220/222-229/229(8) -2,4+0,5 3,7+1,2 - -
220/222-229/231(5) -0,9+0,7 3,6+1,5 - -
220/222-231/231(2) -1,1+1,1 2+2,4 - -
: 222/222-229/229(9) -4+0,58PEF 14+11 - - /
- 222/222-229/231(5) -1,940,7 2,6+15 - -

— —

El nimero de animales utilizados en el andlisis para cada genotipo se presenta entre
paréntesis. Los resultados del modelo anidado en cada rodeo se presentan como RodE y
RodC. La significancia del modelo se indica en cada caracter: ** P < 0,05, *** P <
0,01. Los valores que aparecen con igual letra resultaron significativamente diferentes:
minusculas P < 0,1, MAYUSCULAS P < 0,05.

La interpretacion de los resultados no fue sencilla en estos casos ya que el nimero
de variantes resulté elevado. No obstante, una primera mirada nos muestra la gran
significancia de la asociaciébn con PNd en ambos analisis, lo que nos podria estar
indicando una fuerte influencia de esta region sobre este caracter. Ademas, se vio una
diferencia en la significancia en las mediciones siguientes, mientras para el primer

segmento se mantuvo una asociacion significativa con PDd, P400 y P600, en el segundo
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segmento se detectd solamente una tendencia para PDd. Esto podria indicar la presencia
de mas de un gen influyendo sobre el crecimiento en la regién cromosdmica abarcada
por estos 3 marcadores. En este sentido, Curi et al. (2005) no encontr6 acoplamiento
alguno entre los alelos de los microsatélite IGF1 y los del polimorfismo IGF1/SnaBl,
pese a encontrarse en el mismo gen. No obstante, se han publicado asociaciones
demostradas con ambos marcadores, hecho que podria estar sustentando la hip6tesis de
la presencia de al menos 2 genes relacionados al crecimiento en la region del gen IGF1.
En relacion a esto, existen otros genes en la region que por su funciéon podrian estar
afectando el crecimiento, algunos ejemplos son: proteina relacionada a actina, Proteina
C de union a la miosina, miosina IA, cadena corta de la miosina 6B, integrina,
mioglobina y  glicosiltransferasa (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview).
Adicionalmente, se puede ver el efecto a favor de mayores pesos encontrado
anteriormente para los alelos de los diferentes marcadores: 214 y 218 del ETH10, 231
del IGF1 y 82 del RM029. Mas aun, casi todos los genotipos con mayores promedios en
los caracteres de crecimiento presentaban alguno de estos alelos. Ademas, en estos
analisis se repite lo observado y ya comentado para los genes en particular, las
diferencias significativas entre genotipos en cada caracteristica analizada se encontraron
en uno de los rodeos: para PNd en RodE y para PDd en RodC.

Finalmente, se calcularon en esta region cromosomica las fases de ligamiento
entre los marcadores cercanos, como en los genotipos de a pares. Las fases ETH10-
IGF1 pudieron ser calculadas unicamente para 146 animales, debido a que el nimero de
animales analizados no era suficiente para compensar el alto grado de polimorfismo que
presento el ETH10. Por su parte, las fases IGF1-RMO029 pudieron ser reconstruidas en
227 animales. Los analisis de asociacion no fueron significativos en ninguno de los
casos. Esto probablemente se deba a tres motivos fundamentales: primero al nimero de
datos, ya que la cantidad de fases reconstruidas fue considerablemente menor que los
genotipos disponibles. Segundo a la variabilidad, ya que al acoplar dos genes los
haplotipos posibles es el producto del nimero de alelos en cada gen, por ejemplo para la
fase IGF1-RMO029 de 2 alelos y 3 genotipos posibles por gen, pasamos a 4 haplotipos y
10 genotipos posibles, hecho que disminuye mucho los animales por cluster en el
andlisis. Tercero, la influencia del segmento cromosémico, como ya hemos visto en el

RMO029 y en el estudio de genotipos de a pares IGF1-RMO029, presentaron pocas
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asociaciones respecto del IGF1, hecho que sugiere que el o los genes responsables se
encuentren en el entorno del IGF1, por lo tanto, no es extrafio que las fases no detecten

tan claramente la influencia de este/os genes.

SNPs de GH y GHRc: BTA19 y BTA20

En el caso de los SNPs, los analisis de significancia fueron dispares, ya que
GHRc no presentd significancia alguna con todos los caracteres estudiados. En
principio se eligiod este SNP por pertenecer a la via de la hormona de crecimiento y por
haber sido asociado con diferentes pardmetros de produccién lechera en ganado lechero
(Blott et al., 2003; Viitala et al., 2006). En este sentido, como en las primeras etapas del
crecimiento el animal se alimenta principalmente de leche, se planted una posible
influencia de este gen a través de la produccion lechera. Méas aun al disponer de un
BLUP que estima el efecto materno sobre el crecimiento al destete, este era un buen

candidato para testear la

Tabla 3.14: BLUPs promedio con su desviacion
estandar para los genotipos del GHRc. EI nimero de
analisis de asociacion no fue  animales utilizados en el analisis para cada genotipo
se presenta entre paréntesis. Los resultados del
modelo anidado fueron no significativos.

asociacion. Sin embargo, el

significativo y por eso solo

se presentan en la Tabla

) Genotipo(N) PNd(Kg) PDd(Kg) PDm(Kg)

3.14 los BLUPS_ promedio coge FF(48) 1,70+ 0,28 13,4+ 0,58 3,53+ 0,70

para cada genotipo, en los FY (27) 1,53+0,37 14,9+ 0,77 3,88+ 0,90

caracteres medidos en las FF(15) -1,01+ 0,51 2,27+1,03 5,25+ 1,19

] RodE FY (66) -1,30+ 0,24 3,07+ 0,49 5,08+0,57
primeras  etapas  del YY (63) 2,0340,25 3,074 0,50 5,70+0,58 |

crecimiento del individuo.

En estudios anteriores sobre este mismo marcador, White et al. (2007)
encontraron en animales Bos taurus que el genotipo Y'Y producia menor rendimiento
carnicero y mayor area de ojo de bife que el genotipo FY, entre otros caracteres
testeados. No obstante, las dos poblaciones estudiadas no fueron consistentes en el
andlisis, ya que una de ellas no present6 asociacion alguna. Por su parte, Waters et al.
(2010) no encontraron asociacion de este SNP con varias mediciones de crecimiento en
la raza Holando, sin embargo detect6é una gran influencia de dos SNPs de la region
promotora del gen con peso de la vaca adulta y peso de la progenie. Esta asociacion de

la region promotora fue observada por otros autores previamente, Hale et al. (2000)
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habian encontrado la asociacion de un microsatélite en la regién promotora del GHRc,
con peso al destete y de carcasa en Angus. Mientras Curi et al. (2005) encontraban
asociacion del mismo microsatélite con tasa de ganancia y peso final, en ganado Nelore,
Canchim y Angus x Nelore. Por otro lado, Sherman et al. (2007) también encontro
asociaciones en ganado sintético (Bos taurus) de dos SNPs en el gen GHRc con varias
mediciones relacionadas a crecimiento como ganancia diaria y peso maduro, entre otras.
Finalmente, Ge et al. (2003) encontr6é una asociacion en un SNP, también de la region
promotora, con niveles plasmaticos de IGF1l. Todos estos estudios en general
encontraron asociaciones del promotor con el crecimiento, demostrando asi la influencia
del gen, no obstante casi no hubo asociaciones detectadas del SNP F279Y, por lo tanto
este marcador no estaria en acoplamiento con la mutacion causal.

Por su parte, el SNP
Tabla 3.15: Resultados significativos en el analisis de

asociacion para el GH. 1217V del exon 5 del gen

: GH presentd asociacion
Genotipo(N) PDd(Kg)*** P400 (Kg)*** P600 (Kg)** _
AA (21) 16,1408 26,0+ 14%¢ 3394214 | con varios de los
RodC AB (46) 13,840,568 210+0,9% 289+14 caracteres de crecimiento.
BB(7) 8,6+1,44% 182+25 225+36* | Los resultados de
AA (130) 2,85+0,3* - - . .
RodE asociaciones positivas se
AB (13) 4,18+ 1,04 - . ;

o . - e presentan en la Tabla 3.15.
El nimero de animales utilizados en el analisis para cada

genotipo se presenta entre paréntesis. Los resultados del ~ Las  asociaciones — mas
modelo anidac!o en cadq rodeo se presentgn como RodE significativas  (PDd  y
y RodC. La significancia del modelo se indica en cada o

caracter: ** P < 0,05, *** P < 0,01. Los valores que ~ P400)  coinciden  con
aparecen con igual letra resultaron significativamente etapas de gran anabolismo,

diferentes: P < 0,05. _
esto es consistente con el

rol central que ocupa la Hormona de Crecimiento en el desarrollo del animal a nivel
6seo, muscular y adiposo. En particular, las diferencias significativas entre genotipos se
observaron s6lo en el RodC, siendo el alelo A el responsable por promedios mayores en
los BLUPs (P<0,05). Asimismo, se encontré que en PDd el genotipo AA y AB tenian
un peso 7,5 Kg y 5,2 Kg superior, respectivamente, que el genotipo BB. Por su parte, en
el P400 el genotipo AA produjo animales 5 Kg y 7,8 Kg mas pesados que el genotipo
AB y BB, respectivamente, y en el P600, el genotipo AA produjo animales 11,4 Kg mas
pesados que el genotipo BB (Figura 3.11). En el RodE, el genotipo BB tuvo que ser
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excluido ya que tenia una Unica observacion, y la distribucion de los datos fue muy
dispar, hecho que podria haber afectado la potencia del analisis. En este mismo sentido,
el hallazgo de que el genotipo AB produjo promedios de BLUPs mayores que el AA
con significancia estadistica, podria ser reflejo de la mala distribucion de los datos en el
analisis. Adicionalmente, la mayoria de los genotipos de esta poblacion fueron
tipificados por la técnica PCR-RFLP. En particular el genotipo B es el detectado por el
corte de la enzima, y por tal motivo puede haber errores en la tipificacion debido a falla
en el corte de la enzima (principalmente de errores de genotipos heterocigotas en lugar
de BB). Como ya se comentd se decidi6 desarrollar la técnica de pirosecuenciacion por
ser mas exacta y facil de implementar, sin embargo al momento de realizar esta tesis no
se pudo retipificar el 100% de las muestras. Por lo tanto, los resultados en esta

poblacion podrian tener un sesgo y por lo tanto deben ser considerados con cierta
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" RodE Figura 3.11: Se presentan graficamente los promedios para los genotipos de
RodC  GH para los caracteres que resultaron significativos (PDd, P400 y P600).

Estudios anteriores determinaron la asociacion de este marcador con varios
caracteres de crecimiento. En 2006, Curi et al. encontraron asociacion de este marcador
en ganado Nelore y cruzas con razas Angus, Simental y Charolais, con diferentes
mediciones de crecimiento. Las asociaciones detectadas incluyeron: peso del animal a la
faena (alrededor de 15 meses), tasa de ganancia diaria en feedlot (110 dias) y peso de
carcasa. En todos los casos, el genotipo AA (LL) producia valores mayores que el

genotipo AB (LV). Nuestros resultados son coincidentes con estos ya que detectaron la
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asociacion en un periodo de desarrollo similar al estudiado aqui y con una influencia
similar de los alelos. Di Stacio et al. (2002) estudi6 la asociacion de este SNP en la raza
Piemontese, pero no pudo establecer ninguna asociacién con mediciones de peso y tasas
de ganancia hasta los 11 meses, probablemente la ausencia de asociacidn se haya debido
a que las mediciones fueron muy tempranas. En este sentido los resultados de Unanian
et al. (2000) en la raza Nelore, dan sustento a esta hipotesis, ya que encontraron
diferencias entre el genotipo AA y AB en las ganancias de peso durante los meses 12 a
15 de vida, pero no pre-destete, del destete a los 12 meses, ni a los 16 meses. Por su
parte Katoh et al. (2008), encontraron en la raza Wagyu diferencias significativas de
casi 40 Kg en el peso a los 10 meses, de los animales con genotipo AA y AB respecto
del BB. Ademas encontraron diferencias en la concentracion plasmatica de IGF1,
leptina y la GH basal, en todos los casos el alelo A determinaba un valor mayor. En
resumen, los datos publicados previamente y los presentados aqui, estarian reflejando
una influencia del alelo A del SNP L217V del exén 5 de la GH a favor del crecimiento
en las etapas de mayor desarrollo del individuo, este periodo es diferente en las

diferentes razas.

Microsatélite BM1824: BTAL (Marcador control)

El marcador BM1824 (BTAL, 122cM) se incluyo en el anélisis como un marcador
control, ya que no se ha demostrado que esté ligado a ningin gen conocido relacionado
con el crecimiento. Solamente se registra un QTL para peso al nacer en una amplia
region que comprende los 100 a 135 cM del BTAL (Casas et al., 2003). En nuestros
andlisis, ningun caracter relacionado a crecimiento presentd asociacion con este

marcador.
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3.2 ESTUDIO SOBRE MARCADORES CANDIDATOS CARACTERES
DE COLOR DE CARNE

3.2.1 Busqueda de polimorfismos en genes candidatos

Dos genes candidatos se estudiaron para testear su asociacion con el color de la carne:
Mb y GSTP1. Para cada uno de ellos se realizd en primer lugar la basqueda de polimorfismos
tanto en zonas codificantes como no codificantes. Luego se realizaron estudios de asociacion, ya

sea con los polimorfismos encontrados o con marcadores ligados al gen.

Mioglobina

Para la busqueda de variabilidad genética en este gen se seleccion6 el exon Il. Esta
region codifica para el dominio de la proteina en mayor contacto con el grupo Hemo,
responsable del color de la carne (Figura 3.16). Para esto se utiliz la estructura 3D de la
proteina homéloga equina, ya que al momento del comienzo del estudio no se disponia de la
estructura 3D de la proteina bovina. El alto porcentaje de homologia (88%) entre las Mb de
ambas especies permitio esta alternativa, mas aln, este gen se encuentra conservado entre los
mamiferos (Anexo 3). En la Figura 3.16 se puede ver el alineamiento de las secuencias del
ARNmM y de la proteina bovina, junto con la proteina equina, alli se puede observar la similitud
de este segmento entre las dos especies. En la misma figura se muestra la estructura
tridimensional de la proteina equina desde dos angulos diferentes, donde se puede apreciar las
secciones de la proteina que conforman el bolsillo donde se aloja el grupo Hemo, y en amarillo
la fraccidn que corresponde al exon Il. Es importante destacar que este segmento de la secuencia
contiene la informacién tanto de la Histidina proximal (Hes) que se ubica en la 5ta posicion del

grupo Hemo, como de la distal (Hgs), muy cercana a la 6ta posicion.
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Figura 3.16: En el panel superior dos vistas de la Mb equina obtenidas con el software Cn3D.
El grupo hemo y las moléculas de solvente aparecen en rojo, la cadena se presenta como una
cinta (azul y amarillo), con las hélices o representadas por flechas (verdes). En el panel inferior,
secuencias ARNm bovino de la Mb, su traduccién a la proteina bovina y su homéloga equina.
En todos los caso se resalta en amarillo la seccién de cada secuencia que se corresponde con el
exon 1l del gen bovino.

Una vez seleccionada la region a estudiar, se disefiaron los primers para amplificar el
exon Il a partir de ADN Gendmico. Posteriormente, se comprob6 la presencia de los productos
de amplificacidn, obteniéndose imagenes similares a las que se mostraron en la Figura 3.2 para
el gen GH. Subsiguientemente, se analizaron los amplificados positivos mediante la técnica
PCR-SSCP con el fin de detectar polimorfismos. En la Figura 3.17 se muestran los patrones
obtenidos por SSCP en un gel de poliacrilamida tefiido con la técnica de nitrato de plata. Estos
andlisis permitieron detectar tres conformaciones alternativas (Figura 3.17), denominadas Mb1l
(calle 7, raza Wagyu), Mb2 (no presentada) y Mb 3 (calle 9, raza Nelore). El siguiente paso fue

la confirmacion de que las conformaciones encontradas se correspondian con diferencias a nivel
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de secuencia. Esto fue realizado por secuenciacion directa y de las tres conformaciones, Mbl y
Mb2 resultaron ser conformaciones alternativas de la misma secuencia. Las pruebas de
busqueda de polimorfismo se realizaron sobre 53 animales de las razas Brahaman, Brangus,
Charolais, Criollos de Argentina, Bolivia y Uruguay, Galloway, Hereford, Jersey, Nelore,
Retinta y Wagyu. Los patrones encontrados para cada raza se presentan en la Tabla 3.16.

Para la realizacién de la secuenciacion directa, se amplificaron nuevamente muestras de
ADN de 15 animales (2 Angus, 2 Criollos, 1 Retinta, 1 Wagyu, 2 Brahman y 7 Nelore), se
verifico la amplificacion y se corrieron en un secuenciador de ADN. En la secuencia se
confirmé por un lado, que dos de los patrones encontrados en el SSCP (Mbl y Mb2) no
presentaban diferencias a nivel de secuencia, por lo tanto se debian a diferencias en el
enrollamiento de las cadenas. Por el otro, se observé que las conformaciones Mbl y Mb3
detectadas por SSCP se corresponden con una mutacion puntual (SNP) a nivel de secuencia.

Figura 3.17: Gel de SSCP tefiido con nitrato de plata donde se observan las variantes
encontradas para el amplificado del exon Il del gen de la mioglobina. Los patrones denominados
Mbl (calle 7) y Mb3 (calle 9) fueron luego confirmados como polimorfismos a nivel de
secuencia por secuenciacion directa.

El polimorfismo encontrado se corresponde con una transicién sindnima, A por G, en la
posicion 5465 de la secuencia publicada en GeneBank NC 007303 (ver Anexo 1). La variante A
se corresponde con el patron Mbl y la variante G con el patron Mb3. Esta Ultima variante se
encontré exclusivamente en animales de razas con componente cebuino, tanto en estado
homocigota como heterocigota. En la Figura 3.18 se pueden observar los electroferogramas de

los tres posibles genotipos (AA, AG y GG).
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Este resultado es

consistente  con la  Tabla3.16: Patrones del exon Il de la mioglobina encontrados

o ) para las diferentes razas analizadas, en el estudio de rastreo de
variabilidad pI‘EVIamente po“morfismosl

encontrada  para el

. \
genoma bovino, Heaton Mb1l Mb2 Mb3 Mb1/Mb2 Mb1/Mb3 Mb2/Mb3 Total
Brangus 1 2 3
et al. (2002) detectaron Brhaman s 1 1 .
una densidad de 1 SNP | Charolais 2
iollo A i 1 1 1 1
cada 500 pb en B. taurus | _"'o/l0 Argentino 2 9
Criollo Boliviano 2 2 4
y en 2009 el Consorcio Criollo Uruguayo 1 1
BovineHapMap Galloway 11 2
Hereford 1 1
detectaron 1 SNP cada I 1 .
714 pb en Angus y Nelore 7 5 6 2 1 21
Holando (B. taurus), y 1 | Retinta 8 1
Wagyu 1 1 )

SNP cada 285 pb en
Brahman (B. indicus). Asi mismo, la baja variabilidad encontrada podria estar relacionada a la
elevada similitud de secuencia observada para esta proteina entre diferentes grupos de animales.
En el Anexo 3 se presentan los alineamientos (realizado con BLAST
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/) de la secuencia de nucleétidos del exdn 2 del gen que
codifica para la mioglobina. La comparacién de la secuencia de nucleétidos correspondiente al
exon 2 bovino con la del ovino (97% homologia), porcino (89% homologia), humano (84%
homologia) y ratdén (81% homologia), y de la proteina completa (Anexo 4) con la de bufalo
(99% homologia), ovino (98% homologia), equino (89% homologia), porcino (89% homologia)
y conejo (89% homologia), demuestran el alto grado de conservacién de esta proteina. EI SNP
detectado corresponde a un cambio sinénimo, por lo que no modifica la estructura ni la funcion
de la proteina. Sin embargo, no se puede descartar que dicho SNP pueda estar en desequilibrio
de ligamiento con otras mutaciones en otros exones, regiones reguladoras, zonas de splicing,
etc., que produzcan cambios fenotipicos y que permitan que este SNP pueda ser utilizado como
marcador genético en ganados con sangre cebuina. Mas adelante veremos que las mediciones
relacionadas al color se realizaron en animales Bos taurus, por lo tanto este SNP no pudo ser
considerado para los estudios de asociacion.

Curiosamente las secuencias ovinas que se encuentran en bibliografia, presentan como
Unica variante en la posicién en que se encontré en este trabajo el polimorfismo, una guanina.
Esta diferencia coincide con la transicion encontrada aqui, esto puede explicarse por dos
motivos fundamentalmente: una posibilidad es que la mutacion se haya dado previamente a la

diferenciacion de las especies y que por algin motivo en la domesticacion del Bos taurus se
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perdid, 0 que tanto en ovinos como en B. indicus la mutacién haya sido de novo hecho que se

sostendria en la base de ser una mutacion sinénima.

Genotipo AA
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Figura 3.18: electroferogramas de la secuenciacion de los tres genotipos del gen Mb: AA, AG y
GG, obtenidos con el secuenciador MegaBACE 1000 y analizados con el Sequence Analyser
(GE Healthcare).
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Glutation S-Transferasa Pi 1 (GSTP1)

Para la busqueda de variabilidad genética en el gen GSTP1 se opt6 por realizar una
secuenciacion directa sobre un grupo de muestras que poseian datos de color, de esta manera la
informacién podria ser utilizada para realizar una asociacion. El segmento que se analizo
contenia al exén 2 del gen, que codifica para los primeros 13 aminoécidos de la proteina, ya que
a excepcion de 1 base el exén | no se transcribe (region 3" UTR). En la Figura 3.19 y 3.20 se
puede observar la estructura 3D de la proteina dimérica y varias vistas de uno de los mondémeros
donde se puede apreciar el sitio de unién a Glutation (en rojo). Alli mismo se puede observar
que la seccion de la proteina codificada por
la secuencia analizada (en amarillo) forma
parte del bolsillo donde se aloja el
Glutation. En este sentido, posibles cambios
en la secuencia de la region codificante
podrian perturbar la estructura terciaria de
la enzima, y por lo tanto el sitio de unién a
este sustrato. Mas aun, los posibles cambios
en la region no codificante podrian afectar
zonas de corte y empalme y por lo tanto los

procesos de maduracion del ARNm.

Las muestras utilizadas pertenecian

a animales B. taurus, de las razas Angus,
Figura 3.19: Estructura 3D de la proteina
GSTP1 dimérica obtenida con el software
dos muestras que eran cruza de un macho Cn3D. EI glutation aparece en rojo, la cadena
se presenta como una cinta (azul y amarillo),
con las hélices a (verdes) y las hojas 3 (beige)
analisis de los electroferogramas demostro la representadas por flechas.

Hereford o cruzas de estas, a excepcion de

Limusin sobre hembra Angus x Hereford. El

presencia de 3 SNPs en el segmento

analizado del gen de la proteina GSTP1, todos en la region no codificante del mismo. Las tres
mutaciones resultaron transiciones C por T en las posiciones 326, 386 y 416 de la secuencia de
referencia publicada en GeneBank NC 007330 - GenelD: 281806 (ver Anexo 2). Para
simplificar se nombraron a estos SNPs: P1, P2 y P3, respectivamente. En los tres casos pudieron
encontrarse los tres genotipos posibles: los dos homocigotas CC y TT, y el heterocigota CT. Sin
embargo, el haplotipo de la secuencia publicada (con citosina en las tres posiciones), se

encontré Unicamente en forma heterocigota en tres animales.
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Figura 3.20: Arriba, secuencia ARNm bovino de la GSTP1 y su traduccion a la proteina bovina.
Abajo estructura 3D de un mondmero de la proteina GSTP1, obtenida con el software Cn3D. El
glutation aparece en rojo, la cadena se presenta como una cinta (azul y amarillo), con las hélices o
(verdes) y las hojas B (beige) representadas por flechas. En todos los casos se resalta en amarillo
la seccidn de cada secuencia que se corresponde con el exén 11 del gen bovino.
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L result | .
os resultados de la Tabla 3.17: Animales encontrados con cada uno de los

tipificacion (por secuenciacion genotipos para las tres posiciones polimorficas
detectadas. Entre paréntesis se presenta la posicion de
cada mutacién y debajo la secuencia flanqueante al
los amplificados, de las 19 polimorfismo.

directa) de las tres mutaciones en

muestras analizadas, se presentan

P1(326) P2 (386) P3 (416)
en la Tabla 317. LoS | Genotipo GACGGC/TGGGGG TTTTTC/TCCCTG TCGAGC/TCTCCT
electroferogramas de los tres | €€ 3 11 12
_ o cT 6 3 5
genotipos de cada posicion se T 10 5 2

muestran en la Figura 3.21. En

ambos casos se presenta la secuencia flanqueante a cada uno de los polimorfismos. La
variabilidad encontrada en este gen fue superior a la encontrada para el de la mioglobina. Esto
era esperable, ya que el segmento analizado incluia tanto regiones codificantes como no

codificantes, y para la mioglobina el segmento amplificado pertenecia completamente a una

P1 P2

MM@M/\I AJWMﬁ’WW/\&
w[x/\mgmﬂ\ﬁl e
m&m&m&ﬂd \J\/\A/\MQZVVL@MAJ

P3

/V\[\[W\/\ O\/\(\a/\m Figura 3.21: Mutaciones encontradas
en la region no codificante del segmento
analizado de gen de la proteina GSTPL1.

Los tres SNPs encontrados (P1, P2, P3)
& fueron transiciones C por T. Se
presentan los tres genotipos posibles
-, para cada posicion (CC, CT y TT).
AL A R
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region codificante. En este sentido, el alineamiento con las proteinas homologas de otras
especies mostro una similitud del 92% con la equina, 90% con la canina, 87% con la humana y
86% con la de rata (Anexo 5).

3.2.2 Genotipificacion y asociacion

Al momento de comenzar esta tesis se habia convenido con un frigorifico la posibilidad
de disponer de 150 muestras de novillos faenados en condiciones comerciales. Estas muestras
iban a incluir tres grupos, todos ellos con pH menor a 5,80, preseleccionadas subjetivamente en
color claro, intermedio y oscuro. Por razones ajenas a nosotros este muestreo no pudo ser
realizado. Finalmente, se pudo disponer de un nimero menor de muestras obtenidas en un
frigorifico comercial: 45 de las razas Angus, Hereford y cruzas de estas, y 5 de animales triple

) o cruza con Limusin. Los valores
Tabla 3.18: Valores promedios, desviacion

estandar, maximo y minimo, de los parametros ~ Promedios, con su  desviacion estandar,
mediciones de pH, del brillo (L*) y los  maximo y minimo, para las mediciones
parametros de cromaticidad (a* y b*) en las ]

muestras utilizadas para la asociacion. Ademéas realizadas  sobre  estas
se presentan los parametros calculados Hue y presentan en la Tabla 3.18.
Croma.

muestras se

Para la  genotipificacion vy

Medida Promedio+ DE Maximo Minimo asociacion se decidio realizar estrategias

L* 3598+1,71 39,36 31,59 diferentes para cada uno de los genes. En el

a* 22,78+1,82 26,27 16,3 . . . .
caso de la mioglobina, el polimorfismo

b* 12,01+1,40 14,97 7,72

tHue 0,484+0,023 0,527 0,406 encontrado se presenté Unicamente en

Croma 25,76+ 2,23 30,00 18,12 animales con algun componente cebuino,

pH 5524006 576 543 J sin embargo se disponia de dos

microsatélites cercanos al gen: RM029 e
IGF1. Por este motivo se decidié tipificar para estos animales los 4 microsatélites del
cromosoma BTADB. Por su parte, en el caso de GSTP1 los polimorfismos fueron confirmados
directamente en las muestras que tenian datos fenotipicos, asi de las 19 muestras secuenciadas

17 pertenecian a este grupo.
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Mioglobina: microsatélites BTAS

El gen de la mioglobina bovina se ubica en una region cercana a los 80 cM del

cromosoma BTAS (De Donato et al 2003). Por este motivo marcadores como el RM029
(Posicion 80.417.234 pb) e IGF1 (71.198.741 pb), en las inmediaciones del gen, podrian

encontrarse ligados a

mutaciones en el

Tabla 3.19: Frecuencias de los marcadores BTA5 en las 50

muestras analizadas.

mismo que estén

. BP1 ETH10 RMO29 IGF1
determinando Alelo Frecuencia  Alelo Frecuencia  Alelo Frecuencia  Alelo Frecuencia
diferencias en el 302 0,033 216 0,103 80 0,076 2290 0,864

309 0,111 218 0,284 82 0,163 231 0,136
color de la carne. 310 0,045 220 0386 v e
Por este motivo se 312 0,389 222 0,227
| 322 0,422

decidi6 buscar la

posible asociacion de estos marcadores con las mediciones relacionadas con el color.

Adicionalmente, se tipificaron los otros 2 microsatélites del cromosoma BTAS ya

incluidos en el multiplex de amplificacion. Los resultados de las frecuencias génicas

para los 4 marcadores se presentan en la Tabla 3.19. Las frecuencias encontradas son

similares a las encontradas para las poblaciones Angus y Hereford, y en muchos casos

intermedia a las de estas, lo que refleja la composicion mixta de los animales faenados.

Por su parte, los analisis de asociacion no presentaron ninguna significancia para

los marcadores del BTAS5, sin embargo el efecto de la covariable pH fue significativa en

casi todos los casos. Independientemente de esto se tested la posible influencia de los

Tabla 3.20: pH promedio para

los genotipos de IGF.
significancia fue: * P < 0,1.

La

Genotipo IGF1 (N) pH*

229229 (26) 5,534+0,01
229231 (9) 5,49+ 0,02

marcadores en el pH, encontrandose una
tendencia (P<0,1) para el IGF1 (Tabla 3.20). Este
resultado podria estar asociada al hallazgo de
Koshkoih et al, (2005) que encontraron un QTL
para pH final de la carne alrededor de los 90 cM
del BTA5. Adicionalmente, se presentan en la

Figura 3.22 los promedios de los genotipos de los

marcadores cercanos a la mioglobina (IGF1 y RM029), para los parametros medidos

(L*, a*, b*, pH, Hue y Croma) y el pH. Estos parametros miden la luminosidad (L*), la
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Figura 3.22: Se presentan en forma grafica los promedios de los genotipos de los marcadores
IGF1 y RM029, para los pardmetros medidos (L*, a*, b* y pH) y calculados (Hue y Croma).
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rojez de la carne (a mayor a* y menor Hue, méas rojo), las tonalidades amarillas (a
mayor b* mas amarillo) y marrones (a menor Croma mas marron). Si bien no se
detectaron diferencias significativas, para el IGF1, el genotipo 229/231 estaria dando
promedios mayores en los parametros de color (carne méas roja, mas amarilla, menos
marron) y menos brillante, que el genotipo 229/229. Por su parte, el marcador RM029 el
genotipo 82/82 en promedio, aunque sin haberse detectado diferencias significativas,
estaria dando carne menos brillante. Para los parametros de color, la tendencia no es tan
clara, pero en la serie genotipica 80/82, 82/82, 84/82 se observa en promedio una
disminucién de la rojez y un aumento de las tonalidades marrones, pero el genotipo
84/84 se aparta de esta tendencia.

En la bibliografia se encuentra suficiente informacion que demuestra el efecto de
la conformacion de la mioglobina sobre la estabilidad de la misma (Suman et al., 2007).
En este sentido, Kawano et al. (2004) estudiaron multimeros de mioglobina creados
artificialmente por clonacion en E. coli. En sus estudios demostraron una mayor
estabilidad de la molécula y de la retencion del O, con el nimero de monémeros, esto
bajo condiciones de exposicion al aire. Esta situacion puede asimilarse a lo que ocurre
post mortem en la superficie del musculo. Por su parte Yan et al. (2001) demostraron
que ciertos elementos regulatorios favorecen la transcripcion de la mioglobina en
determinadas fibras del musculo esquelético. Todo esto sugeriria que cambios en el gen
podrian generar diferencias en la concentracion y/o estabilidad de la proteina en el

musculo, y con ello del color.
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SNPs en el gen GSTP1
Como se comentd anteriormente la Tabla 3.21: Frecuencias de los
tipificacién se realiz6 por secuenciacion directa de 17~ @lelos para cada SNP  del

o GSTP1, en las 17 muestras
de las muestras que habian sido evaluadas para las

analizadas.
diferentes mediciones de color. Los resultados de las
. . Alelo P1 P2 P3
frecuencias génicas para los tres SNPs se presentan en
I 0,316 0,658 0,763
la Tabla 3.21. Como se puede ver en todos los casos . 0,684 0,342 0,237

la frecuencia del alelo minimo es mayor al 23,7%,
hecho que permitiria utilizar estos SNPs en andlisis de asociacion y en una Seleccion Asistida
por Marcadores.

Por su parte los analisis de asociacion, y pese a la cercania de los marcadores, resultaron
significativos Unicamente para uno de los SNPs (P2). Sin embargo, el nimero de muestras
analizadas no nos permite realizar conclusiones categoricas al respecto, y los resultados deberan
confirmarse con un mayor nimero de muestras. En este sentido, sera necesario el desarrollo de
alguna técnica de genotipificacion que permita el andlisis de un mayor nimero de muestras.
Bajo esta salvedad, los resultados de asociacidén que tuvieron algin grado de significancia se

presentan en la Tabla 3.22.

Tabla 3.22: Resultados significativos en el analisis de Podemos observar que las
asociacion para el SNP P2 del GSTP1. ElI nimero de
animales utilizados en el analisis para cada genotipo se
presenta entre paréntesis. La significancia del genotipo se observan entre el
se indica en cada caracter: *P < 0,1, ™ P < 0,05, P < genotipo TT y  los
0,01. Los valores que aparecen con igual letra
resultaron significativamente diferentes: P < 0,05.

diferencias  significativas

genotipos CT y CC, dando

estos ultimos colores de

carne mas rojos (mayor a*)
Genotipo P2 (N) a* o h* x Croma *
cC(11) 22,580,474 11,805 041 25,49£0,604 | Y MENoS marrones (mayor
CT(2) 24,364 1,10° 12,7140,96 27,48+ 1,416 | C'OmM).  Ademas  los
T (4) 19,69+ 0,774% 10,16+ 0,67 22,16+ 0,99 | promedios  para  b*

indicarian una tendencia
(no significativa en este analisis) de los genotipos CC y CT hacia colores mas amarillos que el
TT. En este caso también se analizé la posible influencia de los marcadores en el pH, no
encontrandose ninguna significancia. Adicionalmente, se analizaron los genotipos de a
pares, encontrandose algun grado de significancia para la variable a* en los pares P1-

P2 (P<0,1) y P2-P3 (P<0,05), sin embargo las diferencias entre las medias de los
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genotipos no resultaron significativas. Finalmente, se presentan en la Figura 3.23 los

promedios para todos los pardmetros, medidos y calculados, en las muestras analizadas.
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Figura 3.23: Se presentan en forma grafica los promedios de los genotipos para cada una de los
SNPs encontrados en el GSTP1, en los parametros medidos (L*, a*, b* y pH) y calculados (Hue
y Croma).
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Como ya se menciono, el color de la carne es uno de los factores que mas
influyen en la venta de carne, ya que es la Unica caracteristica percibida por el
consumidor al momento de la compra (Andrés et al., 2008). Ademas, las pérdidas
generadas por la tonalidad oscura de la carne afectan a un 15% del producto mundial
(Smith et al., 2000). A pesar de todo esto, en bovinos el color de la carne ha sido poco
estudiado desde el punto de vista genético. En la bibliografia, a diferencia de lo que
ocurre en porcinos, existe poca informacion respecto de la asociacion de marcadores
moleculares con el color de la carne en bovinos. En este sentido, muy recientemente se
ha publicado la existencia de un QTL para L* en el cromosoma BTA2 (Allais et al.,
2010), la asociacion de un SNP en el gen CACNA2D1 (BTA4) con mediciones visuales
de color (Yuan y Xu, 2010), y la asociacion de SNPs en los genes CAST (BTA7),
PRKAG3 (BTA2) , GHR (BTA20) y SCD (BTA26) con los tres parametros CIELAB
(L*, a* y b*) en ganado Irlandes (Reardon et al., 2010). Sin embargo el hallazgo més
cercano al nuestro, ha sido el de Papaleo Mazzucco et al. (2010) que encontraron una
asociacion de L*, a* y b* con un SNP en el gen de la calpaina (CAPN1: BTA29 pos
45327209 — 45363832) en la raza Brangus. El gen aqui analizado GSTP1 se encuentra
en el mismo cromosoma y a 2 cM del CAPN1 (pos 47513674 -47516542), por lo tanto
ambos resultados podrian estar detectando un mismo QTL para los parametros de color
entre los 45 y 47 cM del BTA29.
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Para concluir quisiéra hacer un resumen de los principales hallazgos realizados a

lo largo de esta tesis.

4.1 CARACTERES DE CRECIMIENTO

- Préacticamente todos los marcadores resultaron polimorficos en las tres razas
analizadas (Angus, Criollo Argentino y Hereford), y presentaron una distribucién de
frecuencias que permitirian su aplicacion en un programa de Seleccién Asistida por
Marcadores.

- El andlisis entre poblaciones Hereford demostr6 diferencias en las frecuencias
génicas de los marcadores cercanos a genes candidatos. Estas diferencias pueden ser
atribuidas a la seleccion aplicada sobre estos rodeos, ya que la divergencia de las
mismas, se observo justamente en los alelos que resultaron influyentes en los anélisis de
asociacion.

- Se demostro una tendencia en las frecuencias génicas, de casi todos los
marcadores analizados, en los grupos generacionales dentro de un rodeo cerrado. Los
alelos mas afectados resultaron ser aquellos asociados a diferencias en el peso al nacer y
en el peso al destete, mediciones incluidas en el indice de seleccion aplicado sobre este
rodeo.

- La inferencia de genotipos resulté muy util para ampliar el nimero de animales
con genotipo en rodeos que se cuenta con un pedigri. Esta estrategia permitié obtener
44,3% mas de genotipos de los que se pudieron tipificar, y se adicionaron 346 animales
a los estudios de asociacion.

- Los analisis de asociacion demostraron que todos los marcadores y/o las
regiones cromosomicas, a excepcion de GHRc (BTA20), presentaban alguna asociacion
con los caracteres de crecimiento testeados. Estas asociaciones, a pesar de tener
antecedentes en bibliografia, ya sea como asociacion de estos mismos polimorfismos o
como QTLs, presentan la singularidad de haber sido obtenidas en rodeos alimentados
bajo un sistema pastoril. En este tipo de sistemas, las condiciones de alimentacion no
siempre permiten gque se exprese el mayor potencial genético del individuo, hecho que
en muchos casos disminuye la varianza.

- En particular se demostraron varias asociaciones de los marcadores con los

diferentes caracteres de crecimiento. BP1 resulté asociado con PDd, PDm y AOB dando
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en general el alelo 322, valores mayores a los alelos 312 y 310. Por su parte, IGF1 se
asocié con PNd, PDd y P600, con el alelo 231 favoreciendo el crecimiento. Ademas,
ETH10 fue asociado con PNd y PDd, y los alelos 216 y 222 estarian produciendo un
peso promedio menor que los alelos 214 y 218. EI marcador RM029 mostr6 asociacion
con PDd, siendo el alelo 82 beneficioso para el crecimiento sobre el 84. Finalmente el
SNP L217V de GH se asocié con las mediciones PDd, P400 y P600, siendo el alelo A
beneficioso sobre B.

- El estudio de segmentos cromosdmicos del BTAS, utilizando los marcadores de
a pares mostro asociacion del par ETH10-1GF1 con todos los valores de peso directo y
del par IGF1-RM029 unicamente con PNd. Estos datos junto a los de los analisis
individuales sugieren la presencia de mas de un gen en el entorno del IGF1
influenciando el crecimiento. Mas aun, probablemente exista algtin/os gen/es influyendo
el PNd cercano/s al IGF1 y un segundo gen o grupo de genes influyendo el crecimiento
posterior en el segmento ETH10-IGF1 (60 — 70 cM aproximadamente).

- Dos asociaciones se destacan por su relacion con funciones bioguimicas de los
genes ligados a los marcadores. En primer lugar, la asociacion del BP1 con el AOB, ya
que el marcador esta cercano a dos genes que codifican para factores de crecimiento de
miocitos (Myf5 y Myf6), que determinan la diferenciacion y el desarrollo de los
mismos, mientras el AOB es una medida de la muscularidad. La asociacion del SNP
L217V del GH con los caracteres de crecimiento en etapas de gran anabolismo (PDd,
P400 y P600) es coincidente con el rol central de esta hormona en el desarrollo 6seo,

muscular y adiposo.

4.2 CARACTERES DE COLOR

- Se encontraron cuatro nuevas mutaciones entre los dos genes estudiados. En el
gen de la mioglobina se encontrd una transicion sinénima A por G en el exdn 2 del gen.
Por su parte en el gen de la glutatién S-transferasa pi 1, los 3 SNPs se encontraron en la
zona intronica y fueron transiciones C por T.

- Se realiz6 un estudio exploratorio sobre region del BTA5 que contiene a la
mioglobina a través de 3 microsatélites (ETH10, IGF1 y RMO029). Las muestras
estudiadas (n = 50) no presentaron asociacion con ninguno de los pardmetros CIELAB

(L*, a* y b*) medidos y los pardmetros calculados (Hue y Croma). Solamente se
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detectd una tendencia (P<0,1) entre IGF1 y pH, dando el genotipo 229/229 un mayor
promedio en los valores finales de pH.

- Con los SNPs del gen GSTP1 también se realiz6 un anélisis de asociacion
exploratorio con los mismos pardmetros colorimétricos. Si bien el nUmero de muestras
fue reducido (n = 17), el modelo detectd una asociacion entre el P2 con a* (P<0,01) y
Croma (P<0,05), y una tendencia (P<0,1) con b*, que deberan corroborarse con un
mayor nimero de muestras. De confirmarse, el genotipo TT daria carne menos roja y

mas marron (valores menores de a* y Croma).
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ANEXO 1: Secuencias de la Mioglobina bovina: gen (NC 007303), el ARNm (NM 173881) y
la proteina (NP 776303.1), tomadas de GeneBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/). En cada
caso, en amarillo se resalta la zona amplificada. En la secuencia del gen, el resto del ARNm en
azul y los primers en rojo. En la secuencia de mRNA, el resto de la zona transcripta en azul.

Nombre: myoglobina [Bos taurus]
Cromosoma: 5
GenlD: 280695
Locus: NC_007303

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

cagctgtcgg
tgcgccatgg
gaggctgatg
ctgcccctgt
ccccggggtt
ctcctgtgtt
gctagcagct
aatcctaaaa
taatggatga
ttaaagtctg
acacctggct
gcctcagttt
acagtagaag
atagagtgag
ttaaagtata
ctttctctag
ccgtggtttc
gcggctctag
gcggtatatg
gattcttatc
tcttttgaag
gaataaagaa
ggtggctgtyg
tagactcccc
catcgacatt
cctttacact
catttagaca
agaatgaccc
tgccaaaaac
ggttttcctt
aggtcccatt
tttgctgtgt
gaatggaggg
ctttgagtcc
cagtttgcca
acttggaggt
cccagtggat
actgccgacc
catgcagaaa
gaaggggatg
tgccgaacct
tgacagatag
tgtgatcatt
gaaacggggg
cttcttttcc
aggctatgga
aaacatggct
aatcctagtg

agacaggaca
ggctcagcga
tcgcaggcca
cacctccttc
gaccagttgg
tttatgtatc
gggaggagct
ttatagctag
ggacacaaag
taaaatgcca
ctgccaccga
cttctcctat
taagaattaa
ttccaaaaga
ataataataa
ttttggtgag
tcttgctggg
ggctctagag
gaatctttcc
cattgtgcca
gctcagaata
acaccctccc
gttcagaaat
tctcctectg
tctgcgcectg
ttatagatga
ccctttecagce
agacataagc
acatgagaaa
tgtgtctttt
tggttggaca
gaccttggac
attaccttca
tggatcctgce
aaaaggagtc
ctggaaggag
cagagaaaac
cctggcaggce
ccacgccgac
ctgacttcca
gggttttctt
caaattctgt
atgtcctaga
tttttaggag
cccagatctt
aaattgggaa
caagagtccc
atgacgatgg

cccagtcagt
cggggaatgg
tgggcaggag
ctcaaggtca
ctgctgtgtt
agaggttgga
ttgatgatca
aattaacaag
gacctaagaa
aggattaaga
gctgttgtgt
aaaatgggag
ataaaatgct
tgtcagtaac
tagtaattat
caggggctgce
gaacacaggc
cgtgggctca
agatcaggga
ccacagaagt
atctccacgce
cgcccccecac
agaacctcat
gtcctttctc
gtaggaggtg
atttctcctt
ctccceccagg
tataagctct
ggatggtcaa
tcctcecttatg
gaagactctc
aagtcactaa
tggtctctga
cttgcttttg
tttcccaggt
acttggggta
tgccaggggce
cccagacagc
ggcttctgcecc
gggtgccctg
actcttcttg
tcggtctgtt
acataatagc
ggcggaggca
tcctgcettta
gtcactgctg
agtcaaccaa

tggtggtgag

ccgcceccttgt
cagttggtgc
gtcctcatca
agaatgcttg
aattaacttt
atcaggaaag
aatccttgat
aaaggtctga
gggaaggatg
cacggccttc
gacctttggg
9999999999
gcagccaagg
tcttggagat
tattatttta
tcttcattgce
tccaggtgca
gtagttgcgg
tccaacccat
ccctaatctt
acatcttgcc
cccccaaaat
gttctcattg
atgctctggg
ggccctggtt
ctttatgagt
cttcacccat
attatctgga
gttccctgtt
cctctgtcag
caaagtggac
tcctcectectgg
gatccctgcc
gagaggaggc
gatctggggg
tcgtatcatg
aggagccagg
ctgatgcccc
ctcttggtat
tgagaaatga
aaaaggtcat
aataaaactc
tggaaggtca
gctgaagagg
tttatttttg
gtggccagta
tggcagctac
gatggtgatg

tctttttcte
tgaatgcctg
ggtaaaagga
cctgcaaggt
gttaaacccc
cagatccatt
gcttagagcc
gaggtctttc
accccagagt
aagatgagat
aaagcacata
aatcctaata
ggcccagcat
gaagcttaga
gctgtgttgg
catgcatggg
ggaacgcagg
ggcatgggcet
gtctcctgca
gacttttgat
ttctttagca
tctaagtttt
ccttecttcege
cagcgtgagt
gccatgagtg
cagagcaggt
ttccagctcc
gtttcagcct
gaatctaact
ttggctactg
atcaactcct
gtcccatttc
cacccccatg
agggtagctg
ctgtcagccc
ggagaaacag
ggcaagacgt
atcacatctt
ttgggggcca
ccttgtgatt
ttctcccact
tgagggcttc
gttgcagagt
gctttgggcecc
catttgaaca
tgtctcatgt
agacagaacc

atggagctgg

ttcttcagac
ggggaaggtg
agaaatccca
ggaacgtttg
ctacttggtt
tcacacttgt
caccagaagg
tcacctcacc
cacaagttca
atgtggttct
acttctctga
tctacattat
aattcctggce
attgggccct
gtctttgttg
cttctcattg
ctccgtagtt
tagttgctcg
ttggctggca
gttgggtatg
agggattcct
gtaagcagag
caagtggtga
caaaagcgta
aatggattgt
tttcctctece
catgtctggg
tagtggccca
ggcatcttgg
gcactgcaag
cagctctccc
cctatttgtt
ccttggcecatt
agtgggagac
taagtcagtg
cccecctecectt
gatgctggag
aagctgaaga
gggacaggga
ctgttccaga
cctctggtta
actgcaagca
ctggctccag
cctgccttte
aaggatttcg
caccgggagg
caagattccc
tgaggatgat
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2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421

gggggtgatg
taaatatgtt

ttcagcctca
agttaagtga
gttgccactc
tcccacccte
cgccttcectat
tggcctcecctt
aaagcacaag
ctacagggtg
ggtaggacct
aggcagctgt
aaagtaaatc
ggttggaggg
agttgatcca
tggggccaga
ggtctcccaa
ttccccagag
ctgtcaggca
ccctgaggtg
ccagatgagg
ggagggacat
tgtgtgtgtg
cactggagtg
gaaagctttc
cactctggca
tgtgtgggtt
tacctctgtg
gtggcaggta
tgaggcaaca
gggggcctgg
aacagggagg
aaaagctgtc
atgatcctcg
tcagacctga
tcatactcct
aagtgcaagt
agccccegtg
ttagagcaaa
agtaacaatg
tcctgtgtga
agggactcgt
ttgccacagt
ctcctgaccc
tcececgagacce
ggcctccgag
gaagaaaaag
gcacaagatc
ggaaggggag
ctgagtgacc
tacccacttg
atcttattac
ggcaccacta
cttgcccctg
cctccagaaa
tgtggcagga
tttacggatg
ctgtgatgga
agacccagtg
ccctgaggcet

gtggtgatgg
acacactgat
cagtaacctc
cttgcctgaa
ctgaacccta
gtctggttct
ctttcatgtg
tcccgcectgac
gcaagcgcgt
agggccttcc
tctgtggcett
agaaaggaag
cggggttccc
gtcaagcctt
agacccagag
actcagcttt
gatgtctcag
agtctccctc
ggagttcaag
aaaagtgctg
tagtgacatt
gcccttgggg
tgcatgagct
tgtctgcagt
aaggaactga
gaggtttccg
cgtgtctggg
gtcttccctt
tgactccctt
ggtgactcct
tctttggcag
cagagcaaaa
acatggagta
ggcaggaagc
tttcagtctg
tagcctctgt
ggagagccta
ctcctcececctg
tgggggcgag
aagcagatga
ccctcagcect
tatccctatt
cacacagcta
ctgtgtctaa
ctggagaaat
gacctgaaga
ggtcaccatg
cctgtcaagt
gcctcgaaga
tatgctgttc
gccttcectcece
caagagagaa
tcccacccte
gtcacagagg
cccagctcecct
gttcagtagc
aagagagggce
ctgagaagtt
ggtggaggga
atcaccccceg

tgatcgtggce
tgctaggccc
atgaggtgga
gtcccaaagc
taccacgtcg
tcggttctag
ggtgtctggt
ctgtaataaa
gcttctgaaa
agctgctcat
cccagggact
atctgatggg
tctctggctg
agaacttgga
gagctgagtg
catgattctc
acccctggtg
cagtgtcccg
gatcattgtc
gagatgagct
gagcatggct
gaagggggcg
tacgtgtgat
taggtttaag
agccatcaga
ggtgcaacac
ctctgctact
tgcccatgag
taacgatccc
tggatcactg
atggctccca
taagcaagcg
gtgagcctcc
tgcagagatg
gctcatctgc
tccctecatat
gcgtgggcect
ctccacggtg
gccaggtacc
tgatgctaaa
ataccatctc
ccttggatgg
gcaactggga
ctcaagccct
ttgacaagtt
agcatggcaa
aggcdgaggt
acctggaggt
cctgagattt
ctctttatcc
tgggtcattg
gtgactgtga
tcgacagatg
caccaagtag
agtctctgtg
tggggcttaa
gcctcaggtg
gggtgggctyg
tatggcaaga

aggatggggc

ctagagcttt
tgtgttacgt
cgttattata
tggagttcaa
tccecgecagte
agcagagaag
tgggtctcag
ctaggcaggt
ccctggaaga
tttctgagtt
cccagctgcec
cattcagaag
acaagtgcta
agctgagaaa
actttttcaa
agtgcttagt
gccttggatc
accttcacct
gccagataat
gtcagtgatg
gtgggcagca
ctccctgtcet
tatgggtatg
ggtgttctag
caagaggagg
aaaagagaga
gaccagacat
tgaaatggga
cacctttctg
cggccagctc
ttagagattc
ctttctgagc
tgaagctgga
gtcccctgca
agcccagcta
ataaaatggg
ggcgcacagc
acacgtctag
atgcagatgt
aatagtaata
attcaattta
ggagactgaa
gggtgtggat
ccttgtaccc
caagcacctg
cacggtgctc
gaagcacctg
gagtggcggg
gggttcaagt
cccagttttce
agagtaaaca
agtacacagc
aggaaactga
cagaaccagg
ccactgcaag
ttctgggtagg
tccaaggcat
gggagagtct
aggagaacta
cacaggcagt

tgatgaggac
gttcatgtat
atccccacgt
gtccagcagc
ttagcataca
aatttatgca
ctcagagcac
tgacgatagg
aaagccccac
gccactgtca
ggcttggggg
ccaggttttt
agagtgtagg
tcaacttttt
catcacagca
ctcttcccca
ccaggtcctc
gtgggttctg
aatagtcagg
tagaagggtt
ctgggtgttc
gtgctatgcc
tgccgtgaga
agccaggaaa
gaaagtccag
gcatgagtta
gtgaccctgg
aaaatctctc
cagaatgaaa
actgggtccc
tcaccgtcag
ctgagagctg
agtatttaag
tggactacat
tgtgatattg
gataatacat
acatactcca
tcatctttgce
ttttccttecce
gcaagcattt
atcctcacac
gcacagagag
ttgaacttga
ctcaggctct
aagacagagg
acggccctgg
gccgagtcac
tcccgggtgg
cccagctcag
tcatctgtaa
tatttttccc
ttgccttctg
ggcacagaga
attcagacta
ttggacatac
gaattattag
aagcaattgg
gagtttcaag

ggaaactggg
ttggtgcagce

agcaaacatg
attaactcat
ttaacagaga
ctggatcagc
agagatgcgt
ggcctgggag
agctgggaac
attgaagatg
ccacccatgt
caagttccca
cagtggaggg
ctgcagtgtt
gtgaggtccg
ggtttaagat
gaggcagaac
gacatccggg
ggtcctcttc
ggtcttgcat
atctcaggga
ggccggggcec
tgggaaggca
cgtgtgtgtg
cacttgtgca
tcacaaaaga
cagacagggt
tggaaccatt
aaaagtcacc
cctcctececce
gactgaagtc
tggcaagagt
tactgggaaa
ttcagactag
cggccaaagg
tttgagtcac
agctaggacc
caccaaaggg
caaatccttt
tcccaacagce
agcctttcac
ataggacact
ttctataggg
gtgaagcgaa
gtctggccac
tcacaggtca
ctgagatgaa
ggggtatcct
atgccaacaa
ctgggaggat
ttataacttg
agtgggctgc
ccaaatgagt
tctacgggta
ggttaagcag
ggtctctatt
acaggactca
ttccagcatc
cttgaatctc
tcctgtgtcet
ggataaaagg
agtgaaggta



6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021

aggttagtca
tgcatggaac
tctcttacaa
accggggatg
aaagttgact
acagagagca
acagtgttat
gaaagctggg
aagaaggtga
ttctcatccc
cccagtcaca
cgctcttaat
agccccacca
ctcagttgtg
tgtctatgga
atctcgaacc
agccccacct
agacatgagg
tcttctcteg
ttctggccca
tttcagccct
tcctggctgg
agtgacaggc
cagacaggct
gaaccgggtc
tccaattctt
ccaggcaaga
gatcaaaccc
aattaagaca
tcatgagaaa
gaagtctttt
agaagttgac
catgtgaggt
tctcgctagg
attaaacaca
tggccaagcg
tccectcecacce
acaaacccac
cctgggtgcea
aaaatgacac
ttgaaaaagc
gctgtggaga
gtgatggtga
tttcctette
ggcgcagaaa
aaagagatca
tttctagact
tcctgagetg
gatcttgatg
gatggcatca
agggaagcct
tgaacaataa
ttcagtcatg
tccaagcaag
gcgactgaac
acctgggaag
ccacaagccc
ctgtacttat
gtgtgcctga
tggggttgat

tgaaaacttc
tttcacgatt
aagaagttca
caggctcttt
cgtggtccaa
ggaggaagag
ttacatctca
aaatgtagtc
aaatggccat
cactttactg
cagcatataa
tcctcatggt
tccagctccc
tctgactctt
attctccagg
caggtctcct
gctctcccge
aacagttcct
gcaaatccct
cgaggcagtc
gccgtggege
gacaggagct
agggggctca
tagagagaaa
tacttaaaac
tgcgacccca
gtactggagt
aggtctcccg
gcgccceccgeg
ttgctccttce
ctcagtcttc
tcaggaaagg
catccgtgga
tcagcccatc
tgtccccccece
gggtttacta
cccacccatc
cagtggtggc
gattccagct
cccttgtceca
aagtagcttc
tgtttgcacc
ggctgctgta
ctctctctcecce
ataagatgtt
ccatcctaag
ttctgattgce
aacctccaat
ctgggaaaga
ttgactcaat
tgcgtgctge
aacatcctga
tccaattctg
aatcctggag
ccatgtcttc
ccecectggttg
aaggcctgac
ctcatgggtt
tatataataa
tcccatctgg

tggttaggat
acccccatga
gaggtcagga
ctgtgttggc
gatagctgct
acaaaggctg
ctgtccaaaa
tattgccact
tgggcaggta
atttggaaac
gccaggaggg
gcaacgtctc
ctgcttgccc
tgtgaccctc
caagaatact
gcattgtaag
atcacacaca
gcccctggga
gttcattctc
agctgctcca
ctgccggctg
cctcaaggtc
caaaccagct
ccagtgcggt
aagtttgaaa
tggactgtag
ggttgccatt
cattgcaggt
tctgctgttc
tcatccatta
tagctgcccc
ctgaattgag
ggtcagggtg
ccctcacttg
gatgcccagc
ggtgctgaca
agcttttggce
ctctgtctcc
ctcccatcca
caggccacgg
ttactatata
catctttctg
acatatgatc
ttctcttcca
ctgatcaccc
ccattaaatg
aaaatcctgg
accttggcta
ttgagggcag
ggacaggagt
cgtccatggg
acatagtaga
tgaccctagg
tgggttgcca
tgcatctcca
9999tggggg
ctttcctcect
gtggggatta
atactcagta
cccectggett

gggctatgag
gcttaggaac

gcccagagct
atccttggca
ggagctccag
tcttttgaga
gttagtcatg
ccaaatacaa
aacagcattc
tgaaggctca
acagtctgat
ctgtgaacaa
tcccaaaggt
tggactgtag
ggagtgggtt
cagattcttt
aacaattctg
ttctgcacaa
caaggcccag
cctgccagec
tattgtaatt
agaccctggc
tgaatgatgg
ctagaaatag
agaaagtgga
cccatcaggce
tccttectceca
agacgcttta
ccttcactgt
gcaagggggc
agcccacaat
ggacccaaag
gaactgggcc
gctttgttac
agtgggtgtc
tttgtgctcc
cacttgtacc
ctggctctgg
cttgcaacat
ctgaaattgg
aggttgctca
ggcatgacaa
agtcttgggce
ccaatgcttc
tccecgcecact
caaaaattaa
attagaacca
tctgatgtgg
gagaaggggc
ttgagcacat
gttgcaaaga
ggggggtagce
gactgtagcc
tgctctccte
gcactgcagg
tagccaaccc
ctgtattaag
gaggagttaa
aatggccctg
gtcctgccag

aagcagtttg
tgcattcagt
ggtgtgggag
taaatatggt
ccttetggtce
aaccccaggce
agatcatgtc
actagtgttc
tcttcccececag
gagaggttga
ctatgttatt
ccaccatcac
tactgtgaaa
cctgtcagtc
gccatgccct
accctctgaa
cctgcccatce
atggtgcttt
cgcagaagcc
ctccccagcea
tatctcttta
ttcttccata
atcccatctc
gactgccagc
agtgaagtca
ttctccatct
ggggatcttc
ccatctgagc
ggaacctttg
cccagagggt
tttcctagta
gagtcaggat
tggaacctgg
gtttatgaca
tgtggcgctg
tgaggctgcc
ctggatgccg
ctgttgtttg
gacctcagtc
catcaaatct
gtcccttaaa
tgtggatggt
ccaagcatag
tgaggaccag
atccctccaa
atccacacac
tgtaataggt
agagccaact
aacagaggat
acagggagat
gtctgacagg
gtgtatgcat
catctctgtc
caggggattt
tggattcttt
accaagccat
atgggcctct
tccatggagg
caataaagca
tgaccagcac
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catgggtcac
gttgtctttt
ccccataggt
gtctaccctc
catattccaa
atctcaccta
tatctgtgtg
tcttacaagg
gcagggactc
gtagcttgct
ctggaacttg
cattgtcttc
ctgttagcta
cagcctcctc
cctccagggg
ctaccggaga
tcagcatcac
cgcctcceccea
acctcttcag
aaggcattta
cccagctgtc
tttgaacccc
cagggaggag
tagcagacta
ctcagtcgtg
atggaatttt
ctgacccagg
tactgcaaaa
tctatgttct
gctgggtgcet
ttagtgactc
ctctgtctta
gtctccaagt
ttaaaaggga
tcctggcettce
ctgcacgtgc
gagaatatga
tccacagtcc
tggcctctgt
ttctgaactg
gcagccctgt
agagccaaca
ggctggtccc
ctccgtgcectt
aaggctactg
atggaagtat
tgggtcctca
catgggaaaa
gaaatggtta
agtgaaggac
actgagtgac
gctaagtcgce
catgggattc
tcccaaccca
actctgagcc
gtgactgtga
attatcccat
ccgctcagaa

aagctggggc
ccctetgetce
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10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741

ctgtccctgce
gacttcggtg
atggctgcce
ccccacccac
ctgagtgtgt
ggagccttgg
atgagaagct
atgccaaccc
ccccaatccg
cttgaagaca
ccacacccag

aggtagggga

Locus: NM_173881

agttcatctc
ctgatgccca
agtacaaggt
ctgggcaggg
gctttgttta
gagaggcctg
tgactgtggc
aattcctacc
agctgtcaac
gcagagtgtc
ccctagggag
gtgacacctg

1 cagctgtcgg agacagacac

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

Locus: NP_776306.1

tgcgccatgg
gaggctgatg
gagaccctgg
tccgaggacc
aaaaagggtc
aagatccctg
aagcatcctt
ttccggaatg
ctgtgcccecct
tagggtttgc
ttaggggtgg
caacttggga
tcctttcacc
cctcacctta
catcacccag

ccgggtggga
aatgtccctt

ggctcagcga
tcgcaggcca
agaaatttga
tgaagaagca
accatgaggc
tcaagtacct
cagacttcgg
acatggctgce
caccccaccce
ttctgagtgt
agggagcctt
accatgagaa
tcaatgccaa
aatccccaat
ccccttgaag
cggccacacc
ctcaggtagg

ggacgccatc
ggctgccatg
gctgggctte
tgggcgggga
ggagaggtgg
gggaccaggc
tggctgagtc
aacctctaaa
ataaactcca
ttgcttgccc
gcatggaggc
gtttaataaa

ccagtcagtc

cggggaatgg
tgggcaggag
caagttcaag
tggcaacacg
Bgaggtgaag
ggagttcatc
tgctgatgcce
ccagtacaag
acctgggcag
gtgctttgtt
gggagaggcc
gcttgactgt
cccaattcct
ccgagctgtc
acagcagagt
cagccctagg
ggagtgacac

atccatgttc
agcaaggccc
catggctaag
ctgaatccca
gtggaagagg
tttcagtgga
tgggtcaaac
ctgacctgca
gcctaattct
tgagaaggaa
atggtgtctg
ggatttctca

tacatgccaa
tggaactgtt
ccccacccecet
agtagttata
tggatgggtt
gggtcatcaa
tcaactttcc
cctttaccct
ctgaccccat
gtgtgggccg
caacataaat
catc

ccgcceccttgt tectttttete

cagttggtgc
gtcctcatca
cacctgaaga
gtgctcacgg
cacctggccg
tcggacgcca
caggctgcca
gtgctgggct
ggtgggcggg
taggagaggt
tggggaccag
ggctggctga
accaacctct
aacataaact
gtcttgcttg
gaggcatgga
ctggtttaat

tgaatgcctg
ggctcttcac
cagaggctga
ccctgggggyg
agtcacatgc
tcatccatgt
tgagcaaggc
tccatggcta
gactgaatcc
gggtggaaga
gctttcagtg
gtctgggtca
aaactgacct
ccagcctaat
ccctgagaag
ggcatggtgt
aaaggatttc

gcatccttca
ccggaatgac
gtgcccctca
gggtttgctt
aggggtggag
cttgggaacc
tttcacctca
caccttaaat
cacccagccce

ggtgggacgg
gtcccttcte

ttcttcagac
ggggaaggtg
aggtcatccc
gatgaaggcc
tatcctgaag
caacaagcac
tctacatgcc
cctggaactg
agccccacce
caagtagtta
ggtggatggg
gagggtgcat
aactcaactt
gcacctttac
tctctgaccc
gaagtgtggg
ctgcaacata
tcacatc

1 mglsdgewgl vlnawgkvea dvaghggevl irlftghpet lekfdkfkhl kteaemkase
61 dlkkhgntvl talggilkkk ghheaevkhl aeshankhki pvkylefisd aiihvlhakh
121 psdfgadaga amskalelfr ndmaaqykvl gfhg
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ANEXO 2: Secuencias del gen Glutation S-Transferasa Pi 1 (GSTP1) bovina (NC 007330),
tomada de GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). En amarillo se resalta la zona
amplificada, el ARNm en azul y los SNPs encontrados en verde.

Nombre: Glutation S-Transferasa Pi 1 (GSTPL1) [Bos taurus]
Cromosoma: 29
GenlD: 280695
Locus: NC_007330

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

ggctcaggcc
cccgactcca
ccagggtgtt
ggggatggga
gccgctaact
ggttcaaggt
gctgcagccc
ttcctgggcecce
cctccgeegt
ggcactgcce
catgctgctg
gctgcaggge
gctggacctt
gcgtctctga
cggagacctc
tgagtcctgg
cctgagcacc
gaggcgtgtg
caatgcagga
ctacccactc
agtgctggag
acctgccctg
ctgcctggcece
gttgccgtgg
atgggaagga
ttcgctgcaa
acacggagga
gtggctctgg
aagagccact
ggtagcagtg
tgatcctcag
ctggaaggga
cacttgggag
caggagatga
cttggagatg
tgtgaggcett
cctctgaaat
ctgggcgagt
catgccaggg
ggactatgtg
caagggtggc
tgcaccccge
agcaaagctg
atcctgcectcet
tcaccaggtc
ccgtctcaac
gcccatcaac
gctgcctgtt

gccgecccagce
ggagtgagtt
tgggggggca
cccccgggga
ggcttctttg
agggacctgg
acacccccgt
ccggagctgce
gtgctgtgag
accctcattg

gccgaccagg
ccactcaagg

gtgggggcgg
cagagctgtg
acgctgtacc
cactacaagt
tgctgagcct
gaggttatct
gaccccggtt
tagtattctt
acctgggttc
aattccgggce
caggggcacg
ctttcaggct
ccagcaggag
atacgtctcc
caaagaaaga
ctgatccccg
gtagaccaga
cactgcagaa
cccggggagg
tgctggtact
cagtttcgca
atggagctgg
cgctttgggg
ttgcaaggct
ggacaggatg
ggccatcctc
ccaggaggat
aaggcgctgce
caggccttca
tctgtccaga
gggactgcct
gccctgecaga
ctggccccca
tcceggcecca

ggcaatggga
cttcctttcc

gcgctggage
cccegttgece
ggtggggcte
ggacgggcca
tgcatcctgce
gacgglgggg
tttttieccct
ccgggctagce
gtcttccgag
cccegtecte
gccagagctg
cctecectgegt
gtgggaggcg
cgtccccecccea
agtccaatgce
ggctcagccc
cctccatgtc
agggcttgcecce
ccattcctgg
gggcttccct
gatccctgag
gcggactcag
ggcagccaca
cccactcatg
gcggecctgg
ctcatttaca
aaggggcttt
cctggggctg
cacacctttc
cggtgctagg
tcaggagggc
ttcggatgca
gaggcagggt
agggacagca
ggtctaagca
ggggagcgat
tggcaatagce
tcatccecegg
gatacccagc
cccagcacct
tcgtgggcga
tggcacagcce
tgggcgceccect
tctectttge
gctgtctgga
agctcaaggc
aacagtgagg
ccaggaccaa

tttgctgeeg
tggggctccce
tcgagggggce
gtgtcgtctc
agtgectccce
gtggggcggg
ggcatcacgt
gtacttctag
cagtccccag
ccctececteca
gaaggaggag
gagtactttt
caacactggg
gctgtacggg
catcctgcgg
aggctggggce
aatcaaatcg
tggtagctca
gtcaggaaga
tgtggctcag
ttgggaagat
cceccectttett
tggcctggcet
ccctectgcetce
tggacatggt
ccaactacgt
ttccttctceca
cttctggttc
tgcctccectg
acaggagacg
ttcctggage
cgaagtgtgc
gtgcctctgt
ggcccgcectcc
gggcggtgtce
catgacaaga
ctggggggag

gggcggggac
ggcctctete

gaagcctttce
ccaggtgagce
gtgcagagac
gccccccaac
ggactacaac
ctcctteccce
cttcctggcece
gcttgtggca
taaaacttcc

ccgccacctt
agggattccg
gggctagagc
ccccggaaca
tacaccatcg
aggggagcca
ggctactaac
cctccecggec
ceececttgge
gggcgctgceg
gtcgtagcca
gtcccgtcecece
gtgaggggca
cagctcccca
cacctgggcc
ggcaggcatc
cccagccacc
gttggtaaag
taccctggceg
ctggtaaaga
ccctgcecctta
cctgcgcecatc
gcagggcgct
tccecgecacce
gaatgacggt
aagcgcaggce
ccctatactg
tgggtggggg

cctgggggag
accagccaga

aggtgcagaa
aggcgcaggg
gtgcgagcaa
tgaaggcctc
tgtgcgatct
ctggacaaga
gtgaggagag
gggacgcgac
tggcaggagg
gagaccctgc
tggccccacc
agcacgggag
tcccacgcecec
ctgctggacc
ctgctctcag
tccecggage
ctctctgegce
aagagagaa

taccgacttc
aggggggcege
gcccagagcce
ggcctctccc
tctacttcce
gaagttgagg
tcgaglctcc
ttggcccgcec
ccctgeeccag
aggccatgcg
tgcagagctg
cggctcaggg
gccgagctca
agttccagga
gcaccctegg
agccagcectt
ctgtggaatg
aatctacctg
aagggatagg
atccacctgc
gagtggggce
ctcctcecte
ggggggtcat
ccagggctgt
gtagaggacc
gtcggggtgg
cccceccectcett
ggtgggaatc
ggactggtca
ggtggttccc
ggaggagctt
cacatctggg
atgagagtgt
ggccagctgg
ggaaagatcc
ggagactcag
cagggcaggg
gggatggcag

caggcaagga
tgtcccagaa

ccgcccectte
tcatgggttce
cctgagtccce
tgcttcggat
cctacgtggce
acatgaaccg

gaggcagggg


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

128

ANEXOS

ANEXO 3: Alineamiento del exon Il (zona amplificada) del gen de la mioglobina bovina con
los de otras especies (BLAST), en verde se marca la posicion polimérfica encontrada.

Ovino

ref|NM 001078658.1| Ovis aries myoglobin (LOC780509), mRNA
gb |DQ995220.1|] Ovis aries myoglobin mRNA, complete cds

Length=590

GENE ID: 780509 LOC780509 | myoglobin [Ovis aries] (10 or fewer PubMed links)
Score = 370 bits (200), Expect = 2e-99

Identities = 217/225 (97%), Gaps = 2/225 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GGCTCTTCACAGGTCATCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTCAAGCACCTGAAGA 60

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrr e rrrr et e et e e e
Sbjct 95  GGCTCTTCACAGGTCATCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTCAAGCACCTGAAGA 154

Query 61 CAGAGGCTGAGATGAAGGCCTCCGAGGACCTGAAGAAGCATGGCAACACGGTGCTCACGG 120

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e reerrrrnd
Sbjct 155 CAGAGGCTGAGATGAAGGCCTCCGAGGACCTGAAGAAGCATGGCAACACCGTGCTCACGG 214

Query 121 CCCTGGGGGGTATCCTGAAGAAA-AAGGGTCACCATGAGGCAGAGGTGAAGCACCTGGCC 179

FEEE rrrrrrrrrrer o rer reerrerrrrr reeer rerrrrrrrrrrrrre
Sbjct 215 CCCTAGGGGGTATCCTGGA-AAAGAAGGGTCACCACGAGGCEGAGGTGAAGCACCTGGCC 273

Query 180 GAGTCACATGCCAACAAGCACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAG 224

FEEErrrr terrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
Sbjct 274 GAGTCACACGCCAACAAGCACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAG 318

Porcino

ref|NM 214236.1| Sus scrofa myoglobin (MB), mRNA
gb|M14433.1|PIGMG Porcine myoglobin mRNA, complete cds
Length=1111

Score = 287 bits (155), Expect = le-74

Identities = 202/225 (89%), Gaps = 2/225 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 GGCTCTTCACAGGTCATCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTCAAGCACCTGAAG 59

Frrrerr b e rrrrrrrrrrrrr e e e e et
Sbjct 154 GGCTCTTTAAGGGTCACCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTTAAGCACCTGAAG 212

Query 60 ACAGAGGCTGAGATGAAGGCCTCCGAGGACCTGAAGAAGCATGGCAACACGGTGCTCACG 119

Frrrrr reerrrrrrerrert rerrrrrrrrrrrr et rerrr e e
Sbjct 213 TCAGAGGATGAGATGAAGGCCTCTGAGGACCTGAAGAAGCACGGCAACACGGTIGCTGACT 272

Query 120 GCCCTGGGGGGTATCCTGAAGAAAAAGGGTCACCATGAGGCAGAGGTGAAGCACCTGGCC 179

FEErrrrrrrr reeer reeer reeer re rerrrrrrerrr rer rr rrrrn
Sbjct 273 GCCCTGGGGGGCATCCTTAAGAAGAAGGGGCATCATGAGGCAGAGCTGACGCCCCTGGCC 332

Query 180 GAGTCACATGCCAACAAGCACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAG 224

Frr rrrrrrr reerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
Sbjct 333 CAATCGCATGCCACCAAGCACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAG 377
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Humano

ref|NM 005368.2| Homo sapiens myoglobin (MB), transcript variant 1, mRNA
Length=1078

Score = 251 bits (278), Expect = 2e-64

Identities = 190/224 (84%), Gaps = 0/224 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GGCTCTTCACAGGTCATCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTCAAGCACCTGAAGA 60

R R RN
Sbjct 175 GGCTCTTTAAGGGTCACCCAGAGACTCTGGAGAAGTTTGACAAGTTCAAGCACCTGAAGT 234

Query 61 CAGAGGCTGAGATGAAGGCCTCCGAGGACCTGAAGAAGCATGGCAACACGGTGCTCACGG 120

FEEeer rrrrrrrrrer re reeerr b rrrrrrrrre FEEFErrrrer o
Sbjct 235 CAGAGGACGAGATGAAGGCGTCTGAGGACTTAAAGAAGCATGGTGCCACCGTGCTCACCG 294

Query 121 CCCTGGGGGGTATCCTGAAGAAAAAGGGTCACCATGAGGC.GAGGTGAAGCACCTGGCCG 180

FEEreer te reeer reerr reeer re rerrrrrrerer b rrer rerd
Sbjct 295 CCCTGGGTGGCATCCTTAAGAAGAAGGGGCATCATGAGGC.GAGATTAAGCCCCTGGCAC 354

Query 181 AGTCACATGCCAACAAGCACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAG 224

FEEE rrrrrrr reerrrrrrrerrrr tr rrrrrrrrre
Sbjct 355 AGTCGCATGCCACCAAGCACAAGATCCCCGTGAAGTACCTGGAG 398

Ratdén

>ref|NM 013593.2| Mus musculus myoglobin (Mb), mRNA
Length=1100
Score = 210 bits (232), Expect = 4e-52
Identities = 173/211 (81%), Gaps 0/211 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 14 TCATCCCGAGACCCTGGAGAAATTTGACAAGTTCAAGCACCTGAAGACAGAGGCTGAGAT 73

T T T I O B A I
Sbjct 272 TCACCCTGAGACCCTGGATAAGTTTGACAAGTTCAAGAACTTGAAGTCAGAGGAAGATAT 331

Query 74 GAAGGCCTCCGAGGACCTGAAGAAGCATGGCAACACGGTGCTCACGGCCCTGGGGGGTAT 133

PO trr rrr et PO TErrrrrr et I
Sbjct 332 GAAGGGCTCAGAGGACCTGAAGAAGCATGGTTGCACCGTGCTCACAGCCCTGGGTACCAT 391

Query 134 CCTGAAGAAAAAGGGTCACCATGAGGCIGAGGTGAAGCACCTGGCCGAGTCACATGCCAA 193

AR R N R N R e N
Sbjct 392 CCTGAAGAAGAAGGGACAACATGCTGCEGAGATCCAGCCTCTAGCCCAATCACACGCCAC 451

Query 194 CAAGCACAAGATCCCTGTCAAGTACCTGGAG 224

PEEEEErrrrrr e rrrr et
Sbjct 452 CAAGCACAAGATCCCGGICAAGTACCTIGGAG 482
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ANEXOS

ANEXO 4: Alineamiento de la secuencia proteica de la mioglobina bovina con los de otras
especies (BLAST), en amarillo se marca la seccion de la proteina codificada por el segmento
amplificado.

Bufalo

sp|P84997.2|MYG BUBBU RecName: Full=Myoglobin Length=154
Score = 303 bits (777), Expect = 3e-81, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 151/154 (99%), Positives = 152/154 (99%), Gaps = 0/154 (0%)

Query 1 MGLSDGEWQLVLNAWGKVEADVAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60
MGLSDGEWQLVLNAWGKVE DVAGHGQEVLIRLEFTGHPETLEKEFDKEFKHLKTEAEMKASE
Sbjct 1 MGLSDGEWQLVLNAWGKVETDVAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60

Query 61 DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITIHVLHAKH 120
DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITHVLH KH
Sbjct 61 DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITIHVLHDKH 120

Query 121 PSDFGADAQAAMSKALELFRNDMAAQYKVLGFHG 154
PSDFGADAQAAMSKALELFRN+MAAQYKVLGFHG
Sbjct 121 PSDFGADAQAAMSKALELFRNEMAAQYKVLGFHG 154

Ovino

ref NP 001072126.1| myoglobin [Ovis aries]

gb|ABJ97274.1|] myoglobin [Ovis aries] Length=154

GENE ID: 780509 LOC780509 | myoglobin [Ovis aries] (10 or fewer PubMed links)
Score = 301 bits (771), Expect = 1le-80, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 150/154 (98%), Positives = 151/154 (99%), Gaps = 0/154 (0%)

Query 1 MGLSDGEWQLVLNAWGKVEADVAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60
MGLSDGEWQLVLNAWGKVEA VAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKEDKFKHLKTEAEMKASE
Sbjct 1 MGLSDGEWQLVLNAWGKVEAGVAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60

Query 61 DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITHVLHAKH 120
DLKKHGNTVLTALGGIL+KKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDATITHVLHAKH
Sbjct 61 DLKKHGNTVLTALGGILEKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITHVLHAKH 120

Query 121 PSDFGADAQAAMSKALELFRNDMAAQYKVLGFHG 154
PSDFGADAQ AMSKALELFRNDMAAQYKVLGE G
Sbjct 121 PSDFGADAQGAMSKALELFRNDMAAQYKVLGFQG 154

Equino

ref |NP 001157488.1| myoglobin [Equus caballus]

sp|P68083.2|MYG EQUBU RecName: Full=Myoglobin

sp|P68082.2|MYG HORSE RecName: Full=Myoglobin

Length=154

GENE ID: 100054434 MB | myoglobin [Equus caballus] (10 or fewer PubMed links)

Score = 279 bits (713), Expect = 9e-74, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 136/154 (89%), Positives = 144/154 (94%), Gaps = 0/154 (0%)

Query 1 MGLSDGEWQLVLNAWGKVEADVAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60
MGLSDGEWQ VLN WGKVEAD+AGHGQEVLIRLFTGHPETLEKEFDKFKHLKTEAEMKASE
Sbjct 1 MGLSDGEWQQVLNVWGKVEADIAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60

Query 61 DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITHVLHAKH 120


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116248552?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/164414449?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116282341?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=780509&RID=CEDFYS0H01S&log$=geneexplicitprot&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255683511?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118595761?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118595772?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=100054434&RID=CEDFYS0H01S&log$=geneexplicitprot&blast_rank=7
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DLKKHG VLTALGGILKKKGHHEAE+K LA+SHA KHKIP+KYLEFISDAITHVLH+KH
Sbjct 61 DLKKHGTVVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISDAIIHVLHSKH 120

Query 121 PSDFGADAQAAMSKALELFRNDMAAQYKVLGFHG 154
P DFGADAQ AM+KALELFRND+AA+YK LGF G
Sbjct 121 PGDFGADAQGAMTKALELFRNDIAAKYKELGFQG 154

Porcino

ref |[NP 999401.1|] myoglobin [Sus scrofal]

sp|P02189.2|MYG PIG RecName: Full=Myoglobin

gb |AAA31073.1] myoglobin [Sus scrofal]

Length=154

GENE ID: 397467 MB | myoglobin [Sus scrofa] (10 or fewer PubMed links)

Score = 276 bits (705), Expect = 7e-73, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 136/154 (89%), Positives = 142/154 (93%), Gaps = 0/154 (0%)

Query 1 MGLSDGEWQLVLNAWGKVEADVAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60
MGLSDGEWQLVLN WGKVEADVAGHGQEVLIRLE GHPETLEKFDKFKHLK+E EMKASE
Sbjct 1 MGLSDGEWQLVLNVWGKVEADVAGHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKASE 60

Query 61 DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITIHVLHAKH 120
DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAE+ LA+SHA KHKIPVKYLEFIS+AII VL +KH
Sbjct 61 DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAELTPLAQSHATKHKIPVKYLEFISEAIIQVLQSKH 120

Query 121 PSDFGADAQAAMSKALELFRNDMAAQYKVLGFHG 154
P DFGADAQ AMSKALELFRNDMAA+YK LGFEF G
Sbjct 121 PGDFGADAQGAMSKALELFRNDMAAKYKELGFQG 154

Conejo

sp|P02170.2|MYG RABIT RecName: Full=Myoglobin

Length=154

Score = 275 bits (703), Expect = le-72, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 136/154 (89%), Positives = 143/154 (93%), Gaps = 0/154 (0%)

Query 1 MGLSDGEWQLVLNAWGKVEADVAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE 60
MGLSD EWQLVLN WGKVEAD+AGHGQEVLIRLEF HPETLEKEFDKFKHLK+E EMKASE
Sbjct 1 MGLSDAEWQLVLNVWGKVEADLAGHGQEVLIRLFHTHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKASE 60

Query 61 DLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDAITHVLHAKH 120
DLKKHGNTVLTALG ILKKKGHHEAE+K LA+SHA KHKIPVKYLEFIS+AIIHVLH+KH
Sbjct 61 DLKKHGNTVLTALGAILKKKGHHEAETIKPLAQSHATKHKIPVKYLEFISEAITHVLHSKH 120

Query 121 PSDFGADAQAAMSKALELFRNDMAAQYKVLGFHG 154
P DFGADAQAAMSKALELFRND+AAQYK LGFEF G
Sbjct 121 PGDFGADAQAAMSKALELFRNDIAAQYKELGFQG 154


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47523546?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/127688?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/164547?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=CEDFYS0H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=397467&RID=CEDFYS0H01S&log$=geneexplicitprot&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118595808?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=CEDFYS0H01S

ANEXOS

ANEXO 5: Alineamiento de la secuencia proteica de la Glutation S-Transferasa Pi 1 (GSTP1)
bovina con los de otras especies (BLAST), en amarillo se marca la seccion de la proteina

codificada por el segmento amplificado.

Equino

ref |XP 001498156.1| PREDICTED: similar to gluthathione S-transferase, class-

pi [Equus
caballus]

Length=
GENE ID:

210

100053249 LOC100053249 | similar to gluthathione S-transferase,

class-pi [Equus caballus]
Score = 404 bits (1037), Expect = 4e-111, Method: Compositional matrix
adjust.
Identities 192/210 (92%), Positives = 204/210 (98%), Gaps = 0/210 (0%)
Query 1 MPPYTIVYFPVQGRCEAMRMLLADQGQSWKEEVVAMQOSWLQGPLKASCLYGQLPKFQDGD 60
MPPYTIVYFEF V+GRCEAMRMLLADQGQSWKEEVV + +W+QGPLKASCLYGQLPKEQDGD
Sbijct 1 MPPYTIVYFSVRGRCEAMRMLLADQGQSWKEEVVTVDTWMQGPLKASCLYGQLPKFQDGD 60
Query 61 LTLYQSNAILRHLGRTLGLYGKDQQEAALVDMVNDGVEDLRCKYVSLIYTNYEAGKEDYV 120
LTLYQSNAILRHLGR+LGLYGKDQ+EAALVDMVNDGVEDLRCKYV+LIYTNYEAGKEDYV
Sbijct 6l LTLYQSNAILRHLGRSLGLYGKDQREAALVDMVNDGVEDLRCKYVTLIYTNYEAGKEDYV 120
Query 121 KALPQHLKPFETLLSQNKGGQAFIVGDQISFADYNLLDLLRIHQVLAPSCLDSFPLLSAY 180
KALP HLKPFETLLSQN+GGQAFIVG+QISFADYNLLDLL IHQVLAPSCLDSFPLLSAY
Sbjct 121 KALPGHLKPFETLLSQNQGGQAFIVGNQISFADYNLLDLLLIHQVLAPSCLDSFPLLSAY 180
Query 181 VARLNSRPKLKAFLASPEHMNRPINGNGKQ 210
VARL++RPKLKAFLASPEH+N PINGNGKQ
Sbjct 181 VARLSARPKLKAFLASPEHVNLPINGNGKQ 210
Perro

ref |XP 537961.2| PREDICTED: similar to Glutathione S-transferase P (GST 7-7)

(Chain 7) (GST class-pi) [Canis familiaris]
Length=231
GENE ID: 480844 1L0C480844 | similar to Glutathione S-transferase P (GST 7-7)
(Chain 7) (GST class-pi) [Canis lupus familiaris]
Score = 397 bits (1021), Expect = 3e-109, Method: Compositional matrix
adjust.
Identities = 187/210 (90%), Positives = 203/210 (97%), Gaps = 0/210 (0%)
Query 1 MPPYTIVYFPVQGRCEAMRMLLADQGQSWKEEVVAMQOSWLOGPLKASCLYGQLPKFQODGD 60
MPPYTI YFPV+GRCEAMRMLLADQGQSWKEEVV M++W++G LKASCLYGQLPKFEQDGD
Sbjct 22 MPPYTITYFPVRGRCEAMRMLLADQGQSWKEEVVTMETWMKGSLKASCLYGQLPKFQDGD 81
Query 61 LTLYQSNATILRHLGRTLGLYGKDQQEAALVDMVNDGVEDLRCKYVSLIYTNYEAGKEDYV 120
LTLYQSNAILRHLGR+LGLYGKDQQEAAL+D+VNDGVEDLRCKY LIYTNYEAGKE+YV
Sbjct 82 LTLYQSNAILRHLGRSLGLYGKDQQEAALLDVVNDGVEDLRCKYALLIYTNYEAGKEEYV 141
Query 121 KALPQHLKPFETLLSQNKGGQAFIVGDQISFADYNLLDLLRIHQVLAPSCLDSFPLLSAY 180
KALP +LKPFETLLSON+GGQAFIVG+QISFADYNLLDLL IHQVLAPSCLDSFPLLSAY
Sbjct 142 KALPGYLKPFETLLSQONEGGQAFIVGNQISFADYNLLDLLLIHQVLAPSCLDSFPLLSAY 201


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/149725485?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=CEVVGD9M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=100053249&RID=CEVVGD9M01S&log$=geneexplicitprot&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/74007131?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=CEVVGD9M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=480844&RID=CEVVGD9M01S&log$=geneexplicitprot&blast_rank=6
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Query 181 VARLNSRPKLKAFLASPEHMNRPINGNGKQ 210

VARL++RPKLKAFL+SPEH+NRPINGNGKQ
Sbjct 202 VARLSARPKLKAFLSSPEHVNRPINGNGKQ 231
Humano

gb|AAH10915.1|] Glutathione S-transferase pi 1 [Homo sapiens]

Length=210
Score = 386 bits (992), Expect = 8e-106, Method: Compositional matrix
adjust.

Identities = 182/210 (87%), Positives = 198/210 (95%), Gaps = 0/210 (0%)

Query 1 MPPYTIVYFPVQGRCEAMRMLLADQGQSWKEEVVAMQSWLQGPLKASCLYGQLPKFQDGD 60
MPPYT+VYFPV+GRC A+RMLLADQGOSWKEEVV +++W +G LKASCLYGQLPKFQDGD
Sbjct 1 MPPYTVVYFPVRGRCAALRMLLADQGQSWKEEVVTVETWQEGSLKASCLYGQLPKFQDGD 60

Query 61 LTLYQSNAILRHLGRTLGLYGKDQQEAALVDMVNDGVEDLRCKYVSLIYTNYEAGKEDYV 120
LTLYQSN ILRHLGRTLGLYGKDQQEAALVDMVNDGVEDLRCKYVSLIYTNYEAGK+DYV
Sbjct 61 LTLYQSNTILRHLGRTLGLYGKDQQEAALVDMVNDGVEDLRCKYVSLIYTNYEAGKDDYV 120

Query 121 KALPQHLKPFETLLSQNKGGQAFIVGDQISFADYNLLDLLRIHQVLAPSCLDSFPLLSAY 180
KALP LKPFETLLSQON+GG+ FIVGDQISFADYNLLDLL IH+VLAP CLD+FPLLSAY
Sbjct 121 KALPGQLKPFETLLSQONQGGKTFIVGDQISFADYNLLDLLLIHEVLAPGCLDAFPLLSAY 180

Query 181 VARLNSRPKLKAFLASPEHMNRPINGNGKQ 210
V RL++RPKLKAFLASPE++N PINGNGKQO
Sbjct 181 VGRLSARPKLKAFLASPEYVNLPINGNGKQ 210

Rata

ref [NP 036709.1|] glutathione S-transferase P [Rattus norvegicus]
Length=210

GENE ID: 24426 Gstpl | glutathione S-transferase pi 1 [Rattus norvegicus]
(Over 10 PubMed links)

Score = 387 bits (993), Expect = 6e-106, Method: Compositional matrix
adjust.
Identities = 180/210 (86%), Positives = 200/210 (96%), Gaps = 0/210 (0%)

Query 1 MPPYTIVYFPVQGRCEAMRMLLADQGQSWKEEVVAMOSWLQOGPLKASCLYGQLPKFQDGD 60
MPPYTIVYFPV+GRCEA RMLLADQGQSWKEEVV + WLQG LK++CLYGQLPKEF+DGD
Sbjct 1 MPPYTIVYFPVRGRCEATRMLLADQGQSWKEEVVTIDVWLQOGSLKSTCLYGQLPKFEDGD 60

Query 61 LTLYQSNAILRHLGRTLGLYGKDQQEAALVDMVNDGVEDLRCKYVSLIYTNYEAGKEDYV 120
LTLYQSNAILRHLGR+LGLYGKDQ+EAALVDMVNDGVEDLRCKY +LIYTNYE GK+DYV
Sbjct 61 LTLYQSNAILRHLGRSLGLYGKDQKEAALVDMVNDGVEDLRCKYGTLIYTNYENGKDDYV 120

Query 121 KALPQHLKPFETLLSQONKGGQAFIVGDQISFADYNLLDLLRIHQVLAPSCLDSFPLLSAY 180
KALP HLKPFETLLSON+GG+AFIVG+QISFADYNLLDLL +HQVLAP CLD+FPLLSAY
Sbjct 121 KALPGHLKPFETLLSQNQGGKAFIVGNQISFADYNLLDLLLVHQVLAPGCLDNFPLLSAY 180

Query 181 VARLNSRPKLKAFLASPEHMNRPINGNGKQ 210
VARL++RPK+KAFL+SP+H+NRPINGNGKQ
Sbjct 181 VARLSARPKIKAFLSSPDHLNRPINGNGKQ 210


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15012036?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=17&RID=CEVVGD9M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/25453420?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=CEVVGD9M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=24426&RID=CEVVGD9M01S&log$=geneexplicitprot&blast_rank=15
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Bovine chromosome 5 has been widely studied because several QTLs have been detected there,
in particular for growth and fat traits. Even though most of the beef is produced under pasture
based conditions, only little research has focused on this kind of systems. Two QTL regions,
neighboring the Myogenic factor 5 gene, and Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1) gene, were
selected. Within them, four BTA5 microsatellites (BP1, ETH10, IGF1 and RM029) were used to

g:{:;’:rds" establish their association with growth and fat traits in a pasture based feeding system. The
DNA markers Estimated Breeding Values tested were: 400 (W400) and 600 Days Weight (W600), Rib Eye
Fat Area (REA), Rib Fat, Rump Fat, and Intra Muscular Fat. For growth traits significant associations
Crowth (p =0.05) between BP1 and REA, and between IGF1 and W600, were detected. For fat traits
Pasture significant association (p=<0.05) between ETH10 and Rib Fat and Rump Fat was detected.

When considering a pair of closer marker genotypes, IGF1/ETH10 was significantly associated
(p=0.05) with W400 and W600. These results show that QTL for growth and fat traits that
were previously reported in two regions of BTA5, are also expressed in a commercial pasture
based system, where animals are not always fed to express their maximum genetic potential.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Different cattle management systems were recently tested
searching for QTL (Hagen et al., 2005; Morris et al., 2009), and
differences between post-weaning environments were found
in the significance of some QTL. However, most research on
DNA markers is done under conditions of intensive produc-
tion; therefore, there is a need to establish the association of
these markers in pasture based production systems.

Bovine chromosome 5 (BTAS5) has been widely studied
because several QTLs have been detected there (Allan et al.,
2009; Casas et al,, 2000; Li et al.,, 2004a; Stone et al., 2005). In

# Corresponding author. IGEVET — Fac. Cs Veterinarias — UNLP. Calle 60 y
118 s/n, PC: 1900, La Plata, Prov de Buenos Aires, Argentina.
E-mail address: arogberg@yahoo.com.ar (A. Rogberg-Mufioz).

1871-1413/% - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
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particular, three chromosomal regions (0 to30 ¢M, 55to 70 cM,
and 70 to 80 cM) were identified as having significant
associations with the growth traits, while the region between
62 and 82 ¢cM seems to be important for fat traits (Casas et al.,
2000; Liet al.,2004a). Within them, two genes werereported as
candidates for growth and fat traits: Myogenic factor 5 (Myf5),
between 0 and 30 ¢M, and Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1),
between 55 and 80 cM.

The objective of the present work was to test for a possible
association between BTA5 markers in previously reported QTL
for growth and fat, in a pasture based system. In order to do this,
four microsatellites, mapped to two BTA5 chromosomal regions
that include Myf5 and IGF1, were genotyped. Genotypic data was
tested against Estimated Breeding Values (EBVs) for traits related
with growth: 400 Days Weight (W400), 600 Days Weight
(W600), Rib Eye Area (REA); and traits related with fat: Rib Fat
(Rib), Rump Fat (Rump) and Intra Muscular Fat (IMF).
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2. Materials and methods
2.1. Samples

Samples were taken from a commercial Hereford type
herd that includes approximately 400 dams, and produces
160 bulls every year to be sold. The herd had been selected
using BreedPlan® Genetic evaluation for almost 15 years,
with the objectives of low birth weight and a moderate
600 days weight (personal communication). The animals are
bred in an extensive pasture system, with ad libitum access to
cultivated grass. Pastures available include Lolium spp.,
Bromus spp., Festuca spp., Trifolium spp. and natural species,
with higher productivity on autumn and spring. DNA was
extracted from samples collected from 56 calves and 16 dams
(blood), and from 18 sires (stored semen).

2.2. Genotyping

Four BTAS5 microsatellites were genotyped (PCR protocols
as supplementary): BP1 (14,382,552 bp), close to the Myf5
gene, and ETH10 (60,836,475 bp), IGF1 (71,198,741 bp) and
RMO029 (80,417,234 bp) near the IGF1 gene (www.ncbi.nlm.
nih.gov/projects/mapview). Fragments were resolved in a
MegaBACE1000 sequencer and the data analyzed with
Fragment Profiler Software (GE healthcare, USA).

2.3. Pedigree, trait data and genotype inferring

Pedigree data included 1754 animals, born between 1980
and 2007. The sampling included animals belonging to a
single family, from the 1st to the 8th generation of one of the
founder sires, HHH ENF 972. The herd was evaluated for 400
(W400) and 600 (W600) Days Weight, Rib Eye Area (REA),
Rib Fat, Rump Fat and Intra Muscular Fat. 2008 database
BreedPlan Estimated Breeding Values (EBVs) were provided
by the herd owner. Genoprob 2.0 (Thallman et al.,, 2001) was
used to infer genotypes following the rule that a genotype
was accepted if pGmax=>0.95.

2.4. Genetic and statistical analysis

Allele frequencies, expected heterozygosity (He) and
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were calculated using
Genepop 4 (Rousset, 2008), considering only the genotyped
animals. Association between EBVs and genotypes (including
inferred genotypes) was performed using SAS 9.0 GLM with

Table 1

the following model: Y;; =G; + e;;, where Y;; =i analyzed trait
of j animal, G;=genotype effect (considering one or two
genes) and eij = random error.

3. Results and discussion

Allele frequencies and H,, for the genotyped animals are
presented as Supplementary Table S1. After the Genoprob
run, 91 new inferred genotypes were accepted (21% more
genotypes) belonging to 73 not sampled animals (82% more
animals). Those animals were also included in the association
tests. Table 1 resumes all tests between traits and markers.

Previous studies (Li et al., 2004a) have detected three
BTAS regions associated with growth traits (0 to 30 ¢M, 55 to
70 and 70 to 80 cM). Myf5 gene and BP1 microsatellite are
located between 0 and 30cM region; IGF1 gene (and
microsatellite), ETH10 and RMO029 microsatellites are
mapped between 60 and 82 cM. Our study detected signif-
icant association of all markers with different growth traits. In
particular, BP1 was associated (p<0.05) with REA and
explains 1.5 points in REA EBV and 18.5% of the whole
variability (see Supplementary Tables S2 and S3). BP1 is close
to the Myf5 gene, whose product is an intramuscular factor
that enhances myocyte development and muscularity,
whereas REA is an ultrasound measurement of the amount
of muscle in the carcass. These results are related to those that
associate an SNP of Myf5 with Pre-weaning Average Daily
Gain and Average Daily Gain on Feed in Bos taurus (Li et al.,
2004b). Furthermore, we also found an association (p<0.1)
of BP1 with W400 and W600 EBVs. In BTAS5 region between
60 and 82 cM, IGF1 (P<0.05) and RM029 (P<0.1) micro-
satellites were associated with W600. When considering two
genotypes, IGF1-ETH10 shows a strong association with
W400 and W600 EBVs. Moreover, HWE deviation for these
three markers (Table 1), suggests that this region could be
influenced by selection. Multiple QTL in 50 to 82 cM BTAS5
region were detected for yearling weight (Li et al., 2004a),
and near IGF1 for growth traits (Machado et al,, 2003). In
addition, IGF1/SnaBl polymorphism was associated with
weight gain after weaning (Ge et al., 2001).

For fat traits, prior data suggest that the region between 62
and 82 ¢cM would be important. A QTL was found near 60 cM
for fat depth (Casas et al, 2000), and other for dressing
percentage between 30 and 80cM (Stone et al., 2005). Li
et al., 2004a found a haplotype between 65.4 and 70.0 cM
associated with backfat. In this study, ETH10 was associated
with Rib and Rump fat, explaining 1.18 and 1.67 points of the

Results for Hardy-Weinberg Equilibrium estimated by Fs statistic (Weir and Cockerham, 1984) and its P-values are presented. Also are presented association
studies between genotypes (considering 1 or 2 markers) and the Estimated Breeding Values related with growth traits: 400(W400) and 600 (W600) days weight,
Rib Eye Area (REA); and with fat traits: Rib Fat, Rump Fat and Intra Muscular Fat (IMF). Bold: Significant association (P<0.05); Normal: suggestive association

(P=0.1); ns: not significant association.

Marker HWE W400 W600 REA RIB RUMPFAT IMF
FAT
Fis (W&C) P-val
BP1 —0.057 0.474 0.065 0.082 0.031 ns ns ns
ETH10 —0.065 0.051 ns ns ns 0.031 0.032 ns
IGF1 —0.273 0.015 ns 0.017 ns ns ns ns
RMO29 0.794 0.000 ns 0.074 ns ns ns ns
ETH10-IGF1 - - 0.035 0.024 ns ns ns ns
IGF1-RM029 - - ns ns ns ns ns ns
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EVBs variation, respectively; in both traits allele 221 appeared
to be beneficial (see Supplementary Table S2).

In conclusion, QTL for growth and fat traits previously
reported in two regions of BTA5 are also expressed in a
commercial pasture based system, where animals are not
always fed to express their maximum genetic potential.
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Genetic markers have been used to assess the association of economically important traits with
cattle under intensive feeding conditions; however, there is still the need to ascertain the
usefulness of these markers under extensive production systems. Bovine chromosome 5 has
been widely studied because several QTLs have been detected. Microsatellite BP1 neighboring
the Myogenic factor 5 gene (Myf5), and microsatellites ETH10, IGF1 and RM029 near Insulin-like

K?onrd-f-' Growth Factor 1 gene (IGF1), were selected to establish their association with BLUPs (Best
?;f:l'ew“ght Linear Unbiased Predictor) for direct Birth Weight (dBW), direct Weaning Weight (dWW) and
DNA markers maternal Weaning Weight (mWW). Two herds were used for this objective, one commercial
Hereford and the other experimental. Associations (P<0.05) between dWW and all BTAS loci (BP1,

ETH10, IGF1, and RM029) were detected. Additional associations were observed between
mWW and BP1. dBW was significantly associated (P <0.05) with ETH10 genotypes and with
the interaction IGF1*Herd. In particular region near BP1 could be contributing to the rare
positive correlation between dWW and mWW previously found in the INTA Balcarce Station
experimental herd. We confirmed marker associations with growth traits in two BTA5 regions
close to previously reported QTL obtained in intensive feeding conditions; these regions affect
dBW, dWW and mWW in a pasture-based system.

Pasture system
Weaning weight

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction the association of these markers in pasture-based production

systems.

Bovine chromosome 5 (BTA5) has been widely studied
because several QTLs have been detected for many traits, i.e.
growth, fat, male and female reproduction (Casas et al., 2000;

A limited number of markers are available to be used by
producers, and they explain a relatively small proportion of
the genetic variation for a limited number of traits (Dekkers,

2004). Recently, Morris et al. (2009) have searched QTL
expressed in different cattle management systems. Most
marker associations have been evaluated under intensive
productive conditions. Therefore, there is a need to establish
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118 s/n, PC: 1900, La Plata, Prov de Buenos Aires, Argentina.
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Li et al., 2002, 2004; Casas et al., 2003; Stone et al., 2005; Allan
et al., 2009). In particular three chromosomal regions (0 to
30cM, 55 to 70 cM, and 70 to 80 cM) were identified as
having significant associations with the growth traits. Within
those regions at least two genes were reported as candidates.
Myogenic factor 5 (Myf5), which maps within the 0 to 30 cM
region, is capable to convert non-muscle cells into muscle,
thus, is a potential candidate for growth and meat quality
related traits (Daubas et al., 2000; Maak et al., 2006). The
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Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1) gene, between 55 and
80 cM, has a physiological role in growth and development of
mammals (Werneret al., 1994). Its polymorphisms have been
associated with growth traits (Moody et al., 1996; Andrade
et al., 2008).

Because productive systems in developing countries are
extensive pasture-based and funds are not always available
for sampling and genotyping, it is required to use the available
data as much as possible. Quantitative data have been used
for genetic improvement since the '50s, and a considerable
amount of information is stored. Breeders have kept frozen
semen since then, so these reservoirs are a source of DNA.
Much more information can be gleaned by calculating
genotypic probabilities for individuals with missing marker
data, and tracking markers over an extended pedigree in
commercial or long-term experimental populations (Thallman
et al,, 2001a).

Genotypic data from four BTAS microsatellites were tested
against BLUPs (Best Linear Unbiased Predictor) for direct
Birth Weight (dBW), direct Weaning Weight (dWW) and
maternal Weaning Weight (mWW). This association test was
performed to prove if the QTLs previously detected, in the
chromosomal regions that include Myf5 and IGFI1, are
expressed in Hereford populations raised under extensive
pasture-based conditions.

2. Materials and methods
2.1. Samples and herd description

Two Hereford herds, one experimental (EH) and the other
commercial (CH), were sampled, blood was collected from
calves and dams and semen from bulls. Additionally, blood
samples were collected from 17 unrelated Hereford bulls,
born between 2005 and 2007 from 6 different studs, and were
only used as reference population (RP) for allele diversity and
frequencies. These bulls were INTA Balcarce Experimental
Station Performance Test participants (www.inta.gov.ar/
balcarce/index.htm).

EH was previously described by Melucci et al. (2009).
Briefly, the herd was established in 1960 and selected
between 1986 and 2006 to increase weaning weight without
increasing birth weight. It was a closed stable herd of 100
cows and 4 bulls. Two older bulls (3 years-old) were replaced
every year with the 2-year old males selected. Samples taken
from this herd include 66 calves, born between 2005 and
2007, 83 dams, and 9 bulls. These animals belonged to
generations between 2.19 and 8.16; and had an average
inbreeding coefficient of 0.047.

The CH was a typical stud that included approximately
400 dams, and produced 160 bulls every year to be sold. The
herd was selected using BreedPlan® Genetic evaluation
(EVBs) for almost 15 years with an objective of a low birth
weight and a moderate 600 day weight (personal communi-
cation). All sampled animals presented genetic connection
with a founder sire born in 1980, except for 6 bulls that were
used to introduce new genetics to the herd. Animals
belonging to first to eighth generations from founder sire
were included in the sampling. This included 56 calves (born
in 2006 and 2007), 17 dams, and 18 bulls. Dams were selected
from those that had several progenies in the herd, and the

sires samples included semen stored from bulls used since
1986. This kind of sampling was performed to maximize the
genotype inferring.

2.2. DNA extraction

Semen was digested using an extraction buffer containing
0.4 mg/ml proteinase K and 25 mM DTT, and DNA was
purified by chloroform organic extraction technique. DNA
was extracted from blood samples using DNAzol® reagent
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) following manufacturer's
instructions.

2.3. Genotyping

Four microsatellites markers surrounding the selected
genes were genotyped: BP1 (14382552 bp), close to Myf5
gene, ETH10 (60836475 bp), IGF1 (71198741 bp) and RM029
(80417234 bp) near IGFI gene (www.ncbi.nlm.nih.gov/
projects/mapview). Additionally, BM1824 microsatellite
(BTAL1, 122 ctM) was included to evaluate a random, multiallelic
polymorphism, in a different chromosome and not associated
with a known structural gene. Microsatellite PCR multiplex was
performed in12.5 pl final volume, including 1.5 pmol, 2.5 pmol,
3.0 pmol, 6.0 pmol and 10 pmol of ETH10, BM1824, RM029,
BP1 and IGF1 fluorescent labeled primers, respectively (www.
ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview); buffer 1x (Invitrogen™),
MgCI2 2,5 mM, 100 mM of each dNTP, 0.04 U/ul Taq Platinum
(Invitrogen™), and 2 ng/ul DNA. PCR program was: 2 min
94 °C, 10 cycles 0f 305 94 °C, 45 s 60 °C, 30 s 72 °C, followed by
30 cycles of 30 s94 °C,45 s 58 °C, 30 572 °C, and final extension
of 7 min 72 °C. Fragments were resolved in a MegaBACE 1000
sequencer (GE healthcare, USA) and data analyzed with
Fragment Profiler Software (GE healthcare).

2.4. Genetic variability

Genepop software (Rousset, 2008) was used to calculate
allele number, gene frequencies, and unbiased expected
heterozygosity (he) for each locus and over all loci (He).
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), estimated by Fs
statistic, and linkage disequilibrium, were carried out using
the Markov chain method included in the same package. To
evaluate a genetic variation in time intervals, the experi-
mental herd was divided into 3 contemporary groups:
animals born between 1996 and 1999, 2000 and 2003,
2004 and 2007; this four year distribution was made to avoid
animals sired by a particular bull and his son, in the same
contemporary group. Genepop 4 exact test was performed to
assess group and/or population differentiation based on its
genetic data. Phases of linkage disequilibrium were recon-
structed with Phase v2.1.1 (Li and Stephens, 2003) using
default options; phases were accepted when the probability
was higher than 0.95.

2.5. Pedigree, trait data and genotype inferring

Pedigree data included 2474 animals from EH, born
between 1960 and 2008; and 1754 animals from CH, born
between 1980 and 2007. Both herds were evaluated for direct
Birth Weight (dBW), direct Weaning Weight (dWW), and
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maternal Weaning Weight (mWW), in separate analysis. The
EH Best Linear Unbiased Predictor (BLUP) analysis was
described by Melucci et al. (2009); while CH BLUPs were
provided as EBVs by the herd owner and correspond to 2008
BreedPlan® analysis. Usually molecular association studies
use phenotype value, even though some research has been
done using Breeding Values (Pereira et al., 2005; Schulman
et al,, 2008). In this sense, although using phenotypic data,
Miquel et al. (2009) envisage the advantages of using
Breeding Values in association studies, because they would
consider the genetic correlations within different traits.

Genoprob 2.0 (Thallman et al., 2001a,b) was used to infer
genotypes, in four microsatellites from chromosome 5, using
genotypic and pedigree data. The genotyped animals in each
population, 157 for EH and 91 for CH, were used as reference
to generate genotypes in the 2474 animals and 1754 animals
included in the respective pedigrees. Default meiosis proba-
bilities and errors were set, complete penetrance and no null
alleles were considered, and finally 10 iterations were
allowed. A genotype was accepted if pGmax (posterior
probability that the unordered genotype is correct) was
higher than 0.95. Animals with BLUPs and genotypes
(detected or inferred) were included in the association
analysis.

2.6. Association analysis

For the association studies, the traits of interest were
analyzed using the General Linear Model (GLM) procedure
of the SAS program (Statistical Analysis System, 1999).
Single-locus association analysis between markers and
BLUPs was performed. Two models were defined depending
on the number of alleles founded for each marker. In
markers with more than two alleles (considering only CH
and EH), the interaction between herd (H) and the genetic
marker (GM) couldn't be estimated. That was the case of
BM1824 (BTA1), BP1 and ETH10, that were analyzed using a
model with the fixed effect of herd (H) and genetic marker
(GM) nested in H. For RM029 and IGF1, biallelic markers, the
model included fixed effect of H, GM and H*GM interaction.
This same analysis was performed for BP1, excluding
animals with 310 allele that were only detected in CH, and
allowed the marker to fit in a biallelic analysis. Additive
effects were estimated by the difference between the two
homozygous genotypes, and dominance effects were esti-
mated by subtracting the average of solutions for homozy-
gous genotypes from that for heterozygous genotype. In
addition, both models were used to analyze pairwise
genotypes from close genes in chromosome (ETH-IGF1 and
IGF1-RM029), as well as reconstructed phases for IGF1-
RMO029. For statistically significant main effects (P<0.05),
least squares means were reported and Bonferroni's means
separation test at P<0.05 was used to determine differences
between genotypes.

3. Results and discussion
3.1. Allele frequencies and heterozygosity

A total of 1180 genotypes of 5 microsatellites were typed
from 266 sampled animals. Allele frequencies are presented

in Fig. 1 and Table S1. The number alleles were 7 for BP1, 6 for
ETH10, 3 for RM029, 2 for IGF1, and 5 for BM1824. Unbiased
expected heterozygosity values for each locus and the
average heterozygosity over all loci are given in Table S2, h,
ranged from 0.222 to 0.709; and H. was 0.579, 0.475 and
0.497 for the reference, commercial, and experimental herd,
respectively. This genetic variability let us use most of the
genotypes in the association tests (see below).

Differencesin gene frequencies during generations can be
consequence of genetic drift, migration or selection. Neutral
markers close to chromosome regions containing causative
genes could be affected by selection (as example see Pereira
et al.,, 2005). To evaluate frequencies variation during the
time, the Experimental Herd was divided into three groups.
Fig. 1 clearly illustrates differences among herd gene
frequencies and evidences a tendency toward increase or
decrease some of the allelic frequencies across time. Within
this herd, the groups 1996-1999 and 2004-2007 were
statistically different (P<0.05) for all BTA5 markers except
for IGF1 (P<0.08); 2000-2003 and 2004-2007 groups were
different (P<0.08) only for RM029; finally 1996-1999 and
2000-2003 show no significant differences (Table S3). The
observed differences could be consequence of genetic drift,
especially considering that is a closed herd with a reduced
effective size number. Even though, BM1824 (control marker
located on BTA1) did not show significant differences
between groups. This support the hypothesis that BTAS5
marker frequencies could have been affected by selection
and that there could be causative genes in the surroundings
of these markers (see association discussion).

3.1.1. Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium

A total of 10 HWE tests were performed (see Table S2):
for the commercial herd, HWE for ETH10, IGF1 and RM029
were rejected (P<0.05), and for the experimental herd only
RMO029 was rejected (P <0.05). Reasons for HWE deviations
could be methodological (null alleles and sampling bias), or
population effects (population structure, consanguinity, and
selection). Here the RMO029 disequilibrium for the three
populations could suggest null allele presence for that
marker but, as commercial herd showed disequilibrium for
the three loci contained in a 22,000 kbp region that include
RMO029 (between 60,000 kbp and 82,000 kbp), selection
could be the responsible for this.

A total of 60 disequilibrium tests (10 for each population
or group) were performed. Two of them showed an
important disequilibrium: ETH10/IGF1 (P=0.0043) in the
commercial herd, and BP1/RM029 (P=0.0031) in the
experimental herd due to group 2004-2007 that presents a
P =0.0010 for this pair of markers. Only 3 out of 60 tests (5%)
were in disequilibrium, probably the amount of samples is
not enough to detect linkage because distance between
markers is higher than 5 cM.

3.1.2. Genotype inferring

To exploit phenotypic stored data from 4288 animals
included in both pedigrees, single locus analysis of Genoprob
4.0 was used to infer genotypes. 375 genotypes were inferred
(97 BP1, 29 ETH10, 165 RM029, and 84 IGF1) and 262 not
sampled animals could be included in the association tests.
Even though the used version of Genoprob package didn't
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Fig. 1. BTA5 microsatellite allele frequencies for Reference Population (RP), Commercial (CH) and Experimental Herd (EH) are presented; time variation
frequencies for the EH groups (each considering 4 year births) are also presented. Alleles with frequency less than 10% were avoided for a clear view (see Table S1

for the complete information).

consider phases in the chromosome, the strategy was
successful, as it was reported by Allan et al. (2009); we
could obtain 15% more genetic information and 99% more
animals were included in the association test. This kind of
strategy is important to increase the number of animals
included in an association test, especially when BLUP are
from older animals for which DNA was not available for
genotyping.

3.2. Association

Previous data (Li et al., 2004) have detected three
chromosomal regions significantly associated with growth
traits in BTA5, between 0 and 30 cM, were My/f5 gene and BP1
microsatellite are located; and between 55 to 70 and 70 to
80 cM were IGF1 gene and microsatellite, and ETH10 and
RMO029 microsatellites are mapped. Table 1 summarizes all
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Table 1

Average BLUPS and its Standard Error (SE) in kilograms for direct Birth Weight (dBW), direct Weaning Weight (dWW) and maternal Weaning Weight (mWWw),
for each BTAS marker are presented. Only significant results are presented. BP1, IGF1 and RM029 results correspond to the analysis that include Genetic Marker,
Herd, and GM*H interaction effect. When GM*H was significant, results are presented separated for each herd. For ETH10 the model includes H effect and GM effect
nested in H, only genotypes founded in both herds are shown (see Table S3 for the complete set). Additive and dominance effects for each biallelic analysis are also

presented.
Marker Herd (N) Trait Genotype (N) Additive effect® Dominance
Average BLUP of genotype + SE
BP1 Both herds (311) 312/312 (78) 312/322 (150) 322/322 (83)
dww ™ 7.68 +0.40 895+0.33 10.05+1.01 2.37+1.08" 0.08+ 0.63 NS
mww ™ 288+051 501+0.43 796 +1.27 506+£138"" —042+081 NS
IGF1 Commercial Herd (93) 229/229 (38) 229/231 (42) 231/231 (3)
dBW 1.704+ 028 1434+0.26 2604098 Not estimable Not estimable
dww ™ 14.76 £ 5.06 13.05+5.88 20674+2.52 Not estimable Not estimable
Experimental Herd (201) 229/229 (76) 229/231 (86) 231/231 (39)
dBW —2334020 —143+018 —1.294027 Not estimable Not estimable
dww * 3.164+£1.74 2814221 1594272 Not estimable Not estimable
RMO029 Commercial Herd (126) 82/82 (9) 82/84 (12) 84/84 (105)
dww * 16,78 +1.22 14174£1.05 12624+0.36 Not estimable Not estimable
Experimental Herd (259) 82/82 (17) 82/84 (21) 84/84 (220)
dww ™ 2.804+089 3.144-0.80 3124025 Not estimable Not estimable
Marker Herd Trait Genotype(N)
Average BLUP of genotype + SE
ETHI0 Commercial Herd (84) 216/222 (5)  218/218 (2) 218/220 (6) 218/222 (18)  220/220 (7) 220/222 (27)
dBW 1.124+073 2304115 1.53+ 066 156+0.38 176+ 0.61 1.50+ 031
dww 1080+ 1.60 19.00+£2.53 1533+ 146 12474+0.87 15144135 13.78 £ 0.69
Experimental Herd (170) 216/222 (6)  218/218 (23)  218/220(36)  218/222 (45)  220/220 (6) 220/222 (19)
dBW —367+ 066 —1.18+034 —1.604+027 —2.144+024 —138+0.66 —1.58+037
dww 3.004+£146 2.754+0.75 2.9940.60 3144053 199+ 1.46 3.08 +0.82

NS, not significant.

Genotypes are expressed allele1/allele2, in brackets are the total number of observations of each marker analysis, and for each genotype included in the analysis.

2 Estimated by the difference between the two homozygous genotypes.

b Estimated by subtraction of the average solutions for homozygous genotypes from that for heterozygous genotype.

* Significance <0.05.
** Significance<0.01.

tests between traits and markers: the least square means of
BLUPs for each genotype with its standard deviation, the
additive and dominance effect are presented. The association
tests revealed a significant association (P<0.05) between
dWW and all BTA5 loci (BP1, ETH10, IGF1, RM029), and
between mWW and BP1. Besides, dBW was significant
associated (P<0.05) with ETH10 genotypes and with the
interaction IGF1*Herd.

In particular, for BP1 microsatellite the first tests
performed, that include the entire data set and consider
the genotype nested in herd, showed significant association
with dWW and mWW. The second analysis, performed
excluding genotypes 310/~ present only in commercial herd,
showed that dWW model was significant for herd (p<0.01)
and for genotype (P<0.05), furthermore, a significant
additive effect (P<0.05) was detected. Calves with genotype
312/322 had a mean value 16.53% larger (P<0.05) than 312/
312, while the additive effect was 2.37 + 1.08 kg. For mWW,
the model was significant for genotype (P<0.001), showing a
significant additive effect (P<0.001) too; genotypes 312/322
and 322/322 had a significant mean value 73.96% (P<0.05)
and 176.39% (P<0.01) higher than 312/312, respectively,
and the additive effect was 5.06 4+ 1.38 kg. BP1 marker is
close to My/f5 gene, and the association with AWW and mWW
isin concert with the results obtained by Li et al. (2004), that
associate an SNP of Myf5 with Pre-weaning Average Daily

Gain (PADG) in commercial lines of Bos taurus. Previous
work in this experimental herd (Melucci et al., 2009)
described a low value of h?gww (0.05), and a positive
correlation between dWW and mWW (r;=0.37), while
Meyer (1997) found more frequent negative estimates of
Oaawwimww 1N field data than in those data sets that
originated from experimental herds. BP1 322 allele was
significantly associated with higher WW (direct and mater-
nal) in both herds, even though experimental herd had
undergone intensive selection for increased WW and
commercial herd had not. Furthermore, this allele was the
most frequent in experimental herd and showed a significant
increase (P <5 e—>5) during generations (Fig. 1). Tanking all
this into account, we conclude that a BTA5 locus close to BP1
is affecting WW, and could be contributing to the rare
positive correlation between dWW and mWW found in the
experimental herd. Moreover, a Marker Assisted Selection
using this marker (or other in the region) could help to select
animals that “break the curves”. Myf5, which product is an
intramuscular factor that enhances myocytes development
and muscularity, could be candidate gene to explain the
observed association with WW. Alternatively, other genes in
the surroundings of BP1 marker could be causative gene for
that trait differences: i.e. Myogenic factor 6, Inhibitor of
growth family 4 and Cell division cycle associated protein 3
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview).
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Within 55 and 80 ¢M BTAS5 region, ETH10 showed significant
association (P<0.01) with dBW and dWW. As the microsatellite
is multiallelic, the analysis is not powerful and few significant
differences (P<0.05) were found only in the experimental herd
(Table 1 and Table S4), but for both traits the presence of alleles
216 or 222 produces lower average values and 214 and 218
greater ones. RM029 showed significant association (P<0.05)
for dWW, but in this case interaction RMO029*herd was
significant too; as a result the 82/82 genotype dWW average
value was 33% higher than 84/84 genotype within commercial
herd but not in the experimental one. IGF1 microsatellite
interaction with herd was significant for dBW (P<0.05) and
dWW (P<0.01), while genotype association was significant only
for dAWW (P<0.01). Even though similar results were found for
both herds, in the case of dBW the experimental herd 229/229
genotype was 0.9 kg lower than 229/231 (P<0.05) and 1.04 kg
lower than 231/231 (P<0.01), but no significant differences
(P>0.05) were found for the commercial herd. In case of AWW
significant differences were only found in the commercial herd,
229/229 genotypes were 5.91 kg lower than 231/231 (P<0.01).
When considering two marker genotypes together and the
phases (only for IGF1/RM029), no significant effects (P>0.05)
were detected, this was due to data structure and poor
estimability. Other possible candidate genes in this region that
could explain the association are: actin-related protein, growth
arrest-specific 2 like 3 protein, myosin binding protein C, myosin
IA, myosin light chain 6B, integrin, myoglobin and glycosyl-
transferase (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview).

Previous studies have associated IGF1 microsatellite with
BW EPD (Expected Progeny Differences) and 180 day gain
from birth to weaning in Hereford cattle (Moody et al., 1996),
and they found a 15% effect of 229 allele. Andrade et al.
(2008) found that BW and 240 day weight were associated
with IGF genotypes in Canchim cattle (Charolais-Nelore 5/8).
For both traits, IGF1 microsatellite genotypes that included
the 231 and 225 alleles were associated with low and high
body weights respectively (also found by Pereira et al., 2005);
225 allele is of Cebuine breed origin so it is not surprising that
this allele is related with high body weight. In our study,
genotypes 229/229 and 231/231 were associated with low
and high dBW and dWW, respectively. Andrade et al. (2008)
didn't find the homozygote 231 genotype and reported that
differences between 229/229 and 229/231 genotypes were
not large, furthermore, for dWW 229/229 genotype was
lower than 229/231; considering this, their result and ours
could be equivalent. Earlier, Machado et al. (2003) had found
a QTL for growth traits in the neighborhood of IGFI studying
Canchim cattle too, even though, they hypothesized that the
IGF1 gene is not directly responsible for variations in growth
traits. In addition, Li et al. (2004) detected a dominance effect
(P<0.10) of IGFI on BW in B. taurus cattle, Ge et al. (2001)
found IGFI/SnaBl polymorphisms associated with weight
gain during the first 20 days after weaning in Angus cattle but
Curi et al. (2005) suggested that the alleles of the IGF1
microsatellite and those of the IGF1/SnaBI polymorphism do
not show strong linkage disequilibrium, despite their close
location.

Despite this kind of analysis could lead to an over-
estimation of the effect of some individual alleles, the results
across both herds and previous literature are in agreement.
Especial consideration should be done in marker ETH10

(multiallelic), as the number of animals in some genotype
classes is quite low (see Table 1 and Table S4); therefore
associations and size of effect should be considered as tenuous.
BM1824 (BTAI, 122 ¢cM) was included as control. There are not
much QTLs for growth traits in that chromosome, only Casas
et al. (2003) detected a QTL for BW between 100 and 135 cM.
In this work we didn't find any association between BM1824
and the traits tested.

In conclusion, we confirm marker association with growth
traits in two BTAS regions close to previously reported QTLs
for growth obtained in intensive feeding conditions. Further-
more, we showed that these regions are affecting dBW, dWW
and mWW also in a pasture-based system, where animals are
not always able to express their maximum genetic potential.
These findings were also tested in a commercial herd, which
are the potential candidates for a Marker Assisted Selection,
so these findings can be used to support such schemes.
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ABSTRACT

Many candidate genes have been suggested as responsible for marbling in beef cattle, for instance diac-
ylglycerol O-acyltransferase 1, thyroglobulin, growth hormone, leptin and stearoyl CoA desaturase. The
objective of the present work was to evaluate the polymorphisms of five SNPs of these candidate genes
in 389 animals of 18 Bos Taurus and Bos indicus breeds. The obtained results were compared with ones
previously obtained with STRs and loci related to milk production in these populations. Moreover we
analyzed whether the phylogenies reconstructed using SNPs associated with marbling resulted in the
known tree topology. The tree constructed with UPGMA, using genetic distance D, exhibit a topology
partially consistent with the historical origin of breeds. The result observed in the Correspondence Anal-
ysis coincided with the topology of the UPGMA tree. This work allowed us to evaluate the five SNPs
genetic diversity and to demonstrate that the grouping of the breeds may be the result of its history,
selection process, or both at once.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Marbling is an important trait for meat quality because confers
juiciness, flavor and tenderness to beef hence it contributes di-
rectly to the price of beef on international markets. Many candi-
date genes have been suggested as responsible for marbling in
beef cattle, such as diacylglycerol O-acyltransferasel (DGAT1), thy-
roglobulin (TG), growth hormone (GH), leptin (LEP) and stearoyl-
coenzyme A desaturase (SCD) (Barendse et al., 1999, 2001, 2004,
2006; Buchanan et al, 2002; Thaller et al.,, 2003; Nkrumah et al.,
2004a,b; Taniguchi et al., 2004; Sorensen et al,, 2006; Oka et al.,
2002; Tatsuda et al., 2008).

The DGAT1 is a microsomal enzyme that catalyzes the final step
of triglyceride synthesis. The DGAT1 gene has been mapped to bo-
vine chromosome 14, A lysinef/alanine (K232A) substitution on the
protein encoded by the bovine DGAT1 gene has been shown to be
associated with milk fat content in different breeds such as Hol-
stein-Friesian, Fleckvieh and Jersey (Grisart et al., 2002; Spelman
et al., 2002; Winter et al., 2002), and with fat deposition in beef
cattle. Thaller et al. (2003) showed that the lysine allele of DGAT1
has also a positive effect on intramuscular fat content in the Cha-
rolais and Holstein breeds. Moreover, Sorensen et al. (2006) re-

* Corresponding author. Address: IGEVET - CCT La Plata - FCV - CONICET,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata, La Plata
B1900AVW, CC 296, Argentina. Tel/fax: +54 221 4211799.

E-mail address: mvripoli@fev.unlp.edu.ar (MV. Ripoli).

0034-5288/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.rvsc.2010.06.019

ported that the DGAT1 activity in longissimus dorsi muscle in
individuals with K/K genotype was about five fold greater than
for either the K/A or A/A genotypes in Holstein and Charolais bulls.
In contrast, Moore et al. (2003) detected no association of the SNP
in the DGAT1 gene (K232A mutation) with fat thickness in a com-
mercial line of Bos taurus. In addition, Casas et al. (2005) reported
no significant associations of DGATT1 alleles with carcass composi-
tion and meat quality traits in Bos indicus.

The T3 and T4 thyroid hormones have an important role in the
metabolic regulation, and among other functions, they affect the li-
pid metabolism. TG is the precursor of T3 and T4 in the thyroid
gland and its gene has been mapped to bovine chromosome 14.
By this reason, the TG gene has been considered as a candidate
gene to explain differences in marbling. Barendse et al. (2001) re-
ported the C to T transition in the thyroglobulin 5’ leader sequence
to be highly associated with intramuscular fat deposition in long-
fed cattle. This transition defines the ‘2’ (C) and ‘3’ (T) alleles. Bar-
endse et al. (1999, 2004) found that the TG ‘3’ allele was more fre-
quent in animals with higher marbling scores. However, this
marker appears to be useful in Wagyu cattle specifically. In other
beef cattle breeds this marker has not proved to be a good predic-
tor of marbling (Rincker et al., 2006; Barendse et al., 2004, Casas
et al,, 2005, 2007).

As was mentioned above, DGAT1 and TG genes have been
mapped to the centromeric region of chromosome 14. The pres-
ence of a quantitative trait locus (QTL) in the centromeric end of
chromosome 14 associated with production traits in cattle has
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been supported by many studies (Coppieters et al., 1998; Heyen
et al., 1999; Riquet et al., 1999; Looft et al., 2001; Boichard et al.,
2003).

GH is a polypeptide hormone secreted by the anterior pituitary
gland and it plays a major role in tissue growth, fat metabolism and
homeorhesis (Shingu et al., 2004; Beauchemin et al., 2006; Thomas
et al., 2007). The GH gene is the regulator of the animal growth and
metabolism and it has been mapped to bovine chromosome 19.
Different polymorphisms have been identified in the bovine GH
gene (Lucy et al, 1991; Zhang et al, 1993; Kirkpatrick et al.,
1993). Most of these polymorphisms have been associated with
differences in carcass composition, marbling and milk production
(Lee et al., 1996; Yao et al., 1996; Lechniak et al., 2002; Di Stasio
et al,, 2005; Curi et al,, 2005; Barendse et al.,, 2006; Thomas et al.,
2007). In the present report the analyzed polymorphism was
GHG6.1, also known as Alul RFLP (Yao et al., 1996). It is caused by
aC to G nucleotide change in the fifth exon of the gene, which gives
rise to two alleles that are responsible for alternative forms of bo-
vine GH with a Leucine or Valine amino acid residue at position
127.

LEP is a protein hormone product of the obese gene synthesized
and secreted predominantly by white adipocytes (Zhang et al.,
1994; Ji et al., 1998). The role of LEP as a lipostatic signal that reg-
ulates whole-body energy metabolism makes it one of the best
physiological markers of body weight, food intake, energy expendi-
ture (Houseknecht et al., 1998; Woods et al., 1998), reproduction
(Cunningham et al.,, 1999; Garcia et al., 2002), and certain immune
system functions (Lord et al., 1998). LEP gene has been mapped to
bovine chromosome 4 (Stone et al., 1996). Polymorphisms in the
coding regions of the leptin gene in cattle have been associated
with serum leptin concentration (Liefers et al., 2003), feed intake
(Liefers et al., 2002; Oprzadek et al, 2003), milk yield (Liefers
et al,, 2002; Buchanan et al., 2003), body fatness (Buchanan et al.,
2002; Nkrumah et al., 2004a,b) and with marbling scores (http://
ca.igenity.com/figenity_beefl.html). We analyzed the polymor-
phism situated in exon 3 of the leptin gene (Liefers et al., 2002)
which causes an amino acid change from Alanine to Valine amino
acid residue at position 59.

SCD is the enzyme responsible for the conversion of saturated
fatty acids to A9-monounsaturated fatty acids. Inhibition of desat-
urase activity leads to an accumulation of stearic acid in bovine adi-
pose tissue, which can cause a substantial increase in fat hardness
(Smith et al,, 1998; Yang et al., 1999). The fatty acid composition
of bovine fat has an impact on the visual manifestation of marbling
during processing, the softness of the fat, and the flavour of the
meat on the consumers plate (Melton et al., 1982; Smith et al.,
1998). Due to its important role in fatty acid oxidation, SCD is a can-
didate for genetic variation in fatty acid composition. Taniguchi
et al. (2004) reported in Japanese Black cattle an aminoacid substi-
tution on the SCD gene that may change the enzymes’s catalytic
activity. This SNP, observed in the ORF (position 878) of SCD gene,
causes an amino acid replacement from Valine (V) to Alanine (A).

On the other hand, several studies have reported geographical
clines in polymorphism on genes related with production traits,
such as ogq-cas, k-cas, GH, serum albumin, several microsatellites
and Y-chromosome polymorphisms. These gradients have been
shown to be related to different causes, such as domestication cen-
tre, population origin, migration route, gene introgression and/or
adaptive effects of a particular allele (Baker and Manwell, 1980;
Medjugorac et al., 1994; MacHugh et al., 1994, 1997; Lir6n et al.,
2002; Beja-Pereira et al.,, 2002, 2003).

The objective of the present work was to evaluate the polymor-
phisms of five SNPs of candidate genes related with marbling:
DGAT1, TG, LEP, GH and SCD in 389 animals of 18 B. Taurus (Euro-
pean, Asian and Creole) and B. indicus breeds, in order to evaluate
the genetic diversity within and among studied populations and

the phylogenetic relationship of the analyzed breeds. The results
obtained from the analysis of the SNPs were compared with ones
previously obtained with five loci related to milk production (Lirén
et al., 2002) and nine microsatellites (Liron et al., 2006) in the same
populations. Moreover we wanted to check whether the phyloge-
nies reconstructed using SNPs associated with marbling resulted
in the known tree topology.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

Blood samples were collected from 389 animals belonging to 18
B. Taurus, B. indicus (Brahman and Nelore) and synthetic Brangus
breeds (Table 1). The B. Taurus breeds were grouped according to
their geographical origin in European (Hereford, Aberdeen Angus,
Galloway, Holstein, Jersey, Charolais and Retinta), Asian (Wagyu)
and American Creole breeds (Argentine Creole, Patagonian Creole,
Saavedrefio Creole, Chaquefio Boliviano, Chusco, Valle Grande Cre-
ole, Yacumefio Creole).

2.2. DNA extraction
Total DNA was extracted from blood samples using the DNAzol®

reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following manufacturer
instructions.

2.3. SNPs genotyping

The five SNPs of candidate genes related with marbling were
analyzed by PCR-RFLP or PCR-SSCP as detailed in Table 2.

Table 1
Summary of cattle breeds sampled.

Breed Acronyms N  Breed origin Sample origin
Hereford HE 21 England Argentine
Aberdeen Angus AA 59 Scotland Argentine—
Uruguay
Galloway G 10 Scotland Argentine
Holstein HO 20 Netherands Argentine
Jersey ] 10 Island of Jersey  Argentine
Charolais CH 14 France Uruguay
Retinta T 26 Spain Spain
Argentine Creole AM 20 Argentine Argentine
Patagonian Creole CA 20 Argentine Argentine
Saavedreiio Creole  SAA 20 Bolivia Bolivia
Chaqueiio ES 20 Bolivia Bolivia
Boliviano
Chusco PA 7 Bolivia Bolivia
Valle Grande v 20 Bolivia Bolivia
Creole
Yacumeiio Creole Y 35 Bolivia Bolivia
Brangus BR 12 EEUU Argentine
Brahman BZ 20 EEUU Bolivia
Nelore NE 33 Brasil Argentine-Bolivia
Wagyu w 22 Japan Uruguay
Table 2

Genotyped method, analyzed mutation and reference for each studied SNP.

SNP Method Analyzed mutation Author

DGAT1  PCR-SSCP  K232A (eighth exon) Ripoli et al. (2006)
TG PCR-RFLP  C — T (5 leader sequence) Barendse et al. (2001)
LEP PCR-RFLP  A59V (third exon) Liefers et al. (2002)
GH PCR-RFLP L1217 V (fifth exon) Yao et al. (1996)

SCD PCR-RFLP  Val — Ala (878 ORF position) Taniguchi et al. (2004)

" This transition defines the ‘2" (C) and '3’ (T) alleles.
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2.4. Statistical analysis

2.4.1. Measures of genetic variability

GENEPOP 1.2 software (Gou and Thompsom, 1992; Raymond
and Rousset, 1995) was used for calculation of allele frequencies,
for each locus in each studied population, The unbiased expected
heterozygosity (he) for each locus and the average heterozygosity
over all loci (H,) were calculated according to Nei (1978), using
the ARLEQUIN 2.0 software package (Schneider et al., 2000).
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) for each locus within popula-
tions was estimated by Fis statistics (Weir and Cockerham, 1984),
using the exact test included in GENEPOP 1.2 software.

2.4.2. Genic differentiation and population’s subdivision

Genetic subdivision and genetic differentiation among breeds
were studied with Wright's Fer statistic, using the variance-based
method of Weir and Cockerham (1984) and with the exact G test
(Goudet et al., 1996). These parameters were calculated using the
GENEPOP 1.2 software package (Raymond and Rousset, 1995). A
hierarchical analysis of the variance was carried out, after defining
groups of breeds based on their historical origin, using the AMOVA
software implemented in the ARLEQUIN 2.0 package (Schneider
et al., 2000). Structure 2.0 software (Pritchard et al., 2000) was
used for inferring population structure from genotype data. To ana-
lyze the population structure with this software were considered
admixture and no admixture ancestry models, correlated or inde-
pendent gene frequencies models, and was used a burning period
of 100,000 followed by 1,000,000 Markov chain Monte Carlo
(MCMC) repeats. In the case of no admixture model, the number
of genetic clusters (K) ranged from 1 to 17.

Nei's standard genetic distance (Da) was calculated from allele
frequencies. Dendograms were constructed from the distance ma-
trix using the unweighted pair group method with arithmetic
mean (UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973) and the Neighbor-Joining
(NJ) (Saitou and Nei, 1987) algorithms. Distance and tree were
computed using Populations 1.2.28 software (Langella, 1999).
The tree was visualized using TreeView (Page, 1996). To condense
the genetic variation revealed for the five SNPs, principal compo-
nents analysis (PCA) was performed from all allele frequencies
according to Cavalli-Sforza et al. (1994) using PAST software (Pal-
aeontological Statistics; Hammer et al., 2001).

3. Results
3.1. Allele frequencies

Allele frequencies for all breeds are presented in Table 3. As a
rule for the loci studied, the same alleles were predominant in
most of the cattle breeds. At the SCD and LEP loci variant A was
the most abundant in all studied populations. In addition, alleles
DGAT1 A, TG 2 and GH L were the most common variants in most
of the cattle breeds analyzed. The exceptions were DGAT1 A vari-
ant in Argentine Creole, Nelore and Brahman breeds, TG 2 allele
in Galloway and Wagyu breeds, and GH L allele in Wagyu.

3.2. Hardy-Weinberg equilibrium

From a total of 90 locus-population possible combinations, only
71 HWE tests could be calculated. Sixteen locus-population combi-
nations were excluded because one variant was fixed or almost
fixed (frequency higher than 0.975), while three locus-population
combinations had not data. A total of 10 locus-population
combinations were statistically significant (P < 0.05) (Table 4).
These deviations comprise two loci in Hereford, Valle Grande Cre-
ole and Wagyu cattle, and one locus in Jersey, Patagonian Creole,

Table 3

Estimated gene frequencies for five analyzed SNPs in Hereford (HE), Holstein (HO),
Jersey (]), Charolais (CH), Aberdeen Angus (AA), Retinta (T), Galloway (G), Patagonian
Creole (CA), Saavedrefio Creole (SAA), Chaquefio Boliviano (ES), Valle Grande Creole
(V), Argentine Creole (AM), Chusco (PA), Yacumeiio Creole (Y), Wagyu (W), Brangus
(BR), Brahman (BZ) and Nelore (NE) cattle breeds.

BREED DGAT1 A TG 2 LEP A GH L SCD A
HE 0.95 0.98 0.63 0.83 1
HO 0.81 0.78 0.85 0.85 0.95
] 0.65 0.50 0.86 0.78 1
CH 0.89 0.92 050 0.75 1
AA 0.90 0.74 0.89 0.57 1

T 0.71 0.71 0.80 0.64 0.71
G 0.85 0.40 0.81 1 0.60
CA 0.79 0.50 081 0.91 0.98
SAA 0.75 0.72 0.86 0.74 1

ES 0.55 0.77 0.50 0.87 0.76
v 0.50 0.79 0.83 0.53 1
AM 0.47 0.75 0.83 0.97 0.89
PA 0.64 0.50 050 1 0.80
Y 0.60 0.91 0.60 0.72 0.61
W 0.50 0.32 058 0.19 0.95
BR 0.62 0.70 0.80 0.82 0.96
BZ 0.20 0.89 0.69 1 0.98
NE 031 0.90 054 0.90 1

Chaquefio Boliviano and Charolais breeds. Non-significant
deviations from HWE were observed for the other ten analyzed
breeds.

3.3. Heterozygosity

The values of observed (h,) and unbiased expected (h.) hetero-
zygosities for each locus of the 18 breeds, calculated from gene fre-
quencies, are given in Table 4. The h, ranged from 0.047 for TG in
Hereford, to 0.571 for TG in the Chusco breed. The average hetero-
zygosity (H.) was also estimated for each population, varying from
0.182 in Hereford breed to 0.484 in Chusco Creole cattle.

3.4. Genetic distances

The Fgr index and the exact G test for population differentiation
were used to analyze the degree of genetic differentiation among
the cattle breeds studied. The Fst parameter showed significant dif-
ferences across the cattle populations (Fst = 0.1593), ranging from
0.070 to 0.2053 for each locus (Fst LEP =0.070; Fsr TG=0.1374;
Fst SCD = 0.1682; Fsy DGAT1 =0.1818; Fsr GH = 0.2053). The exact
G test for population differentiation indicated that gene distribu-
tions are significantly different among populations (exact p value
for all loci p < 0.0001).

AMOVA analysis allowed to partitionate genetic variability be-
tween different groups of breeds based in their historical origin.
At first, this analysis was performed for each locus considering only
one group. These results evidence that difference among popula-
tions account for 7-21% of genetic diversity, while difference with-
in populations account for 78-92% of genetic variance (Table 5).
The highest percentage of variation among populations was for
GH gene (21.11%), whereas the biggest percentage within popula-
tion was for LEP locus (92.93%).

Moreover, AMOVA was calculated grouping the breeds in four
groups according to their European, Asiatic, Creole or Zebu origin.
Considerable levels of variation among groups were observed (90-
95%), while variance among populations within each group only
explained between 5% and 10% of the genetic variance. These anal-
yses evidenced that the greatest percentage of variation among
groups was for DGAT1 and TG loci (15.47% and 13.42%
respectively).
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Table 4
Observed (h,) and expected (h,) heterozygosities, and significant Fis index for five SNPs in the eighteen analyzed populations.
Breed DGAT1 LEP TG GH SCD
hy he Fis (P value) hy he Fis (P value) ho he Fis (P value) h, he Fis (P value) hy ke
HE 0 0.102 1 (0.026) 0737 0478 —0565(0.039) 0048 0.047 0.333 0285 0 0
AA 0.1 0.185 0220 0.198 0317 0.386 0.387 0494 0 0
HO 0.263 0309 0.176 0.258 0444 0357 0.3 0.261 0.1 0.097
] 0.300 0479 0 0.264 1 0.526 -1 (0.006) 0.444 0366 0 0
BZ 0.294 0337 0.500 0.436 0214 0.198 0 0 0.048 0.048
AM 0.278 0.513 0167 0290 0.500 0.387 0.05 0.050 0.208 0.191
CA 0.176 0.337 0125 0325 0.818 0.524 0 0169 1 (0.002) 0.050 0.050
SAA 0.500 0.384 0143 0254 0437 0417 0.260 0394 0 0
ES 0.789 0508 -0.058 (0.022) 0538 0.520 0467 0370 0.263 0235 0.474 0.371
PA 0.714 0494 1 0513 1 0.571 0 0 0 0.356
\' 0900 0513 -0.791 (0.001) 0333 0.290 0412 0.337 0.118 0513 0776 (0.002) O 0
NE 0.461 0.443 0267 0514 0200 0.189 0115 0177 0 0
BR 0.583 0.489 0200 0337 0.600 0.442 0.364 0312 0.083 0.083
CH 0.214 0.198 0429 0.538 o 0.159 1/(0.043) 0.214 0389 0 o
w 0.800 0513 -0.583(0.023) 0167 0500 0673 (0.010) 0529 0451 0.381 0316 0.091 0.089
T 0.571 0.423 0.400 0355 0579 0422 0.454 0474 0.579 0.422
Y - - - - 0.187 0.175 0.5 0413 0.643 0.495
G - - 0231 0323 0200 0.505 0 0 0.609 0.433
Table 5
Percentage of variation obtained by AMOVA test.
Source of variation in% of variation DGAT1 LEP TG GH
Among populations 17.84 7.61 13.26 2111
Within populations 82,16 92,93 86.74 78.89
Among groups 15.47 0.76 6.02 13.42

3.5. Genetic distances and relationships between populations

Allele frequencies were used to generate the D, genetic dis-
tances for each pair of 18 cattle populations. Distance matrix was
used in order to build phylogenetic trees using UPGMA and the
NJ algorithms. Depending on the clustering algorithm used, differ-
ent topologies were obtained. Only the tree constructed with UP-
GMA, using genetic distance Da, exhibit a topology partially
consistent with the historical origin of breeds since the tree illus-
trates the main divergences observed between the Asiatic Taurine,
European Taurine and Zebu clades. The UPGMA tree constructed
from a matrix of D, distances is shown in Fig. 1. Due to the spatial
distortion caused by Wagyu a second UPGMA tree was generated
without considering alleles frequencies of this breed. However, in
both cases, the outcome of multivariate analysis was similar.

3.6. Principal components analysis (PCA)

The PCA was performed from allele frequencies. Fig. 2 illustrates
the first and the second PCs for the five SNPs frequency distribu-
tions in 16 cattle breeds, since the Galloway and Yacumefio Creole
breeds were excluded from the PCA analysis because it distorting
the spatial representation. The first two components were selected,
accounting cumulatively for 67.45% of the variability in the data.
The first PC accounts for 37.29% of the total variance and clearly
distinguishes the Wagyu breed and the others groups. The second
PC summarizes 29.16% of the variation, and shows a differentiation
pattern with the Zebu group in one side and the Taurine breeds in
the other. In both cases the differences were explained by the gene
frequencies of GH, TG and DGAT1 loci. The third PC, which ac-
counts for 15% of the variance, was not represented in the figure
because did not provide any relevant information about relation-
ships between populations.

A second PCA was performed without the Wagyu gene frequen-
cies since this breed position in the first PCA was far away from
other races (Fig. 3). In this case the first two components account-

HO A

Fig. 1. UPGMA tree constructed from a matrix of DA distances (W, Wagyu; Ga,
Galloway; PA, Chusco Creole; Ya, Yacumeiio Creole; T, Retinta; ES, Chaquefio
Boliviano Creole; Ne, Nelore; BZ, Brahman; AM, Argentine Creole; SAA, Saavedrefio
Creole; |, Jersey; CA, Patagonian Creole; BR, Brangus; HO, Holstein; AA, Aberdeen
Angus; V, Valle Grande Creole; C, Charolais and HE, Hereford cattle breeds).

ing cumulatively for 67.46% of the variability in the data. The first
PC accounts for 44.73% of the total variance and shows a differen-
tiation pattern with the Zebu group in one side and the Taurine
breeds in the other. This difference was explained by gene frequen-
cies of DGAT1 locus. The second PC summarizes 22.73% of the var-
iation, and distinguishes Charolais and Hereford of the other
breeds. The third PC, which accounts for 15% of the variance, did
not provide any relevant information.

The two PCA results obtained largely coincided with the topol-
ogy of the phylogentic tree constructed with UPGMA using the
classical genetic distance Da.

4. Discussion and conclusions

In this work we evaluated the polymorphisms of five SNPs re-
lated with marbling in B. taurus and B. indicus breeds, in order to
calculate the genetic diversity within and among studied popula-
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Fig. 2. Principal components analysis (PCA) of allele frequencies from five genotyped SNPs in sixteen analyzed populations (W, Wagyu; PA, Chusco Creole; T, Retinta; ES,
Chaqueiio Boliviano Creole; NE, Nelore; BZ, Brahman; AM, Argentine Creole; SAA, Saavedrefio Creole; ], Jersey; CA, Patagonian Creole; B, Brangus; HO, Holstein; AA, Aberdeen
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Fig. 3. Principal components analysis (PCA) of allele frequencies from five genotyped SNPs in fifteen analyzed populations (PA, Chusco Creole; T, Retinta; ES, Chaqueiio
Boliviano Creole; NE, Nelore; BZ, Brahman; AM, Argentine Creole; SAA, Saavedrefio Creole; |, Jersey; CA, Patagonian Creole; B, Brangus; HO, Holstein; AA, Aberdeen Angus; V,

Valle Grande Creole; CH, Charolais and HE, Hereford cattle breeds).

tions, and the phylogenetic relationship of the analyzed breeds. We
also compared the results obtained from the analysis of these SNPs
with ones previously obtained with loci related to milk production
and STRs in these populations (Lirén et al.,, 2002, 2006). Liron et al.
(2002), studied the genetic diversity and population structure in
Argentine and Bolivian Creole cattle by analysis of five loci related
to milk production. Moreover, Lirén et al. (2006) assessed the ge-
netic diversity and relationships of European taurine, Zebuine
and American Creole cattle breeds through nine microsatellites.

Our second objective was to assess whether the SNPs reflected
the phylogenetic relationship like the microsatellite markers (Liron
et al., 2006), since the SNPs analyzed were subjected to artificial
selection processes, and the phylogenetic relationships may be dis-
torted by the effect of selection.

The analysis of observed gene frequencies evidenced that GH
and TG locdi in Wagyu breed presented values away from those ob-

served in the other breeds. This aspect could be explained by the
fact that this breed is selected for marbling and present the highest
values of marbling (Zembayashi et al., 1995). The allele frequencies
analysis of DGAT1 locus evidenced a geographical cline that was
given by high frequencies for the A allele in European breeds
(0.95-0.81) followed by Creole and Retinta (0.79-0.47), Wagyu
(0.50) and lastly Zebu breeds (0.31-0.20). The similar frequencies
in Creole and Retinta may be consequence of the origin of Creole
breeds from Iberian cattle. Allele frequencies of Zebu breeds were
very different with respect to Taurine breeds due to Cebuine
breeds had a low frequency of the A allele, in agreement with pre-
viously reported results (Winter et al., 2002; Ripoli et al., 2006).
The allele frequencies analysis of TG, LEP, GH and SCD loci did
not evidenced a so marked geographical cline.

The HWE tests evidenced that 10 locus-population combina-
tions were statistically significant (two loci in Hereford, Valle
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Grande Creole and Wagyu cattle and one locus in Jersey, Patago-
nian Creole, Chaquefio Boliviano and Charolais breeds), including
five combinations with excess of heterozygotes and five combina-
tions with excess of homozygotes. These deviations may be conse-
quence of some possible causes like selection, small number of
samples, population stratification and inbreeding.

When we compared the UPGMA unrooted tree with that ob-
tained with microsatellites by Lirén et al. (2006), some differences
were observed. While the STRs UPGMA tree showed that all Creole
cattle breeds are clustered together, Brahman and Nelore (B. indicus
breeds) were a separate group and Holstein was clustered with An-
gus and Hereford (B. taurus breeds), the marbling SNPs markers UP-
GMA tree did not evidence well defined groups. The lack of
consistent topology of the phylogenetic trees is commonly ex-
plained by several factors. First, the construction of trees using
admixture population, such as Creole cattle, contradicts the princi-
ples of phylogeny reconstruction (Felsenstein, 1982). The second is-
sue that should be considered is the number of markers analyzed.
Based on theoretical studies, Takesaki and Nei (1996) have shown
that one of the important factors for analyzing the correct phyloge-
netic position of populations in a genetic study is the number of loci
used. The number of markers genotyped here are probably insuffi-
cient for complete resolution. Nevertheless, various taurine phylo-
genetic analyses performed with a higher number of microsatellites
also evidenced a weak topology in Taurine breeds (Moazami-
Goudarzi et al, 1997; Martin-Burriel et al., 1999; Cafion et al,,
2001). Another way of understanding the lack of structure is assum-
ing that populations have differentiated according to a radiative
scheme of divergence (Moazami-Goudarzi and Laloe, 2002).
According to this model, it is expected that genetic distances be-
tween breeds would be equivalent, and any casual differences
among them might be due to random genetic drift. Furthermore,
this scheme anticipates discrepancies among topology exhibited
by each marker. Increasing the number of loci does not necessarily
enhance the reliability of the phylogeny. In contrast to the large
divergence between the Taurine and Zebu cattle, the European
breeds and American Creole, which originated around four centu-
ries ago, could be considered to be closely related, and the main fac-
tor describing their genetic variability is random drift and selection.

However, the UPGMA tree topology was partially consistent
with the historical origin of breeds since the tree illustrates the
main divergences observed between the Asiatic Taurine, European
Taurine and Zebu clades. The Wagyu breed was located at one end
of the tree, and the Zebu group (Nelore and Brahman) with Argen-
tine Creole cattle were located in an intermediate position between
the two Taurine groups. One of these Taurine clades included Gal-
loway, Retinta and some Creole breeds (Chaquefio Boliviano, Yacu-
mefio Creole and Chusco). This last fact probably can be explained
due to Retinta breed was one of the breeds introduced in America
by the Spanish conquerors during the first 50 years of colonization.
In the other Taurine clade we found Jersey, Brangus, Holstein, An-
gus with some Creole breeds (Saavedrefio Creole, Patagonian Cre-
ole, Valle Grande Creole). Hereford and Charolais were grouped
together but close to the latter clade. Within Zebu breeds, Brahman
and Nelore were more similar to each other than with Brangus.
This fact is consistent with the origin of Brahman (obtained cross-
ing Nelore, Guzerat and Gir) and Brangus. This latter breed is 3/8
Brahman and 5/8 Angus and that is why gene frequencies in Bran-
gus are more similar to Taurine breeds than to Zebu breeds.

The grouping of the breeds may be the result of its history,
selection process, or both at once, the latter case may be the situ-
ation that explains the UPGMA tree topology obtained. Probably
the fact that Wagyu was at one end may be the result of selection
processes for higher marbling score. Furthermore, the clustering of
Hereford with Charolais would be a consequence of their lower
level of marbling.

The result observed in terms of the Principal Components Anal-
ysis also matched with the topology of the phylogenetic tree and
was in concordance with the marbling score of breeds and with
the historical origin of the breeds, dividing Wagyu from the others
breeds, and Zebu from Taurine breeds. The first principal compo-
nent (PC) of the PCA performed with all gene frequencies, clearly
distinguishes the Wagyu breed and the others groups, and this
was explained by the gene frequencies of TG and GH loci, whose
values in Wagyu breed were found away from those values ob-
served in the remaining breeds. This aspect could be explained
by the fact that this breed is selected for marbling and present
the highest values of marbling (Zembayashi et al., 1995). The sec-
ond PC shows a differentiation pattern with the Taurine breeds in
one side and the Zebu group in the other. The DGAT1 frequencies
explain this principal component as Cebuine breeds had a low fre-
quency of the A allele, in agreement with previously reported re-
sults (Winter et al, 2002; Ripoli et al., 2006). Interestingly,
European breeds had the A allele at a very high frequency. It is
worth noting that the A allele is considered part of the ancestral
haplotype of DGAT1 in European populations (Winter et al.,
2002). Native Creole breeds tended to have higher frequencies of
the A allele, but always below those of European breeds. The fact
that native breeds have allele frequencies intermediate to those
of European and Cebuine breeds may be consequence of the intro-
gression process of alleles of Cebuine origin in Creole herds (Lirén
et al., 2006; Ripoli et al., 2006).

The first principal component (PC) of the PCA performed with-
out Wagyu gene frequencies, distinguishes the Zebu group in one
side and the Taurine breeds in the other and this is explained by
the gene frequencies of DGAT1 locus. The second PC distinguishes
the Charolais and Hereford from the other breeds. This differentia-
tion was explained by TG gene frequencies and would be a conse-
quence of their lower level of marbling. This result was consistent
with that observed in the UPGMA tree.

When the AMOVA analysis was performed for each locus con-
sidering only one group the difference among populations account
for 7-21% of genetic diversity, while difference within populations
account for 78-92% of genetic variance. This result was coincident
with the Fsy estimation. This last index indicated that around 16%
of the total genetic variation corresponded to differences between
breeds while the other 84% corresponded to differences among
individuals. Otherwise, the degree of population structure, mea-
sured with Fsr index, was higher than the value previously re-
ported for microsatellites (9%) (Lirén et al., 2006) and for loci
related to milk production (11%) (Lirén et al,, 2002) in some of
these populations. In all three cases, the analyzed markers showed
significant differences among the populations studied. The STRs
showed genetic differentiation among breeds and between the
two major types of cattle (Zebu and Taurine groups) (Lirén
et al., 2006). These results were a consequence of the presence
of some Zebu diagnostic alleles. In the case of loci related to milk
production (Lirén et al., 2002), all the variants of the loci analyzed
were found in nearly all cattle breeds studied, hence the signifi-
cant differences observed across Creole cattle populations were
consequence of the allelic distribution, rather than diagnostic
alleles.

The SNPs associated with marbling distinguished the Wagyu
breed from the other groups, and differentiated the Taurine and
the Zebu breeds based on the allele frequencies patterns because
they are biallelic markers. In the case of DGAT1 locus, similar gra-
dient in gene frequencies were previously reported for other genes
such as o5, casein where variant B were predominat in Taurine
while variant C were more abundant in Zebu breeds (Baker and
Manwell, 1980; Giovambattista, 1996; Postiglioni et al., 1998; Ar-
ranz Santos, 1994; Arranz Santos et al., 1996; Ripoli, 2001). The dif-
ferences observed for TG and GH allele frequencies would be



M.V, Ripoli et al./Research in Veterinary Science 90 (2011) 245-252 251

consequence of marbling selection process and may be this fact ex-
plains the UPGMA tree topology obtained.

In conclusion, the main findings of this study were: (i) the par-
tial confirmation of the phylogeny reconstruction of the studied
breeds obtained with STRs, probably due to the effect of selection
for marbling reflected in PCA and UPGMA tree analyses; (ii) the
interaction of history, selection process and random genetic drift
in the determination of grouping of the breeds.
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