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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar las mutaciones asociadas a caracteristicas de
interés econdémicas por medio de un andlisis de sus valores productivos, diferencias
esperadas de la progenie (DEP) y marcadores moleculares (MM). Se utilizaron 222
animales de 5 ganaderias en 2 estados de la Republica Mexicana, formando grupos
contempordneos (GC). Se tomaron medidas de peso al nacimiento (PN), peso al destete
(PD), peso al afio (PA), asi como circunferencia escrotal (CE) y talla corporal (TC). Se
recabaron imdgenes de ultrasonido del 4rea del ojo del lomo (AOL), porcentaje de grasa
intramuscular (%GI), marmoleo (Marm), grasa dorsal (GD) y grasa de la cadera (GCA).Un
total de 16 MM fueron propuestos para locus en genes de distintos cromosomas
autosomales bovinos (BTA) relacionados con caracteristicas de calidad de la canal (CC),
crecimiento y contenido graso en canal, incluidos: Receptor de Hormona del crecimiento
(GHR), Hormona liberadora de hormona del crecimiento (GHRH), Neuro peptido Y
(NPY), Proteina des-acopladora (UCP), Diacilglicerol transferasa (DGAT), Tiroglobulina
(TG), Leptina (LEP), Calpaina (CAPN) y Calpastatina (CAST). Se obtuvieron muestras de
sangre para detectar la presencia de los MM vy sus alelos, por medio de apareamiento de
sondas fluoroforas, excitacion de los fluoroforos y discriminacién alélica.

El apareamiento de sondas fluoroforas y discriminacion alélica indican que los marcadores
moleculares para cada gen propuesto (GHR, GHRH, NPY, UCP, DGAT, TG, LEP, CAPN
y CAST) se encuentran en la poblacion estudiada, asi mismo el modelo estadistico sefiala
asociacion significativa con mediciones de interés productivo incluidas: PN, Paj205, %GI,
Marm, GD, GCA, DEP PN, DEP PDD y DEP PA.

Los resultados de esta investigacion sefialan que los genes y sus loci, se encuentran
(P<0.05) en las poblaciones Simmental y Simbrah estudiadas. Ademads, existe una
asociacion (P<0.05) en distintas caracteristicas de crecimiento, calidad de la canal y

diferencias esperadas de la progenie (DEP’s) con genes y su(s) loci en el genoma.

Palabras Clave: Marcadores moleculares, SNP, DEP, GEN, caracteristicas de importancia

productiva.



2. INTRODUCCION

La biodiversidad de las especies domesticadas es vital para los programas de mejoramiento
y para el estudio de la biologia molecular del fenotipo, genotipo, sus correlaciones y
adaptacion (Georges, 2006; Andersson and Georges, 2004). En la actualidad los métodos
para la seleccion de ganado bovino de valor genético sobresaliente estdn basados en
fenotipo (F), genealogia, valores productivos (VP), diferencias esperadas de la progenie
(DEP’s) y recientemente en marcadores moleculares (MM) o genotipo (G) de manera
independiente; sin embargo, la correlaciéon de distintos tipos de seleccidn representa una
herramienta valiosa para determinar la heredabilidad de rasgos de importancia econémica
(ERT) de la descendencia de animales superiores. Por su tamafio y uniformidad en el
ADN, los loci microsatélite y polimorfismos de longitud, especificamente los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s) (Primrose and Twyman, 2006) son utilizados
para caracterizar los loci de rasgos que controlan varios caracteres fenotipicos (Karp, 2006;
Andersson, 2001). Siendo la meta principal el mapeo de genes y sus polimorfismos
relacionados con metabolismo, reparto de la energia, rasgos dificiles de medir
(permanencia productiva y resistencia a enfermedades) y genes con relacion antagonica,
los cuales son de importancia econdémica (Sherman et al., 2008). El avance genético se
cumple con la seleccion de candidatos basada en DEP’s, de ERT (Newman, 2011) que se
fundamentan en el andlisis de caracteristicas de crecimiento, reproductivas y de calidad de
la canal (Dominguez-Viveros, 2010). La superioridad o inferioridad de un animal para un
rasgo estard afectada por el ambiente. Entonces las evaluaciones genéticas deben
conducirse en grupos contemporaneos (BIF, 2010). Los DEP’s reflejan el mérito genético
del total de los genes del individuo, mientras que las pruebas en MM solo para los loci
analizados. Los candidatos para una prueba basada en ADN son aquellos que tengan un
alto impacto en el hato y/o en la raza, pues estas pruebas son solo una de tantas fuentes de
informacién en la cual se basa la seleccién para el mejoramiento genético, nunca para
rechazar o aceptar a un reproductor (Thallman, 2004). En México se han publicado
evaluaciones genéticas donde incluyen los DEP’s para: peso al nacimiento, peso al destete
directo, peso al destete materno, peso al destete materno total, peso al ano, circunferencia
escrotal, Talla corporal y Permanencia Productiva (Rios-Utrera, 2010). Segtn el VIII censo
nacional agropecuario 2007, se tienen censados 5,705,857 vientres para produccién de

carne y doble proposito (INEGI, 2007).



2.1. Objetivos

2.1.1. Obtener, ajustar y analizar los valores productivos (VP) [(peso al nacimiento (PN),
peso al destete (PD), peso al afio (PA), circunferencia escrotal (CE), talla corporal (TC)],
medicion de drea del ojo del lomo (AOL), % grasa intramuscular (%GI), grasa dorsal (GD)
y grasa de la cadera (GCA) en grupos contemporaneos (GC) de la raza Simmental (SM) y
Simbrah (Sb).

2.1.2. Detectar por medio de excitacion de sondas fluoroforas y discriminacién alélica la
presencia de mutaciones genéticas por medio Microarreglo con marcadores moleculares
(MM) para los genes propuestos (GHR, GHRH, NPY, UCP, DGAT, TG, LEP, CAPN y

CAST); que afectan caracteristicas de crecimiento, calidad de la canal y deposicion grasa.

2.1.3. Asociar por medio de un método estadistico los valores de las caracteristicas de
interés: fenotipicas (F), VP, diferencias esperadas de la progenie (DEP’s) con MM en el

genoma de los individuos sobresalientes de la raza SM y Sb.

2.2. Hipotesis
Con la obtencion y analisis de valores cuantificables y su correlacion con heredabilidad de
rasgos de importancia econdmica (ERT), se podrd estimar cuales son los animales

superiores dentro de la poblacién estudiada.

2.3. Justificacion
Identificacion de los individuos con genética sobresaliente, evaluada y adaptada de la
Poblacion Nacional de las razas SM y Sb, para su aprovechamiento en el territorio

Mexicano, a través de tecnologias de reproduccion asistida.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Actividad Ganadera en México

La ganaderia de Bovinos en México se considera una actividad importante desde el punto
de vista de consumo interno asi como para exportacion; pues utiliza mds de la mitad del
territorio del pais para su ejercicio (INEGI, 2007) cerca de 196 millones de hectéreas,
ademads de realizar exportaciones a Estados Unidos de Norte América por cerca de 1 millén
de cabezas de ganado bovino (vaquillas y becerros) anualmente en promedio de 1989 a
2010 (Peel et al., 2011). Segin la definicion de la Organizacién mundial para la
Alimentacién y la Agricultura (por sus siglas en inglés, FAO) determina 3 tipos principales
de Sistema de produccion ganadera: Sistema Industrializado, Sistema Mixto y Sistema
basado en pastoreo extensivo (FAO, 1996). Para los cuales se toman en cuenta como
factores que afectan de manera importante la produccién: edad, genética, estado sanitario y
alimentacién. Se han realizado grandes esfuerzos para mejorar la produccién y calidad
carnica a través de razas puras y combinacion de estos factores de importancia en razas
sintéticas (FAO, 2007). El desarrollo del hato bovino en México, a través de la
biotecnologia y evaluaciones genéticas, ha sido promovido como una necesidad, con el
objetivo de satisfacer las necesidades de rentabilidad, productividad, competitividad,
equidad y sostenibilidad que demandan un mundo globalizado (Parra-Bracamonte et al.,
2011) lo que dio origen a finales de los afios 90s a Consejo Nacional de los Recursos
Genéticos Pecuarios (CONARGEN) el cual funge como coordinador de los esfuerzos para
el mejoramiento genético a nivel federal (Ganadero, 2010). El ganado bovino de la raza
Simmental o sus cruzas han tenido gran aceptacion entre los productores mexicanos dada
que su calidad de carne es bien recibida tanto por el mercado local como el internacional,
ademds presenta la gran ventaja de adaptarse a un rango amplio de condiciones

ambientales (Rosales-Alday et al., 2004).

3.1.1. Caracteristicas de importancia econémica

Los rasgos de primera importancia o rasgos de importancia econémica (ERT) para el
ganado de carne: la tasa de crecimiento, conversion de alimento, consumo de alimento y %
de carne magra, habiendo también rasgos secundarios o indirectos como fertilidad,
longevidad y facilidad de parto que se pueden considerar como rasgos funcionales de
mayor impacto en la eficiencia; existen ademds rasgos de interés en producto final, la canal

(marmoleo y suavidad) que estan directamente relacionados a la eficiencia econémica y la
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demanda de los mercados (FAO, 2007). Los rasgos de interés se deberdn identificar
claramente y ademds jerarquizar su impacto econdémico en el hato, esto facilitara los
criterios de seleccién y su organizacién légica (Garrick and Golden, 2009; Kluyts et al.,
2003). La toma de decisiones para la administraciéon y el mejoramiento genético, se
fundamenta en la calidad y cantidad de informacién que se genera en los registros del
control de producciéon (Dominguez-Viveros, 2010). Segun Garrick et al. (2011) hay una
tendencia a la seleccidon del ganado orientada a individuos con desarrollo temprano y
mejoria en el drea del ojo del lomo, marmoleo de cortes finales y otras caracteristicas como
las organolépticas, suavidad del corte; de estas ultimas no hay suficiente informacién
fenotipica recabada para razas puras, por la falta de métodos costeables y confiables. El
principal objetivo de la seleccion de los animales domésticos, a lo largo de los afios, ha
sido moldear el genoma y su expresion en caracteristicas productivas de los para adaptarse
a las necesidades del hombre (Georges, 2006), segtin la tendencia observada por Garrick y
Golden (2009) la seleccion del ganado bovino seria aquella enfocada a producir carne
nutritiva, saludable y deseable ademas de ser generada respetando los recursos naturales,
ambientales, de bienestar de los animales y asegurando una ganancia a los distintos

eslabones de la cadena productiva.

3.2. Seleccion Fenotipica

3.2.1. Métodos tradicionales de selecciéon de ganado bovino

En el enfoque clasico de los programas de mejoramiento genético la seleccion se basa en
los fenotipos observables (de los candidatos para mejoramiento y/o sus emparentados),
pedigri y certificado de registro, datos de caracteristicas productivas, pero sin el
conocimiento de que genes estan siendo seleccionados (Hirwa et al., 2011; Medina-Chapa,
2010; Williams et al., 2009). Tal es el caso de la seleccién de vacas enanas (Marlowe,
1964), de la seleccion sobre color para la resistencia al calor (Finch, 1986), seleccién sobre
cornamenta (Warwick, 1958) entre otros. Actualmente los datos genealdgicos son
requeridos en los programas de mejoramiento del ganado o para la prevenciéon de su
extincion resultado de la perdida de la variacion genética (FAO, 2007). La seleccion por
rasgos fenotipicos o apreciacion visual (Av) es uno de los métodos de seleccion mds
antiguos, se apegan a los estdndares raciales. Sin embargo demostraron ser insuficientes
para determinar el mérito individual del animal (Knapp et al., 1939), por lo tanto al inicio
de los afios 40 se desarrollaron métodos para la evaluacién del desempefio productivo del

ganado (Knapp et al., 1942). El efecto de la seleccién en base pruebas de crecimiento,
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tamano, fertilidad, longevidad y condicién corporal se ha investigado a través de

experimentos publicados en Animal Breeding abstracts desde 1938 (Scholtz et al., 1990).

3.2.2. Genética cuantitativa

La aplicaciéon de los métodos estadisticos para la explicaciéon de la heredabilidad fue
revisada por Galton, Pearson y otros contempordneos (Warwick, 1958). La teoria de la
genética cuantitativa estd estrechamente relacionada con la variacién alélica de los genes
en distintos loci a lo largo de cromosomas apareados, los cuales puden expresar efectos
genéticos promedio, dominantes y epistaticos, ademds combinado con efectos ambientales
aleatorios que afectaran cualquier medicion fenotipica en poblaciones humana y
agropecuaria (Barton and Keigthley, 2002; Dickerson and Willham, 1983). La ingenieria
genética se encarga de los cambios producidos en caracteristicas de los animales que
influyen directamente en su desarrollo y funcionalidad actuando de manera conjunta en su
biologia y buena condicién econdmica durante todo su ciclo de vida en los sistemas de
produccion animal (Dickerson and Willham, 1983). El mejoramiento genético resulta de la
seleccion de candidatos por encima del promedio como padres de la siguiente generacion,
el éxito de la seleccion se verd reflejada en la correcta jerarquizacion de los candidatos
para las distintas caracteristicas de interés productivo y econdémico (Garrick, 2011). Sin
embargo la coleccién y posterior andlisis de la informacion estard limitada por la
tecnologia disponible al momento del experimento para desarrollar las pruebas
complementarias de rasgos dificiles de medir (Garrick and Golden, 2009). La seleccién
cuantitativa es una herramienta importante para el mejoramiento del ganado a través de la
prediccion del comportamiento de las crias en caso de ser elegidos como futuros
reproductores, no obstante una informacion completa acerca de una cruza debe incluir
predicciones sobre el efecto de la raza elegida, heterosis y efectos aditivos para los rasgos
de importancia econémica en los distintos ambientes de produccién a lo largo del pais
(MacNeil, 2009; Smith and Banos, 1991). La heredabilidad indica el porcentaje de la
variabilidad total entre animales para una caracteristica en particular, que se debe a
diferencias genéticas transmisibles, el progreso genético (R) a través de seleccion, depende
del diferencial de seleccion (S), heredabilidad de la caracteristica (h?) y el intervalo
generacional (t) (Rios-Utrera, 2010). Los primeros métodos para la prediccion de fenotipos
y genotipos plantea el uso de familiares, ya que por lo general presentan fenotipos y
genotipos similares entre si, sin embargo esto no consideraba efectos a lo largo del tiempo

ni entre hatos (Lush, 1947a; Harris and Newman, 1994), por lo tanto en los afios 50” se
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propusieron modelos relativos a cruzas entre familia con el método de medios hermanos y
hermanos completos (Lush, 1947b; Osborne, 1957) este tipo de experimentos fueron
propuestos para tratar de predecir los fenotipos de los animales domésticos (Harris and
Newman, 1994), las que desembocaron en las primeras ecuaciones de modelo mixto para
estimacion de efectos fijos y prediccion de efectos genéticos aleatorios (mencionado en
Dickerson and Willham, 1983). Searle (1964), Henderson (1963, 1966, 1973), Harris
(1966), Wilton et al. (1968), Wilton y Van Vleck (1968, 1969) y Quaas (1976) en distintos
experimentos continuaron con ajustes y modificaciones a las ecuaciones lineales y
cuadrdticas para obtener las diferencias esperadas de la progenie (DEP), del mismo modo
se expresé la importancia de obtener estimados precisos de los pardmetros genéticos para
maximizar la respuesta a la seleccion de la caracteristica deseada (mencionado en Harris

and Newman, 1994).

3.2.2.1. Diferencia esperada de la progenie

Los DEP’s se refieren a la diferencia esperada en el comportamiento productivo,
reproductivo o de temperamento de un individuo, comparada con la expresiéon de este
rasgo esperado en algiin momento dado para una poblacién, y son obtenidos directamente
del individuo o de sus emparentados. Los DEP de mayor interés productivo son aquellos
para: Peso al nacimiento, Peso al destete, Peso al afio, Circunferencia escrotal, Talla
corporal, Medicién de Marmoleo por ultrasonido y distribucion grasa en la canal (BIF,
2010). En las primeras pruebas de progenie se considerd 8 crias por semental para dar una
evidencia razonable acerca de las diferencias genéticas aditivas entre toros reproductores
(Knapp et al., 1942). Sin embargo las pruebas de progenie especificamente aquellas con
gran cantidad de crias, se consideran més exactas que pruebas para individuos o pocos
individuos (Dickerson and Hazel, 1944). El anélisis de los datos de desempefio requieren
factores de correccidon o ajustes para tomar en cuenta las diferencias entre raza, sexo,
temporada de nacimiento, edad de la madre y tipo de dieta, ademds de su ajuste a grupos
contempordneos para el bloqueo del factor de ambiente (BIF, 2010; MacNeil, 2009). La
industria ha utilizado estos indicadores de caracteristicas productivas, en lugar mediciones
directas de los rasgos de interés por su costo o dificultad para ser medidos (Pollak and
Kirschten, 2002). Este tipo de informacién productiva se almacena en bases de datos
mantenidas por las asociaciones criadoras de las distintas razas puras, dado que
histéricamente han recabado la informacién genealdgica por muchas décadas (Garrick and

Golden, 2009). Los DEP’s, son valores que se obtienen a partir del andlisis de los valores
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de las mediciones de caracteristicas productivas o rasgos fenotipicos en evaluaciones
nacionales (BIF, 2010; Garrick, 2011; Medina-Chapa, 2010), por medio del método de
mejor prediccion lineal sin sesgo (BLUP) (Harris et al., 1989) y se comparan con la
poblacién total del ganado registrado en la bases de datos de una asociacién ganadera, esto
por medio de un procedimiento multirracial y andlisis univariado utilizando el programa
MTDFREML (por sus siglas en ingles Multiple Trial Derivate Free Restricted Maximum
Likehood) para la jerarquizaciéon de la poblaciéon (Zhang et al., 2006). El gobierno
mexicano planteo la necesidad de un programa nacional de mejoramiento genético a través
de evaluaciones genéticas nacionales (SAGAR, 1998). En la raza de interés para este
estudio se cumple por medio de publicaciéon de sumarios semestrales para la razas
Simmental y Simbrah para las distintas caracteristicas productivas a partir de datos
tomados por los productores de ganado de razas puras y sintéticas, lo cual requiere de la
estimacion de los pardmetros genéticos de las caracteristicas productivas en una poblacién
(Montano-Bermudez, 2010). Para evaluar el impacto es necesario conocer las tendencias
genéticas por medio del cdlculo de varianzas y covarianzas genéticas aditivas directas y
maternas, la heredabilidad, correlaciones y tendencias de las distintas caracteristicas de
interés econdmico a través de los DEP, estas estimaciones se deben incluir en el control de
produccién en funcién de los criterios de seleccion de cada raza y las demandas del
mercado (Dominguez-Viveros, 2010; Rosales-Alday et al., 2004). El concepto de avance
genético se cumple a través de la seleccion de candidatos reproductores basdndose en los
indices compuestos por los DEP’s de los rasgos econdmicamente importantes (ERT por
sus siglas en inglés); esto equilibrado con los costos econdmicos. Los objetivos de crianza
toman cuenta los rasgos estrechamente asociados con el ingreso y el gasto, lo anterior para
lograr la meta de hacer mas competitivos a los productores nacionales e internacionales

(Newman, 2011).

3.2.2.2. Grupos contemporaneos

Los grupos contempordneos son aquellos formados por individuos de la misma
composicion racial, hato, sexo, temporada, el rango de edades similares y en condiciones
de ambiente similares; el objetivo principal es darle a cada individuo la capacidad igual
para desarrollar su potencial. Este método es bdsico para desarrollar las evaluaciones
genéticas de bovinos de carne debido a que la superioridad o inferioridad de un animal en
un rasgo no siempre estd dado solo por el factor genético, sino que mucho se debe también

al factor ambiental (BIF, 2010).



3.3. Imagenes colectadas por medio de Ultrasonido

La industria ha usado el ultrasonido en tiempo real para medir caracteristicas de la canal en
ganado para sacrificio (Houghton and Turlington, 1992; Pollak and Kirschten, 2002) y para
ganado de razas puras, algunas mediciones de importancia son: % de grasa intramuscular,
area del ojo de la costilla, grosor de grasa dorsal; la caracteristica de suavidad se refleja a
través de la caracteristica de marmoleo (Garrick, 2011; Herring and Bertrand, 2002). Wild
(1950) reporto por primera vez el uso del ultrasonido como un método no invasivo, no
destructivo, humano y que ademads proporciona medias para cuantificacion de musculo y
tejidos grasos en animales vivos.

El procedimiento para la utilizacién del ultrasonido incluye empleo de aceite mineral o
vegetal (como medio de contacto) en el drea del cuerpo a ser medida, seguido del
posicionamiento del transductor en dicha drea para obtener la imagen requerida, tomando
en cuenta puntos de referencia anatomicos bien definidos. El principio del ultrasonido
descansa en la medicién del eco rebotando a partir de su choque con los tejidos objetivo,
este sonido es convertido en una imagen reflejada en la pantalla. Dadas las propiedades del
sonido el transductor de 3.5 MHz es mas apropiado para locaciones profundas (por
ejemplo drea del ojo del lomo), mientras que el de 5.0 MHz es preferible para ubicaciones
de tejidos cercanos a la superficie del cuerpo (por ejemplo grasa dorsal) (Houghton and
Turlington, 1992; Tait et al., 2005). Aunque los resultados de interpretacion pueden variar
por efectos tales como el operador, instrumentos, color de la capa, largo del pelaje,
ubicacion de referencias anatomicas, el peso y nivel de grasa del animal (Waldner et al.,
1992); las correlaciones genéticas son elevadas y positivas entre medidas asociadas a la
canal y ultrasonido en vivo para bovinos (grasa 0.45 a 0.96; m. Longissimus 0.20 a 0.94;
Marmoleo 0.20 a 0.91) (Houghton and Turlington, 1992). Por lo tanto la seleccion para
DEP’s en cuanto a medidas de ultrasonido in vivo deberdn resultar en una respuesta
correlacionada y confirmada al momento del sacrificio y obtencién de canales de progenie

de reproductores medidos (Pollak and Kirschten, 2002).

3.4. Aplicaciones de Biologia molecular

En el siglo XX se revel6 la estructura y parte de la funcion de la molécula del ADN como
responsable de la evolucidn genética. Gracias a los experimentos cientificos desarrollados
por Griffith en los afios 20°s, Beadle y Tatum en los 30"s, Avery en los 40°s, Chargraff,
Franklin, por separado, y el equipo de Watson y Crick en los 50°s; se dio a conocer la

estructura, organizacion, los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion del ADN,
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ejes del dogma central. La estructura reportada por Watson y Crick describe una doble
hélice, dos cadenas de ADN unidas entre si por enlaces de hidrogeno, entre las pares de
bases en la cadena opuesta. Ademads un patréon de unién entre la base purina-adenina y la
pirimidina-tiamina y del mismo modo la base purina-guanina con la pirimidina-citosina.
Como resultado tienen una relacion de complementariedad y cualquier cadena de ADN
define a su complementaria (Brandenberg et al., 2011; Watson, 2008). Para reproducirse
una célula debe copiar y transmitir su informacién genética hacia toda su progenie. Por tal
motivo la molécula de ADN debe desarrollar el proceso de replicacién semi-conservativa,
en la cual cada cadena de la molécula original actia como plantilla para la sintesis de la
cadena nueva de ADN. La doble hélice original es primero separada por enzimas
especializadas, al mismo tiempo a través de otras enzimas acarrea bases libres para su
union a la cadena hija siguiendo las reglas de complementariedad; de este proceso se
obtienen dos cadenas de ADN de la original, son idénticas entre si, las dos hijas y la
paterna. Cambios aleatorios en la secuencia de ADN inducidos por error en la replicacion y
otros factores extrinsecos son conocidos como mutaciones, las cuales pueden ser
funcionales o letales (Brandenberg et al., 2011). E1 ADN llamado intergénico es aquel que
no codifica ni para ARN estructural ni para proteinas, existiendo dos tipos: el no repetitivo
y el repetitivo. Cerca de un cuarto del ADN intergénico (intrones) es no repetitivo, ademds
de contener genes mutantes, fragmentos de genes y pseudogenes. Los pseudogenes existen
gracias a la accion de la transcriptasa reversa, enzima que copia ARN en una doble hélice
de ADN. La complejidad genética es proporcional al contenido de ADN no repetitivo y no
al tamafio del genoma; a mayor complejidad menor densidad génica (Watson, 2008). El
incremento en la complejidad del genoma se da por la organizacidén de intrones y exones
en el ADN. El gen puede ser definido como la unidad heredable de variacion fenotipica y
desde un punto de vista molecular, como la secuencia lineal requerida para producir
moléculas de RNA funcional, o una unidad transcriptora sencilla (Brandenberg et al.,
2011). En los genes relacionados con la evolucidn los exones son similares en tamafio aun
y cuando los genes por si mismo difieran en largo. Esto significa que los intrones pueden
estar en la misma posiciéon pero ser de diferente tamafio. Algunos genes aparentan ser
mosaicos que fueron construidos por parches de copias de exones individuales extraidos de
diferentes genes, a este fendmeno se le conoce como reestructuracion de exones (Primrose
and Twyman, 2006). Un gen por lo general ocupa una posicion definida en un cromosoma,

secuencias especificas que tienen efecto y funcion en la morfologia y fisiologia del
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individuo, el cual puede mutar o recombinarse con otros genes. A cada presentacion de un

gen se le llama alelo (Brandenberg et al., 2011).

3.4.1. Microarreglos y d-PCR

Una técnica utilizada para estudiar los dcidos nucleicos es la hibridaciéon (Moody, 2001;
Pradervand et al., 2010) existiendo tres tipos de arreglos; el primero que sintetiza pequefios
oligonucledtidos sobre una ldmina de vidrio; el segundo, microarreglos de oligonucleétidos
conocidos también como chips de genoma, los cuales contienen cientos o miles de
oligonucledtidos de 25 bases, fijados a un soporte solido sintetizados in situ y coloreados
con cromoforos. Cada uno de los genes es presentado ante 15 o mds oligonucle6tidos ADN
y ARN marcando los fragmentos antes de su hibridacion. El calculo cuantitativo de la
abundancia de la transcripcion puede obtenerse directamente a través de un promedio de
todas las sondas a lo largo de un gen; el tercero, microarreglos de ADN, se basan en el uso
de moléculas de doble cadena de ADN que se han sometido a PCR. Estas corresponden a
cada secuencia gendmica de cADN que han sido depositadas sobre una lamina de vidrio,
usualmente conteniendo una sonda por gen, los datos generados en este tipo de andlisis
muestran una concentraciéon relativa por una transcripcion cuando se comparan dos
condiciones experimentales. Las muestras de dos corridas son marcadas con diferentes
colorantes y el conjunto también para observar la hibridacion competitiva (Castagnino,
2006). Para poder elegir las librerias de cADN necesarias para la construcciéon de un
microarreglo en util seleccionar las sondas mds representativas para el tipo de experimento
a disefar, se recomienda centrar el experimento en un grupo pequeiio de genes
seleccionados en base a un propésito especifico, tal es el caso de clasificacion funcional y
cambios en expresion de genes entre otros. Una vez seleccionados los clones, se preparan
para un proceso de PCR en longitudes de no mas de 500 bases dependiendo de los clones
elegidos, los productos de PCR luego son fijados en una laminilla de vidrio (Moody,
2001), las copias cADN pueden ser coloreadas con terminaciones fluorescentes Cy3 y Cy5
(Walsh, 2004). El microarreglo es considerado una de las mas completas herramientas para
la alta entrega de resultados (tecnologias de proxima generacion) en el andlisis de genoma
completo y su expresion en el ganado (Sellner et al., 2007). La d-PCR fue propuesta en su
origen para el andlisis de mutaciones somadticas en moléculas de ADN (Vogelstein and
Kinzler., 1999) y basa su funcionamiento en la técnica llamada dilucion limitante, la cual
diluye la muestra hasta obtener muy pequeina cantidad de moléculas diana que serdn

alicuotadas en pequefias cdmaras de reaccion, de las cuales muchas estardn vacias, pero
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otras solo contendrdn una sola molécula de templado, de acuerdo a la distribucién Poisson
(Bhat et al., 2009; Kubista and Stahlberg, 2011; Shen et al., 2010; Mikeska et al., 2010), su
exactitud se fundamenta en que estando presente la secuencia diana esta serd amplificada
proporcionando un resultado positivo o negativo proporcionando un cédigo binario de ahi
el término PCR digital. La seleccién de la plataforma de anélisis de pende del presupuesto,
fin diagnostico particular y costo de los reactivos, presentidndose arreglos de 96, 384 y
1526 micro compartimentos, ademads de otras plataformas microfluidicas (con varios miles
de reacciones individuales) de alta entrega de resultados, son adaptables a la robdtica y
métodos estadisticos modernos (McCaughan and Dear, 2010). La plataforma mas
conveniente hasta el momento es la ofrecida por OpenArray de Life Technologies, pues
ofrece un plato metdlico del tamafo de una laminilla para microscopio en la cual existen
3072 camaras de reaccion individuales con capacidad de 33nLL de muestra. Su organizacion
en 48 sub arreglos con 64 cdmaras cada uno (8 x 8), ofrece la flexibilidad para cargar a una
resolucion solicitada y ademds de ser conveniente para diluciones seriales inicialmente
realizadas para conocer el ptimo de la concentracion de la muestra a cargar (Kubista and
Stahlberg, 2011). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para la deteccion y estimacion
de frecuencia de variaciones en un solo nucleétido (nativo vs. mutado) y discriminacion
alélica en secuencias diana por separado en microarreglos con muestras multiples, por
medio del conteo de los compartimentos con resultado positivo en la molécula objetivo
(Bhat et al., 2009; McCaughan and Dear, 2010). Contrastando con la PCR estdndar, un
proceso que es menos sensible y menos preciso (McCaughan and Dear, 2010; Mikeska et

al., 2010).

3.4.2. Deteccion de Fluorescencia y discriminacion alélica

La discriminacién de secuencias entre las de interés y las de tipo salvaje es aumentada en
la PCR digital dado que la muestra se separa en un gran nimero de micro-contenedores en
la laminilla (Kubista and Stahlberg, 2011; Shen et al., 2010), lo que reduce el nivel de
fluorescencia de fondo de secuencias relacionadas. Gracias a sus micro-caimaras donde se
aloja una sola molécula templado y el proceso de amplificacion clonal de esta molécula
eliminan la competencia por los reactivos y las lecturas cruzadas, ademds de aumentar la
multiplicidad, sensibilidad y exactitud (Kubista and Stahlberg, 2011). Las estrategias de
deteccion de amplicones incluyen la tincion estdndar de acidos nucleicos (como SYBR-
green). Con respecto a la deteccion de variantes poco comunes, se diseflan sondas

moleculares marcadas con fluorescencia para la discriminacién de nativos y mutantes
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(Vogelstein and Kinzler, 1999). El templado TagMan para PCR tiene la ventaja de brindar
una sefial de fluorescencia proporcional al nimero de moléculas que son amplificadas en
una muestra, este método trabaja por la adicién de un oligonucleétido doblemente marcado
en una reacciéon de PCR por una polimerasa con actividad 5’a 3“exonucleasa, la prueba
debe ser complementaria a uno de los dos productos para que se encuentren y puedan
hibridar, separando de la sonda las dos marcas y por lo tanto activando la fluorescencia a
través de la actividad exonucleasa (Heid et al., 1996; White et al., 2009) El andlisis digital
de SNP’s ha sido desarrollado para la amplificacion de templados sencillos a partir de un
grupo de muestras de ADN, para generar amplicones que son homogéneos en secuencia y
tamafio. Diferentes fluoroforos se aplican como sondas para detectar y discriminar
diferentes alelos (paternal vs maternal o tipo salvaje vs mutante) (Chang and Shih, 2004;
Shen et al., 2010). De este modo el analisis digital de SNP’s transforman las sefiales
andlogas exponenciales de la PCR a lineales digitales. Dentro de las ventajas tenemos: 1)
el andlisis estadistico de productos de PCR pueden ser directamente analizados por
software estadistico, 2) esta tecnologia estd disefiada para generar productos de PCR del
mismo tamano, por lo tanto el problema de la degradaciéon de ADN queda excluido, 3) los
andlisis digitales de SNP utilizan una pequefia cantidad de ADN, que puede estar

disponible en muestras clinicas (Chang and Shih, 2004).

3.4.3. Genética Molecular

La informacién basada en datos moleculares ha mantenido la promesa de mejorar la
prediccion en ganado joven, primero por la utilizacion de marcadores fenotipicos, segundo
apoyandose en marcadores microsatélite y mds reciente mente con mayor capacidad de
andlisis de informacion los polimorfismos de un solo nucleétido (por sus siglas en inglés,
SNP) (Garrick, 2011). Al inicio de la década de los noventas y finales de los ochentas, los
primeros trabajos publicados para el andlisis de ADN empleaban las técnicas de los RFLP
y Southern blot. Sin embargo, los trabajos basados en ADN comienzan a popularizarse a
partir de la implementacién de la técnica de PCR ) (por sus siglas en ingles reacciéon en
cadena de la polimerasa) (mencionado en Mullis et al., 1990), con lo anterior los términos
antes conocidos solamente por teoria se volvieron realidad, tales como loci de
caracteristicas o rasgos cuantitativas (Quantitative Trait Loci o QTL’s), QTN's
(Quantitative Trait Nucleotides), deteccion de mutaciones causantes de caracteres
cuantitativos y MAS (Marker Assisted Selection) entre otros tantos (Giovambattista et al.,

2010). Luego de la secuenciacién gendémica y el descubrimiento de millones de SNP
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(Matukumalli et al., 2009), las técnicas convencionales de andlisis de material génico han
sufrido en la dltima década una modificacién sustancial por el uso de instrumentacion
miniaturizada, siendo las principales ventajas: la reproductibilidad de datos obtenidos,
corto tiempo empleado en el andlisis, minima cantidad de muestra utilizada, mejoria en la
automatizacion e integracion con la tecnologia de microfluidos (por ejemplo d-PCR) y la
incorporacién comercial de la instrumentacion disponible para el andlisis de muestras
bioldgicas, tal es el caso de los microarreglos y microchips. Las habilidades predictivas del
comportamiento genético han sido desveladas a partir del estudio las variaciones
secuenciales y las interacciones entre genes conocidos, asi como la identificacién de genes
desconocidos (Castagnino, 2006). El objetivo comtn en el campo del progreso genético en
una poblacion se define como el mejoramiento de los recursos genéticos y por lo tanto del
fenotipo resultante. El progreso genético puede estar influido por una variedad de factores
como la precision para elegir a los candidatos a reproductores, la variacién genética aditiva
entre la poblacidn, la intensidad de seleccion (por ejemplo; la proporcién de la poblacion
que serd seleccionada para futura crianza) y el intervalo generacional. Estos factores
pueden ser influenciados a través de la biotecnologia moderna (Brandenberg et al., 2011).
La informacién genotipica de un individuo en un programa de mejoramiento es de especial
interés pues puede ser tomada de ambos sexos, desde temprana edad, en todos los animales

y probablemente permita la toma de menos informacion fenotipica (Dekkers, 2005).

3.4.4. Marcadores genéticos

La posicion de los genes de funcién similar estd estrechamente ligada (Hill and Robertson,
1966). Los marcadores fenotipicos tales como los grupos sanguineos fueron asociados a
regiones cromosOmicas responsables de la variabilidad en algunos rasgos de interés
productivo (Hansen et al., 1967), sin embargo la cantidad de caracteristicas ligadas a este
tipo de marcadores son limitadas (Garrick, 2011). Un Marcador genético es definido como
una secuencia de ADN ligada a una caracteristica fenotipica en particular, en términos de
proximidad espacial de secuencia y por lo tanto se segrega en un patrén idéntico y
predecible como la caracteristica, este marcador puede incluir el gen que es responsable del
rasgo o parte de €l, o secuencias de ADN que estdn suficientemente cerca del gen o genes y
por lo tanto asegurar su co-segregacion (Brandenberg et al., 2011). Los marcadores
microsatélite proporcionaron la informacién necesaria para encontrar genes o secuencias
de ADN que estdn asociadas con ciertas caracteristicas productivas (fenotipica) o también

llamados loci para rasgos cuantitativos (QTL’s) (Brandenberg et al., 2011; Georges et al.,
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1995). Este tipo de marcadores pueden tener muchos alelos en cada locus pudiendo ser
informativos en gran parte de la poblaciéon ademds de bien distribuidos a lo largo del
genoma, sin embargo su genotipado por medio de microsatélite es costoso y en muchos de
los casos los resultados de los estudios carecen de capacidad para caracterizar regiones a
detalle, detectando solo regiones de gran efecto (Baruch and Weller et al., 2009), pocas
regiones QTL fueron de utilidad para rasgos de importancia econémica (Dekkers, 2004).
El conocimiento de los loci cuantitativos para rasgos y los genes que influencian estas
regiones son de utilidad para la selecciéon de candidatos a reproductores o para iniciar

ingenieria genética de la caracteristica en cuestion (Brandenberg et al., 2011).

3.4.4.1. Marcadores SNP

El tipo méds comun de variabilidad genética se observa en sitios del genoma donde existen
diferencias en un solo nucledtido entre miembros independientes de una poblacién, son
también conocidos como polimorfismos de un solo nucleétido (SNP por sus siglas en
inglés) (Thallman, 2004). Los segmentos de SNP se han retenido juntos en el genoma en
muchas generaciones debido a la recombinacion genética que no ocurre de manera
aleatoria a lo largo del ADN, existen regiones especificas en los que la recombinacién
sucede de manera frecuente y se intercambian bloques de ADN. Otros puntos especificos
que tienen una baja frecuencia de recombinacién se mantienen hasta cierto punto intactos,
pues se heredan de generacion en generacion. A estas regiones o bloques se les conoce
como haplotipos, los cuales estdn definidos por un nimero pequeiio de SNP en esta regién
del genoma (Primrose and Twyman, 2006; Watson, 2008). Los SNP bovinos fueron
propuestos luego de su descubrimiento al secuenciar el genoma a partir de la linea 1
Hereford (L1 Dominette 01449) (MacNeil, 2009), presentan la ventaja de poder ser
multiplicados para bajar su costo y aumentar su eficiencia en el genotipddo. Los estudios
moleculares de este tipo se basan en paneles o arreglos de SNP existiendo los de alta
densidad y baja densidad (Garrick, 2011). La meta principal de la investigacion gendémica
en animales de granja es mapear y caracterizar los loci de rasgos que controlan varios
caracteres fenotipicos (Andersson, 2001).Uno de los usos de la PCR, especificamente la d-
PCR (Vogelstein and Kinzler, 1999), es la amplificacién de cadenas de interés, ademads
permite el apareamiento de sondas fluorocromicas; para posteriormente someterlo a
discriminacion alélica. Por este medio se realiza la identificacion de polimorfismos de un
solo nucleétido los cuales se encuentran distribuidos a lo largo del ADN mostrando

diferentes patrones de heredabilidad mendeliana que practicamente se pueden estudiar en
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todas las especies de ganado (Brandenberg et al., 2011; Giovambattista et al., 2010).
Avances en la genética molecular han resultado en la identificacion de genes o marcadores
asociados con genes que afectan los rasgos de importancia econdmica en ganado lechero y
de produccién cérnica (Hirwa et al., 2011). La industria carnica ha enfocado los SNP para
un arreglo de marcadores predeterminados para ser informativos para un grupo
predeterminado de caracteristicas que tienen la mayor relevancia econdémica y

oportunidades en el mercado (Garrick, 2011).

3.4.5. Seleccion asistida por marcadores (MAS)

La seleccion asistida por marcadores (MAS) es como se le conoce al proceso de seleccion
para una caracteristica en particular utilizando marcadores moleculares. Los marcadores
genéticos facilitan el “marcaje” de genes individuales o pequefios segmentos de
cromosoma conteniendo genes que influyen en el rasgo de interés (QTL’s). Existe una
variedad marcadores genéticos disponibles para esta técnica, sin embargo los que presentan
mayor ventaja son los marcadores directos (Dekkers, 2004) pues aun cuando son
marcadores directos y presentan alta confiabilidad, hay que tomar en cuenta que la
mutacién puede estar presente en el alelo favorable y aun asi no presentar el efecto en el
fenotipo (Lohuis, 2003). La disponibilidad de grandes cantidades de este tipo de
marcadores y su poca especificidad por raza, lo que sugiere que se segregan ampliamente
en ganado taurino, ha resultado en la deteccion de genes que afectan de manera mayor los
loci para rasgos cuantitativos, aun para los de baja heredabilidad, aquellos que son dificiles
de medir fenotipicamente y los que se comportan de manera antagonista (Dekkers, 2004;
Thallman, 2004; White et al., 2007). La técnica de seleccion asistida por marcadores puede
acelerar la tasa de progreso genético en la crianza aumentando la precision de la seleccion
y reduciendo el intervalo generacional. La identificacién de marcadores y su uso deben
mejorar a futuros prospectos para los programas de crianza para las caracteristicas
productivas y de eficiencia. Sin embargo, se sabe que las caracteristicas son poligenicas
(controladas por varios genes) y que el comportamiento de los genes que controlan un
rasgo son dependientes de su configuracion genética (Brandenberg et al., 2011) se deberan
evitar las selecciones basadas en un solo gen, dada la poca disponibilidad de pruebas de
ADN para una poblacién: En cambio se recomienda hacer una selecciéon basada en EPD

tomando en cuenta los alelos favorables para cierta caracteristica (Thallman, 2004).
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3.4.6. Marcadores SNP relacionados con rasgos de importancia econémica (ERT)
Distintos genes han sido propuestos de acuerdo a la funcién fisiolégica que tienen sus
productos tales como hormonas, péptidos, proteinas y receptores. A continuacion se ofrece
una revision por gen propuesto para el presente estudio.

El gen GHR ubicado en el BTA 20 compuesto por 10 exones y 9 intrones (Garret et al.,
2008), codifica a la GHR, una proteina unida a la hormona del crecimiento (GH)
resultando en la activacién del sistema hormonal en la promocién del crecimiento y
distribucién de la grasa (Chagas et al., 2007; Etherton, 2004) pre y post natal (Bauer et al.,
1998; Gluckman et al., 1997) asi como rasgos reproductivos (Luna-Nevarez et al., 2011;
Chagas et al., 2007).

El gen GHRH, se encuentra en el BTA 13, el cual codifica a GHRH hormona hipotaldmica
reguladora de sintesis y liberacion de GH (mencionado en Scarborough et al., 1988;
Cheong et al., 2006; Lin-Su and Wajnrajch, 2002), caracterizada por el estimulo de
crecimiento esquelético muscular y visceral, tiene también una funcién metabdlica y de
reparticion energética en tejido adiposo y movilizacion de grasas (De Graaff et al., 2003).
El aumento de GHRH natural y sus andlogos en la circulacién sanguinea mejora la
retencion de nitrégeno (N), aumentos de peso, y produccién liactea ademds se asocia a
rasgos cuantitativos importantes como: calidad de la canal y crecimiento en bovinos
(mencionado en Scarborough et al., 1988; Cheong et al., 2006), grasa dorsal y ganancia
diaria de peso en porcinos (Franco et al., 2005), y a polimorfismos de GH.

El gen NPY ubicado en el BTA 04 codifica a nuero péptido Y que desarrolla el papel
principal como estimulante del apetito (Bahar and Sweeney, 2008) y es importante para el
consumo de alimento y el control del balance de energia y por lo tanto asociado a peso
corporal, apetito, deposicion grasa y otros rasgos de crecimiento en humanos y ganado en
distintos tejidos (Zhang et al., 2011; Bahar and Sweeney, 2008).

Los genes UCP2 y UCP3 ubicados en el BTA 15 codifican para proteinas desacopladoras
(UCP, por sus siglas en inglés) expresadas en distintos tejidos, en el caso de UCP2, tejido
adiposo, musculo esquelético y del sistema inmune desarrollando un papel principal en la
eficiencia de produccion de ATP /ADP ademds influencia en la secrecion de insulina y
resistencia a la obesidad. Por otra parte el UCP3 se secreta especificamente en musculo
esquelético y estd mds relacionado con metabolismo energético “de cuerpo completo”
interviniendo en el transporte de 4dcidos grasos y regulacion del metabolismo de la glucosa
en el musculo esquelético (Boss et al., 2000; Schrauwen and Hesselink, 2002; Sherman et

al., 2008).
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El gen DGAT codifica para la enzima diacilglicerol O-aciltransferasa el cual cataliza el
paso final en la esterificacion de acidos grasos a partir de diacylglicerol y acyl CoA en la
re-sintesis de triacilgliceroles entre el lumen microsomal (Taga et al., 2011), se localiza en
el BTAI4, ex6n 8. La mutacion DGAT-1 K232A (Tabla 1) estd asociado a mayor
contenido graso de la leche y mayor contenido graso en musculos semitendinosos (Winter
et al., 2002; Thaller et al., 2003a; Grisart et al., 2004).

El gen LEP localizado en el BTA 4, produce un RNA mensajero leptina. Leptina es una
hormona de 16-kDa secretada por las células blancas adipositicas que actian en tejidos
centrales y periféricos regulando el consumo de alimento, gasto de energia y balance de
energia en todo el cuerpo (Houseknecht et al., 1998). El polimorfismo estd dado por
cambio de base C/ T que codifica un cambio de aminoécido; arginina a cisteina, en la base
posicion uno del codon 25 (Buchanan et al., 2002). Altos niveles de mRNA leptina estd
asociado con el aumento de la deposiciéon grasa en bovinos para engorde maduros
(Kononoff et al., 2005), ademds de desempefiar un papel integral en el proceso de
crecimiento (Delavaud et al., 2002). Las concentraciones de leptina circulante se
relacionan con el puntaje de marmoleo, deposicion grasa y grado de calidad de la canal
(Geary et al., 2003).

El gen TG ubicado en el BTA 14 produce a la glucoproteina tiroglobulina, la cual es el
precursor de hormonas tiroideas con papel importante en el metabolismo de la grasa,
crecimiento de adipocitos y la homeostasis de los depdsitos de grasa (Ailhaud et al., 1992;
Casas et al., 2005). El Cambio de base en la posicién 133 G/C ocasiona la mutacién
directamente relacionada con marmoleo (Gan et al., 2008). T3 y T4 han sido asociados con
marmoleo en la canal del ganado negro japonés (Mears et al., 2001). Diversos marcadores
de TG han sido asociados con marmoleo en la canal (Barendse et al., 1999; Barendse et al.,
2004). Aun y cuando los polimorfismos de TG se han asociado a rasgos en la canal
(Barendse et al., 1999; Thaller et al., 2003; Barendse et al., 2004), también existen estudios
en los cuales ninguna asociacion ha sido detectada (Casas et al., 2007).

El gen CAPNI, localizado en el BTA 29 (Page et al., 2002), codifica la proteasa p-calpaina
que estd relacionada con la protedlisis postmortem (Koohmaraie et al., 1996). SNP1:
Polimorfismo en exén 9 del gen CAPNI causado por substitucion C/G (base 5709 de
AF252504) que produce un cambio de aminodcido; de alanina (alelo C) por glicina (alelo
G) en la posicién 316, segin Page (2002.) Los polimorfismos de la calpaina han sido
puestos a prueba muchas veces en estudios de asociacidon para rasgos de calidad en la

carne, mayormente para terneza y marmoleo (Page et al., 2002, 2004; White et al., 2005;
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Casas et al., 2005, 2006; Pinto et al., 2010). SNP2 fue el primer marcador en el gen de
CAPNI1 que mostro asociacion significativa con suavidad en la carne, tanto para B. indicus
como para B. Taurus (White et al., 2005). CAPN1 SNP2: Mutacién silenciosa localizada
en el intrén 18 (base 6545 de AF248054), ocasiona una sustitucién de citosina/timina (C/T)
en la posicion 4751 de acuerdo a White et al. (2005).

El gen CAST codifica a la enzima Calpastatina la cual es un inhibidor de p-calpaina.
Calpastatina tiene una funcién importante en el proceso de suavizacién de la carne por sus
efectos en la regulacién de calpaina. Polimorfismos en el gen de la calpastatina estdn
asociados con la suavidad de la carne segtn lo reportado por Casas et al. (2006) y Morris et

al. (2006).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Lugar del estudio

El muestreo de la presente investigacidon se llevd a cabo en 5 ranchos productores de
bovinos de registro de la AMCGSS en 2 estados de la Reptblica Mexicana: Nuevo Ledn y
Jalisco. Las muestras de sangre fueron remitidas al departamento de biologia molecular y
gendémica adscrito al Laboratorio Central Regional (LCR) del Comité para el Fomento y
Proteccion Pecuaria (CFPP); posteriormente el andlisis de los datos obtenidos del muestro
de rasgos fenotipicos se recibié apoyo por parte del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y por el Consejo Nacional de los Recursos
Genéticos Pecuarios de México (CONARGEN), la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

(UANL) fue depositaria de los datos, anélisis y resultado del estudio.

4.2. Animales experimentales, mantenimiento y alimentacién

Se seleccionaron un total de 222 animales de raza Simmental (n= 179) y Simbrah (n= 43)
para someterlos a mediciones zoométricas, imdgenes ultrasonograficas y andlisis de
marcadores moleculares. Los animales con un maximo de 10 meses de edad (ambos sexos)
sin defectos morfoldgicos y mismo manejo zootécnico, fueron mantenidos en un modelo
de grupos contemporaneos a lo largo del experimento y una racién balanceada adecuada a

sus necesidades metabolicas (NRC, 1996), TND= 2.72 kg, EM= 4.48Mcal, PC=0.471 kg.

4.2.1. Formacion de grupos contemporaneos

El libro de hato en cada una de las explotaciones fue usado para tomar los datos referentes
a progenitores de la cria, fecha de nacimiento y valores productivos del animal. En base a
estos datos se determinaron los grupos contempordneos para cada ganaderia, y se
integraron la mayor cantidad de individuos segin lo marcan los lineamientos de la
Federacién para el mejoramiento de ganado carnico (BIF, 2010). Después de obtener los
datos de peso al nacimiento y peso al destete, se ajustaron los pesos a 205 dias de edad de

individuos con diferentes edades para su alineacion al modelo de grupo contempordneo.

4.3. Datos zoométricos y muestreo de sangre
La circunferencia escrotal fue tomada por medio de una cinta métrica flexible de
testimetria (Nasco®, ID CO7790N) para el caso de los machos; por otro lado se midi6 la

talla corporal utilizando un baston en “L” invertido (Sullivan Supply®, ID 21765). Para el
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pesaje de los animales se utiliz6 una béscula digital (Gallagher® ID G060 e ID G012504,
pantalla de lectura y barras de medicién de carga). Por otra parte, las muestras de sangre
fueron colectadas por puncién de la vena coccigea por medio de instrumento de puncidén
Vacutainer® y tubos EDTA (BD and Company®, tubo de ensayo, aguja, barril de
seguridad para venopuncion), se mezcl6 por inversion y se mantuvo en refrigeracion para

su posterior andlisis de marcadores moleculares.

4.3.1. Coleccion de imagenes de ultrasonido

Se tomaron 3 imdgenes para la puntuacioén y obtencién de un promedio de las mediciones
de drea del ojo de la costilla, grasa dorsal y grasa de la cadera. La toma de imagenes de
ultrasonografia se llevo a cabo por medio de un ultrasonido tiempo real (Aloka SD-900) y
un transductor lineal de 17 cm (3.5 MHz, Aloka®), calibrado segun los lineamientos para
la toma de ultrasonido de mérito en la canal de la Federaciéon para el mejoramiento de
ganado cérnico (BIF-UGC, 2006), para el posicionamiento del transductor en cada una de
las regiones de interés se localiz6 el punto de referencia por medio de palpacién manual;
para AOL fue entre la 12° y 13° costilla, para imagenes de GD se toman en cuenta las
vértebras 11°, 12° y 13°; en el caso de GCA se palpé como referencia la tuberosidad coxal.
Cada una de las zonas antes mencionadas se preparé el drea con la rasuradora Oster
Clipmaster (Sunbeam Products, Inc®. USA), navaja 40, esto para permitir mayor calidad
de imagen al contacto del transductor. El agrupamiento de la informacion se realizé con el
equipo de cémputo BlackBox (software y hardware) (Biotronics, Inc®) y unidad de
almacenamiento USB con capacidad de 1000 individuos, generd un registro por animal
que incluy6: ndmero de identificacion privado, raza, edad, peso, tipo de manejo

zootécnico, TC, CE, e IU.

4.3.2. Aislamiento de ADN a partir de sangre completa

El aislamiento de ADN se llevé a cabo por medio del kit Axy Prep Blood Genomic DNA
Miniprep (Axygen Biosciences, USA) para sangre completa, usando el protocolo Axy
prep, (Axygen Biosciences, 2011) A un tubo eppendorf de 1.5 ml se adicionaron 500ul de
Buffer AP1, posteriormente con una micropipeta (Labnet-Biopipet®) se agregaron 200ul
de sangre completa con anticoagulante, se mezclé en el Vortex Mixer (KMC-1300v,
Vision®) por 10 segundos, después se adicionaron 100ul de Buffer AP2 y mezclado por
Vortex por 10 segundos. Posteriormente se centrifugo (5415¢, Eppendorf®) a 12,000 x g

por 10 minutos a temperatura ambiente para peletizar los remanentes, se colocd la
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minicolumna de preparacién en un eppendorf de 2ml, se colecto el sobrenadante obtenido
del paso anterior en la columna miniprep (Axygen, 2011), después se centrifugd a 6,000 x
g por 1 min. Se desech¢ el filtrado del tubo de 2ml. Para ubicar la columna de nuevo en el
tubo de 2ml. Se agregaron 700ul de Buffer WIA en una columna miniprep y se incubo a
temperatura ambiente por 2 min, para después centrifugar a 6,000 x g por 1 min. Se
desecho¢ el filtrado del tubo de 2ml, y se volvié a ubicar en la columna miniprep, después
se agregd 800ul de Buffer W2 a la columna miniprep y se centrifugo a 12,000 x g por 1
min. Se recupero el filtrado del tubo de 2ml y se colocé de nuevo en la columna miniprep y
se centrifugo a 12,000 x g por un min. El contenido de la columna se colect6 en un tubo de
1.5ml y después se agregd 80ul del Buffer TE. Se incubo a temperatura ambiente por 1

min y después se centrifugo a 12,000 x g por 1 min para extraer el ADN gendmico.

Resumen
Adicion de 500 pl de Buffer AP1 U
I
Adicion de 200 pl de sangre Lisis
completa con anticoagulante
.
Adicion de 100 pl de Buffer AP2 U Precipitaci
i
Adicion de 700 pl de Buffer wWilaA Union
Adicion de B00 pl de Buffer Wz
Adicién de 500 ul de Buffer W2 Lavado
i
Adicidn de 80 pl de Buffer TE cg Extraccian

Figura 1. Diagrama de flujo para extraccion de ADN genémico.

En la cuantificacién del material genético se empled el espectrofotdémetro Nanodrop 2000
(Thermo Scientific®), del ADN extraido se tomaron 2ul de cada muestra para
cuantificacion, de la concentracién obtenida se realizaron los cdlculos y posteriormente

diluciones para lograr una concentracion cercana a 50ng/ul.
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4.4. Amplificacion de fragmentos génicos a través de d-PCR en 16 SNP’s

Las secuencias propuestas para el microchip tienen su origen en publicaciones cientificas
relacionadas con el descubrimiento y deteccion de polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) de los distintos genes que tienen relacién con caracteristicas que mejoran la
produccion cdarnica. Se analizaron 16 loci SNP en un chip de reaccién miiltiple con

discriminacion alélica y generacion de fluorescencia.

Tabla 1. Secuencias de Marcadores Moleculares y sus fluoroforos VIC-FAM.

Gen Marcador Ancestral (VIC) Mutacion (FAM)
CAPN CAPN316 CC GG
CAPN4751 CC GG
CAST SNP1 GG AA
SNP2 AA TT
DGAT DGAT1 K232A AAAA GCGC
GHR SNP1 GG AA
SNP2 GG AA
GHRH SNP1 AA TT
LEP Arg25Cys CC TT
NPY AY491054-284 GG AA
AY491054-666 GG AA
AY491054-30302 TT CcC
ucCp2 SNP1 GG CC
SNP3 GG AA
uCP3 SNP2 GG AA
TG 5°C422T CC TT

4.4.1. Condiciones y parametros para la amplificacion por medio de PCR

El experimento se llevé a cabo con un programa predispuesto para las condiciones de
Optima amplificacion de fragmentos de interés, siendo fijas las concentraciones y
cantidades de ADN y TagMan OpenArray Master Mix® (Tabla 2).

Tabla 2. Componentes de la reaccion de d-PCR.

Preparacién de PCR

Reactivo Volumen para una reaccion
TaqMan OpenArray Master Mix (2x) 2.5ul
ADN gendémico 2.5ul (50ug/ul)
Volumen total por pozo en 384 5.0ul
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La concentracién de ADN que se utiliz6 fue la recomendada en el manual para el Chip de
OpenArray® (AppliedBiosystems, 2011). Se utiliz6 una concentraciéon de 47.6 ng/ul de
ADN, la placa de 384 pozos es el lugar donde se mezclo con TagMan OpenArray Master
Mix, esta formulaciéon incluyé todo para el experimento de PCR en placa: enzima,
nucledtidos, referencia pasiva ROX y buffer, en su forma original se encuentra a

concentracion 2X, el factor de dilucién para usarse a concentracion final de 1X.

El modo en que se pasé de la placa de 96 a 384 pozos fue la siguiente: en una placa de 96
pozos se deposita el material genético siguiendo un orden consecutivo, con una pipeta de
12 canales se depositan en la placa de 384 pozos, 2.5ul de TagMan MasterMix® (Applied
Biosystems, USA), y después 2.5ul de ADN genomico a concentracion de 47.6ul, de
manera intercalada segtn el diagrama de llenado de la placa 384 pozos, para facilitar esta
tarea se marcé una linea que delimita la zona correspondiente a cada placa OpenArray®, al
terminar el llenado de la placa se sell6 con aluminio para evitar que las muestras, por su

bajo volumen, se evaporaran ademads de permitir su almacenaje a -20°C.

El modo en que se paso de la placa de 384 pozos a el Chip OpenArray® fue la siguiente: el
formato que se utiliz6 en este estudio fue el de 16 x 144 (16 marcadores moleculares x 144
individuos probados) por placa y placa parcial en su caso. En cada subarreglo se
dispensaron 3 muestras diferentes de ADN por subarreglo a través del NT accufill® (Brazo
robético, AppliedBiosystems, USA).

Se cortd el aluminio de la serie de muestras que fueron cargadas a la placa de acero,
siguiendo la guia de identificacion numérica unica para la placa, se ubicaron las puntillas
especiales para el brazo robético en el casete Tip block® (AppliedBiosystems, USA),
después se coloco la placa de acero sobre el soporte de auto llenado, el NT accufill® fue
programado una vez colocada la placa, el robot comenz6 a llenar las puntillas e ir
desechando las puntillas utilizadas hasta completar el programa pre-establecido de llenado
para placa. Seguido del llenado de la placa se debe extraer la lamina de la cabina de auto
llenado y depositarlo en el casete de vidrio de calidad Optica dispuesto para el termo
ciclado, se deslizé suavemente la ldmina dentro del casete y se llené con el aceite de
inmersion, contenido en la pipeta incluida en el kit, para finalizar sellando el casete con el
polimero susceptible a rayos UV en el sellador de emision de rayos UV, esto por 2 minutos

aproximadamente.
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Una vez cargado el chip con la mezcla de reactivos y ADN del sujeto se procedi6 a realizar
la amplificacion de los fragmentos de interés por medio del termo-ciclador en placa
GeneAmp PCR system® (AppliedBiosystems, USA) con programa predeterminado de
amplificacién (Tabla 3).

Tabla 3. Temperaturas y tiempos de duracion de ciclos para la PCR del chip
(OpenArray Genotyping Case).

Tiempos y temperatura

Inicio Ciclo (50 en total).
Desnaturalizar Alineamiento/Extension
HOLD Ciclo
93°C por 10 minutos 94°C por 13 segundos 60°C por 1 minuto

2 Desnaturalizar:

! l :
1 Hold: 93°C : 95°C 9a°C : 2 Hold:
53°C .
| | 25°C .
/ 10:00 | 045 0:13 >1a | 4°c
| . | 2:00
| |
! ‘.

Figura 2. Cambios de temperatura y tiempos (minutos) por ciclo en PCR.

4.4.2. Discriminacion alélica y Deteccion de Fluorescencia

La discriminacioén alélica se llevé a cabo en base al ensayo 5 ‘nucleasa, consta de una sonda
de hibridaciéon incluida en la PCR que se anclé por accion de la DNA Taq
(AppliedBiosystems, 2001). Para detectar fluorescencia fue necesaria la excitaciéon de
reporteros fluoroforos (VIC-FAM), utilizando el termociclador OpenArray NT cycler

7900® (AppliedBiosystems, USA). Las secuencias y mutaciones se presentan en tabla 4.
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Tabla 4. Marcadores moleculares, sus genotipos y codificacion numérica.

Gen Marcador SNP Homocigoto (0) Heterocigoto (1) Homocigoto (2)
GHR SNP1 AA AG GG
SNP2 AA AG GG
GHRH SNP1 AA AT TT
NPY SNP1 GG GA AA
SNP2 GG GA AA
SNP3 TT TC CC
UCP2 SNP1 GG GC CC
SNP3 GG GA AA
UCP3 SNP2 AA GA GG
DGAT SNP1 GCGC AAGC AAAA
LEP SNP1 CcC CcT TT
TG SNP1 CcC CT TT
CAPN SNP1 GG GC CC
SNP2 TT TC CC
CAST SNP1 GG GC CC
SNP2 TT CT CC

Se generaron gréficas de dispersion las cuales fueron almacenadas en archivos
computacionales para cada corrida. Las muestras fueron guardadas a 4°C con capacidad de

ser leidas en los proximos 5 dias después de su preparacion.

4.4.3. Anailisis e interpretacion de los datos

El software OpenArray® asigno automaticamente los genotipos a las muestras
identificadas en cada uno de los experimentos individuales. Las muestras que resultaron
sin asignacidn, se corrieron en experimentos subsecuentes para confirmacioén de error o

correccion de resultado.

4.5. Analisis Estadistico

Debido a que ambas razas tuvieron comportamiento estadistico similar, se analizaron de
manera conjunta (n=222). Se evaluaron los loci para las variables de rasgos de importancia
econémica (ERT). Al comparar los niveles correspondientes al genotipo (0, 1 y2) en un
Andlisis de varianza (ANVA) basado en un modelo lineal univariado se encontraron
diferencias significativas entre los distintos niveles. La comparacién de medias por
Diferencia minima significativa de Fisher (DMS) mostro que distintos niveles de los

genotipos resultaron con mejores mediciones para las ERT’s en la poblacion estudiada.
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Aquellos SNP’s donde no hubo detecciéon de fluorescencia (NC) fueron excluidos del

analisis estadistico.

El modelo estadistico utilizado fue:

Yij=p+ Ai + Gj + eij
Dénde: Yij= ERT analizado, u= Media general del ERT, Ai= Efecto fijo de grupo, Gj=

Efecto del j-esimo genotipo en el locus asociado, eij= error aleatorio asociado a la muestra.
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5. RESULTADOS
Las medias y desviacién estidndar de rasgos de importancia econdmica (ERT) para

participantes se describen en la tabla 5.

Tabla 5. Descripcion de ERT medidas, sus medias y desviacion estandar.

Caracteristica Medida Abreviacion

Peso Ajustado a los 205 dias de edad (Kilogramo) Paj205 227.15 52.29
Circunferencia escrotal (centimetro) CE 33.07 3.89
Talla corporal (centimetro) TC 6.08 1.35

Porcentaje de grasa intramuscular (%) % GI 2.14  0.89
Marmoleo Marm 391 0.51

Grasa dorsal (pulgada) GD 0.10 0.04
Grasa de la cadera (pulgada) GCA 0.08  0.07
Area del ojo del lomo (longissimus dorsi)(pulgada) AOL 10.20 2.38
Rendimiento de la canal CPYG 224  0.11

Diferencia esperada de la progenie Peso al Nacimiento DEP PN 0.30 0.30
Diferencia esperada de la progenie Peso al destete directo DEP PDD 299 394
Diferencia esperada de la progenie Peso al aiio DEP PA 1.26  2.56

El material genético fue sometido a apareamiento de sondas fluoroforas (VIC=
Homocigoto 0; intermedio= Heterocigoto 1; FAM= Homocigoto 2 y NC= sin reaccién) y
discriminacién alélica, a partir del cual se obtuvieron los resultados de frecuencia alélica

para los loci propuestos, como se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6. Frecuencia alélica de los SNP’s en la poblacion estudiada (n=222).

Gen SNP % Homocigoto (0) % Heterocigoto % Homocigoto % NC
) (2)

GHR SNPI 13.12 23.08 39.37 24.43
SNP2 18.10 36.20 35.76 9.95

GHRH SNP1 17.19 28.51 38.01 16.29
NPY SNPI1 9.05 29.38 41.18 19.91
SNP2 3.17 19.46 43.89 33.48

SNP3 22.17 34.39 23.98 19.46

UCP2 SNP1 56.56 19.00 9.05 15.38
SNP3 4.52 29.41 54.30 11.76

UCP3 SNP2 4.98 12.22 47.96 38.84
DGAT SNPI 66.06 15.84 4.52 13.57
LEP SNP1 40.27 42.08 12.22 5.43
TG SNP1 38.46 31.67 19.46 10.41
CAPN SNPI 1.81 2.71 74.66 20.81
SNP2 17.19 34.39 40.27 7.78

CAST SNPI1 4.07 21.72 56.56 17.65
SNP2 18.55 45.70 26.24 9.50

Los resultados del andlisis estadistico indican asociacién en distintas ERT con genes y
locus en el genoma. A continuacién los resultados y sus respectivas tablas por gen

seleccionado.

5.1. GHR (Receptor de Hormona del Crecimiento)

Asociaciones entre los SNP’s de GHR y ERT (crecimiento y calidad de la canal) fueron
analizadas en la poblacion (Tabla 7). SNP1 en su alelo mutado se present6 en un 39.37%
de la poblacién muestreada y fue asociado con AOL (P<0.05), DEP PN (P<0.01),
mostrando mejores mediciones aquellos con el genotipo 1 para ambas caracteristicas,
segin DMS (P<0.05). Asi mismo SNP 2, alelo mutado, se presentdé en 35.76% de los
individuos y fue asociado con PN (P<0.05), Paj205 (P<0.01), AOL (P<0.05), DEP PN
(P<0.05), y DEP PDD (P<0.05), segtin DMS (P<0.05) mejores mediciones individuos con

genotipos: 2, 2, 1, 1 y 2, sucesivamente.
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Tabla 7. Asociaciones en SNP’s GHR con ERT; significancia y prueba de DMS.

ANVA (P<)  genotipo X DMS (P<0.05)
Caracteristica SNP
Crecimiento
PN SNP2 0.05 2 39.230 b
Paj205 SNP2 0.05 2 250.087 a
Calidad de la canal
AOL SNP1 0.05 1 10.556 a
SNP2 0.05 1 10.802 a
DEP’s
DEP PN SNP1 0.01 1 0217 b
SNP2 0.05 1 0485 b
DEP PDD SNP2 0.05 2 3742 a

5.2. GHRH (Hormona Liberadora de Hormona del Crecimiento)

Asociaciones en el SNP para GHRH y ERT relacionados con crecimiento y calidad de la
canal fueron analizados en la poblacién (Tabla 8). SNP1, en su alelo mutado, fue detectado
en 38.01% de la poblaciéon muestreada y fue asociado con PN (P<0.01), GD (P<0.01),
CPYG (P<0.01) y DEP PN (P<0.05), resultando mejores mediciones aquellos con el

genotipo 2 para cada caracteristica, segun DMS (P<0.05).

Tabla 8. Asociaciones en SNP GHRH con ERT; significancia y prueba de DMS.

ANVA (P<) genotipo X DMS (P<0.05)

Caracteristica
Crecimiento

PN 0.01 2 39442 b
Calidad de la canal

GD 0.01 2 0.088 b

CPYG 0.01 2 2222 b
DEP’s

DEP PN 0.05 2 0275 a
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5.3. NPY (Neuro Peptido Y)

Asociaciones entre los SNP’s para NPY y ERT, relacionados con crecimiento y calidad de
la canal fueron analizadas en la poblacién estudiada (Tabla 9). E1 SNP1 estuvo presente en
41.18% en dicha poblacién, en su alelo mutado, y fue asociado con PN (P<0.01), TC
(P<0.01) y DEP PDD (P<0.05), demostrando mejores mediciones con los genotipos: 2, 1 y
1 respectivamente, segun la prueba de DMS (P<0.05). Asi mismo SNP2 se presentd en su
alelo mutado, en el 43.89% de la poblacién muestreada y fue asociado con PN (P<0.05),
Paj205 (P<0.05), CE (P<0.01), TC (P<0.05), Marm (P<0.05) y AOL (P<0.01), obteniendo
mejores medidas los individuos con genotipo: 1, 2, 2, 2, 0 y 2 respectivamente, segtin el
andlisis DMS (P<0.05). SNP3 se detect6 en su alelo mutado en 23.98% de los individuos
muestreados y fue asociado con CE (P<0.01), %GI (P<0.05), CPYG (P<0.01) y DEP PA
(P<0.05), demostraron mejores resultados aquellos con genotipo: 0, 2, 1 y 1

respectivamente, segin DMS (P<0.05).

Tabla 9. Asociaciones en SNP’s NPY con ERT; significancia y DMS.

Caracteristica NPY ANVA (P<) Genotipo X DMS (P<0.05)
Crecimiento
PN SNP1 0.01 2 38.085 b
SNP2 0.05 1 39.293 b
Paj205 SNP2 0.05 2 263.063 a
CE SNP2 0.01 2 36.500 a
SNP3 0.01 0 34.667 a
TC SNP1 0.01 1 6.571 a
SNP2 0.05 2 7416 a
Calidad de la canal
% GI SNP3 0.05 2 2423 a
Marm SNP2 0.05 0 4.091 a
AOL SNP2 0.01 2 13.713 a
CPYG SNP3 0.01 1 2183 b
DEP’s
DEP PDD SNP1 0.05 1 3210 a
DEP PA SNP3 0.05 1 2509 a
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5.4. UCP 2y 3 (Proteina desacopladoras)

Los polimorfismos de UCP2 y UCP3 muestran asociaciéon con rasgos productivos de
crecimiento y calidad de la canal en la poblacién estudiada (Tabla 10). UCP2 SNPI se
presento en su alelo mutado en un 9.05% de la poblacién y fue asociado (P<0.05) con GD,
CPYG, DEP PA, mostrando resultados favorables en los genotipos: 0, 0 y 2
respectivamente, segun el andlisis de DMS (P<0.05). UCP2 SNP3, en su alelo mutado,
estuvo presente en 54.30% de la poblacién muestreada y fue asociado con GD (P<0.01),
CPYG (P<0.01), DEP PN (P<0.05) y DEP PA (P<0.05), resultando con mejores
mediciones con los genotipos: 2, 2, 2, 0, respectivamente, segin DMS (P<0.05). UCP3
SNP2, en su alelo mutado, fue detectado en 47.96% de los animales muestreados y se
asoci6 (P<0.01) con PN, GD, CPYG y DEP PDD, mostrando mediciones mds favorables
en los genotipos 2, 2, 2 y 0, respectivamente, segun el andlisis de DMS (P<0.05).

Tabla 10. Asociaciones en SNP’s UCP2 y UCP3 con ERT; significancia y DMS.

Caracteristica ANVA (P<) Genotipo X DMS (P<0.05)
Crecimiento
PN UCP3 SNP2 0.01 2 38.544 b
Paj205 UCP2 SNP3 0.05 0 280.775 a
Calidad de la canal
GD UCP2 SNP1 0.05 0 0.096 b
UCP2 SNP3 0.01 2 0.086 b
UCP3 SNP2 0.01 2 0.097 b
CPYG UCP2 SNP1 0.05 0 2236 b
UCP2 SNP3 0.01 2 2212 b
UCP3 SNP2 0.01 2 2238 b
DEP’s
DEP PN UCP2 SNP3 0.05 2 0.254 b
DEP PDD UCP2 SNP3 0.01 0 11.287 a
UCP3 SNP2 0.01 0 8.072 a
DEP PA UCP2 SNP1 0.05 2 5.156 a
UCP2 SNP3 0.05 0 8225 a
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5.5. DGAT (Diacilglicerol Transferasa)

El polimorfismo DGAT SNP1 se asocié a ERT de crecimiento y calidad de la canal (Tabla
11). SNP1 en su alelo mutado se detecté en un 9.05% de la poblacién y fue asociado a PN
(P<0.05), GD (P<0.01) y GCA (P<0.05), siendo mejores mediciones el genotipo 0, segin
DMS (P<0.05).

Tabla 11. Asociaciones en SNP DGAT con ERT; significancia y DMS.

DGAT ANVA (P<) genotipo X DMS (P<0.05)
Crecimiento

PN 0.05 0 39.752 b
Calidad de la canal

GD 0.01 0 0.094 b

GCA 0.05 0 0.071 a

5.6. LEP (Leptina)

Asociaciones entre el SNP LEP y ERT de crecimiento y calidad de la canal fueron
analizadas (Tabla 12). SNP1 se detect6é en su alelo mutado en 12.22% de los individuos
muestreados y fue asociado con Marm (P<0.05) y DEP PDD (P<0.01), mostrando mejores

mediciones el genotipo 2 en ambas mediciones, segiin DMS (P<0.05).

Tabla 12. Asociaciones en SNP LEP con ERT; significancia y DMS.

LEP ANVA (P<) genotipo X DMS P<0.05)
Caracteristica
Calidad de la canal
Marm 0.05 2 3.998 a
DEP’s
DEP PDD 0.01 2 5.061 a

5.7. TG (Tiroglobulina)
Asociaciones entre el polimorfismo TG y rasgos productivos relacionados con crecimiento
y calidad de la canal fueron analizadas en la poblacién estudiada (Tabla 13). E1 SNP1 en su

alelo mutado, se detect6 en 19.46% de los animales participantes y fue asociado con PN

(P<0.05), CE (P<0.01), Marm (P<0.05), GD (P<0.05), AOL (P<0.01), CPYG (P<0.05),
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DEP PDD (P<0.05) y DEP PA (P<0.05), resultando en mejores mediciones con el
genotipo: 0, 1, 2,2, 1,2, 1 y 2, segtin la prueba estadistica DMS (P<0.05).

Tabla 13. Asociaciones en SNP TG con ERT; significancia y DMS.

TG ANVA (P<) genotipo  x DMS (P<0.05)
Crecimiento
PN 0.05 0 38.810 b
CE 0.01 1 357785 b
Calidad de la canal
Marm 0.05 2 4.051 a
GD 0.05 2 0.090 a
AOL 0.01 1 10977 a
CPYG 0.05 2 2220 b
DEP’s
DEP PDD 0.05 1 4414 a
DEP PA 0.05 2 3974 a

5.8. CAPN (Calpaina)
El SNP1 en su alelo mutado, fue detectado en 74.66% de la poblaciéon muestreada. Por otra

parte el SNP2 se present6 en 40.27%, en su alelo mutante, de los individuos muestreados.

5.9. CAST (Calpastatina)
El locus SNP1 estuvo presente en 56.56%, en su forma mutada, de los animales
muestreados. El SNP2 se detectd, en su condicion mutada, en 24.24% de los individuos

participantes.
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6. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue detectar polimorfismos de los genes propuestos y su
asociacion con los rasgos de importancia econémica (ERT) en el ganado productor de
carne. Un cromosoma estd formado por genes, secuencias especificas que tienen efecto y
funcion en la morfologia y fisiologia del individuo (Brandenberg et al., 2011). Las pruebas
de ADN permiten hacer evaluaciones poco después del nacimiento (Garrick, 2013;
Thallman, 2004) o desde una etapa embrionaria, ventaja importante para rasgos
productivos que solo pueden ser medidos después de cierta edad para tomar decisiones de
seleccion, después de la muerte de un individuo sobresaliente y aquellas limitadas por su
costo o por el sexo del individuo (Thallman, 2004). Aunque las caracteristicas medibles
sean poligénicas y polimorficas, un semental puede ser analizado gendmicamente para los
marcadores polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) disponibles, de modo que se
obtengan estimados mds relevantes y de mayor confiabilidad para los marcadores
moleculares (MM) y basar en este procedimiento la seleccion de individuos (Garrick,

2013; Newman, 2011).

6.1. Gen GHR (Receptor de la Hormona del Crecimiento)

Polimorfismos para el gen GHR fueron estudiados por Sherman et al. (2008) para
asociacion a rasgos de calidad en la canal y su calificacién después del sacrificio de
bovinos (Continental x Vaquillas Hibrido Britdnico para carne, n=464), los resultados
mostraron una asociacion con caracteristicas de crecimiento (peso final en la prueba)
medicion similar a la realizada en nuestro estudio (Paj205). Esto también ha sido reportado
por Curi et al. (2006) donde asocia polimorfismos de GHR con rasgos de crecimiento
(peso al final de la prueba y peso de la canal).

Para las caracteristicas de calidad de la canal Sherman et al. (2008) y Curi et al. (2006) no
reportan una asociacion significativa para la medicion de AOL; en cambio el presente
estudio muestra una asociacién (P<0.05) en ambos polimorfismos propuestos para AOL.
Esta misma asociacion se encontr para AOL en ganado bovino de la raza Nelore (Gomes
et al., 2013, n=290).

La funcioén fisiolégica de GHR consiste en la regulacion del crecimiento a través de su
activacion por medio la hormona del crecimiento (Breier et al., 2000; Philips et al., 1995),

sin embargo, la activaciéon de la hormona GH tiene muchas otras funciones como la
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promocién del crecimiento lineal, reposicion proteica, sintesis de grasas, oxidacién de
acidos grasos, movilizacién de grasa corporal (Breier et al., 2000; Renaville et al., 2002).

Se han reportado asociaciones con otros rasgos de deposicion grasa donde un fragmento de
1,195 pares de bases de ADN fue re-secuenciado y se realiz6 un andlisis de asociacién de
genotipo con fenotipo para la medicién de grasa de las costillas en ganado Brangus (Garret
et al., 2008). No se encontrd reporte previo de relaciéon con mediciones PN ni tampoco
DEP - PN y DEP - PDD las cuales resultaron significativas en este estudio y mds favorable

que la media de la poblacién para dichas caracteristicas.

6.2. Gen GHRH (Hormona Liberadora de Hormona del Crecimiento)

Estudios realizados por Connor et al. (1999, 2000b) en bovinos de raza Angus (n=56 y
n=72), relacionan la aplicacion de GHRH con distintos rasgos de interés productivo como
crecimiento y GD, por medio de la medicién de respuesta de GH a aplicaciones de GHRH
y su célculo del area bajo la curva, animales mds responsivos a GH demostraban ser mas
magros. Del mismo modo Cheong et al. (2006) asocia mediciones ERT y polimorfismos
re-secuenciados del gen GHRH, en vaquillas (n=428) no emparentadas hijas provenientes
de 76 toros distintos de la raza carnica Hanwoo, nativa de Corea. Los resultados indican
asociaciones con rasgos de peso de la canal y AOL. En nuestro estudio se presenta una
clara asociacién (P<0.01) del locus propuesto y rasgos de crecimiento (PN) y calidad de la
canal (GD y CPYG), mostrando mediciones favorables en el genotipo 2 en comparacién a
la media de la poblacién estudiada (PN= 39.442 vs. 40.370; GD= 0.088 vs. 0.10; CPYG=
2.222 vs. 2.240). Asi mismo Zhang et al. (2012) en un estudio de asociacién de rasgos
productivos con el gen GHRH basado en ganado bovino nativo de China (n=105), los
resultados indican el efecto del locus propuesto en el crecimiento del ganado Nanyang a
los 6, 12, 18 y 24 meses de edad. El aumento de GHRH natural y sus analogos en la
circulaciéon sanguinea mejora la retencién de nitrégeno (N), aumentos de peso, y
produccién lactea ademds se asocia a rasgos cuantitativos importantes como: calidad de la
canal y crecimiento en bovinos (Scarborough et al., 1988; Cheong et al., 2006), grasa

dorsal y ganancia diaria de peso en porcinos (Franco et al., 2005), y a polimorfismos de

GH.

6.3. Gen NPY (Neuro Peptido Y)
Se han reportado loci para rasgos cuantitativos (QTL’s) en el cromosoma autosomal

bovino (BTA) 04 para rasgos productivos, incluidos de puntaje de marmoleo y AOL
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(Mizoshita et al., 2004). Zhang et al. (2011) asocian rasgos productivos con locus para el
gen NPY en razas chinas productoras de carne. Los resultados indican una asociacién del
locus con rasgos de crecimiento incluidos peso corporal y TC a los 180 dias, similar a lo
encontrado en el presente estudio donde existe una asociacién con TC y Paj205.

En animales cruzados Continental x Vaquillas Hibrido Britdnico para carne tres SNP’s
para NPY mostraron solo una tendencia a asociacion de los rasgos para crecimiento (Peso
al final de la prueba, peso de la canal al final de la prueba, Marm, GD y grado de calidad)
(Sherman et al., 2008).

Por otro lado, el presente estudio muestra una asociacién significativa con rasgos de
crecimiento (Paj205) y calidad de la canal (Marm y CPYG). Su aumento regula la
secrecion de leptina ademds de participar en la regulacion de GH. Las funciones del
péptido NPY incluyen la regulaciéon de la homeostasis, conversion alimenticia, potente
estimulante del apetito y consumo de agua, antilipolitico, ademds de encontrarse en sistema
nervioso central y tejidos periféricos (Bahar and Sweeney, 2008; mencionado por Smitka
et al., 2013). Lo anterior comprobado en los experimentos de Tiesjema et al. (2007) donde
la sobreexpresion del gen NPY produjo hiperfagia prolongada y aumento del peso
corporal, debido al aumento de las porciones alimenticias consumidas. No se encontraron
reportes previos para CE y TC sin embargo estas mediciones estdn directamente
relacionadas con el peso a 205 dias en bovinos de carne (Boligon et al., 2010; Vargas et al.,
2000). Para la medicién PN no se encontraron reportes previos de asociacion en bovinos.
Sin embargo, ratas con una dieta baja en proteinas sus crias resultaron con menores pesos
al nacimiento, pero un crecimiento mas rapido en dietas altas en proteina, ademds estas
crias mostraron disfuncién metabdlica en edad adulta, debido a la sobre expresion del gen
NPY, y por lo tanto, aumento en la circulacién del péptido desencadenando la ruta
adipogénica visceral, por lo tanto la dieta restringida en las madres resulto en la activacion

de sobre expresion del gen y su producto en las crias (Han et al., 2012).

6.4. Gen UCP (Proteina desacopladora)

Kim et al. (2003) reportan deteccién de QTL’s en el BTA 15 relacionados con porcentaje y
distribucién de grasa pélvica, en rifién y corazon en relacion con el peso final de la canal.
Los genes UCP2 y UCP3 y sus polimorfismos han sido relacionados con la eficiencia
metabolica, alimenticia y crecimiento en ganado bovino segun el estudio presentado por
Sherman et al., (2008), bovinos (n=464) de cruza compuesta (Continental x Vaquillas

Hibrido Britdnico para carne). Los resultados demuestran asociacién con peso final en la
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prueba, carne magra resultante y promedio de grasa dorsal. En el presente estudio estas
medidas estdn relacionadas con caracteristicas de crecimiento (Paj205) y calidad de la
canal (CPYG y GD). Asi mismo, el estudio presentado por Ryu (2012) se analizé un
polimorfismo para UCP2 y sus asociaciones con caracteristicas fenotipicas de las canales
en vaquillas Bos taurus (n=380) autéctono (Ganado coreano de raza Hanwoo) no
emparentadas, se sacrificaron a los 871 dias de edad. Los resultados indicaron que el
polimorfismo para UCP2 mostro asociacion significativa (P<0.05) con rasgos fenotipicos
de la canal, incluidos grasa dorsal y peso de la canal. Existen antecedentes de que UCP2
estd relacionado con la termogénesis en células adipositicas blancas en la etapa adulta,
ademds de expresarse en tejidos diversos, incluidos: musculo esquelético, corazén, rifiones
y pulmones, entonces se dice que esta relacionado con el mantenimiento de la energia en el
ganado (McDaneld et al., 2002). UCP3 se expresa principalmente en musculo esquelético,
células adipositicas marrones y en menor medida en el corazén, teniendo asociacién con
caracteristicas de obesidad y diabetes tipo 2 (resistencia a insulina) en poblaciones
humanas (mencionado en Boss et al., 2000). Smith et al. (2004) mide las concentraciones
de mRNA RNA de UCPI en fetos, recién nacidos y becerros de las razas Angus y
Brahman. Los resultados indican que este gen y sus productos son importantes para la
lipogénesis a partir de adipocitos marrones asi como su metabolismo para la termogénesis
y mantenimiento homeostatico, del mismo modo Dwyer and Morgan (2006) relacionan el
peso al nacimiento con la temperatura rectal en crias de oveja. Evidencias entre el gen
UCP3 y actividad termogénica al nacimiento no han sido reportadas. La familia de genes
UCP estd altamente ligada con la distribucién de energia y caracteristicas productivas
relacionadas, incluidas: pesos corporal, distribucion de tejido graso (blanco y marrén) en el
cuerpo, metabolismo energético, eficiencia alimenticia, entre otros (Boss et al., 2000; Taga

et al., 2011; Zhang et al., 2011).

6.5. Gen DGAT (Diacilglicerol Transferasa)

QTL’s para rasgos de marmoleo y GD los cuales son considerados de importancia
econdmica en ganado cdrnico han sido localizados en regiones del BTA 14 (Mizoshita et
al., 2004). La investigacién desarrollada por Souza et al. (2010) en ganado Nelore (n=357)
donde se tomaron medidas para PN, GD y GCA. Los resultados indican una tendencia a
asociacion para PN, mientras que otras caracteristicas medidas no se observo una
influencia del polimorfismo debido a la baja frecuencia de los genotipos. En la presente

investigacion se encontrd asociacion significativa en PN y GD asi como GCA. En un
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estudio desarrollado por Thaller et al. (2003) en dos razas de bovinos, Holstein Alemén
(n=28) y Charolais (n=27) de distintos origenes, se investiga el efecto del gen DGATI
sobre mediciones de contenido graso en musculos semitendinosos y contenido graso en m.
longissimus dorsi después del sacrificio, resultando en una asociacién significativa con
caracteristicas de deposicién de grasa. Coincidiendo con Wu et al. (2005) en ganado
bovino de la raza Wagyu donde se asocia a grasa subcutdnea. La enzima DGAT interviene
directamente en el sintesis de triglicéridos (Grisart et al., 2002; Winter et al., 2002), as{
mismo en un estudio en ratones infectados con un adenovirus para la transfeccion del gen
DGAT]1, los resultados mostraron sobreexpresion del gen y por lo tanto un incremento en
deposicion grasa en el drea gonadal debido al aumento en circulacién de lipoproteinas de

muy baja densidad, lo cual puede desencadenar obesidad (Yamazaki et al., 2005).

6.6. Gen LEP (Leptina)

El BTA 04 ha sido estudiado para detectar QTL’s para rasgos productivos, incluidos de
puntaje de marmoleo (Mizoshita et al., 2004). Kononoff et al. (2005) analizaron 1,435
canales de novillos para consumo y 142 canales de vaquillas para consumo,
predominantemente Bos Taurus Europeo o Britdnico en busqueda asociaciones entre el
polimorfismo para LEP y caracteristicas de importancia econémica. Los resultados de ese
estudio demuestran una asociacion significativa del polimorfismo con marmoleo (calidad
de la canal). En el presente trabajo esta caracteristica resulto con una asociacion
significativa. Del mismo modo un estudio presentado por Souza et al. (2010) donde se
analizan otros polimorfismos de LEP basado en bos indicus de raza Nelore (n=357). Los
resultados indican que presentan efectos significativos en las mediciones de deposicion
grasa (grasa dorsal). La leptina se encuentra predominantemente en el adipocito, sin
embargo es secretada al torrente sanguineo y esta tiene efecto en gran cantidad de tejidos
periféricos y el cerebro (Hausman et al., 2009), animales tratados (central o
sistémicamente) con inyecciones de leptina experimentan reduccién en la ingesta,
remocion de depdsitos grasos, pérdida de peso y un incremento en el metabolismo
energético, ademds se sabe que en ratones y humanos en condiciéon magra, la leptina

circula de manera conjugada (Houseknecht et al., 1998).

6.7. Gen TG (Tiroglobulina)
Regiones del BTA 14 han sido reportadas con QTL’s para rasgos de importancia

econdmica en ganado cdrnico, incluidas las caracteristicas AOL, CPYG (Macneil and
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Grosz, 2002), peso de la canal al sacrificio (Kim et al., 2003), peso al nacimiento (Peters et
al.,, 2012), Peso vivo a los 9 meses, peso vivo antes del sacrificio, marmoleo y GD
(Mizoshita et al., 2004).

En el estudio desarrollado por Gan et al. (2008) basado en distintas razas de bos indicus y
bos Taurus una variedad de SNP’s para el gen TG. Los resultados sefalan asociaciones
significativas con caracteristicas de crecimiento (Peso vivo y peso de la canal),
caracteristicas de calidad de la canal (AOL) y deposicién grasa (Marm y GD). En el
presente estudio se encontrd asociacién con rasgos de calidad de la canal (AOL) y
deposicion grasa (Marm y GD). En la investigacion desarrollada por Thaller et al. (2003)
en dos razas de bovinos, Holstein Aleman (n=28) y Charolais (n=27) de distintos origenes,
investiga el efecto del gen TG sobre mediciones después de sacrificio, incluidas: contenido
graso en musculos semitendinosos y contenido graso en m. longissimus dorsi. Los
resultados una asociacién significativa entre las mediciones y el SNP propuesto. Asi
mismo el trabajo publicado por Wood et al. (2006) se analizan los resultados de 14
publicaciones de distintos grupos de investigacion disponibles hasta ese momento, por
medio del método estadistico Bayesiano jerdrquico para el polimorfismo propuesto,
resultando en una asociacion significativa con la medicién de marmoleo. La tiroglobulina
como precursor de las hormonas tiroideas estdn estrechamente relacionadas con el
metabolismo de los depdsitos grasos, desarrollo y su mantenimiento (Casas et al., 2005);
por lo tanto se sabe que afectan también a otros depdsitos grasos como grasa subcutdnea y
el porcentaje de grasa en tejidos en general, ya que las yodotironinas afectan la
diferenciacion de los adipocitos (Fortes et al., 2010). El gen de la tiroglobulina es
ampliamente utilizado para MAS y comercialmente a través de kits comerciales (Van
Eenennaam et al., 2007) de deteccion para mejorar caracteristicas de calidad de la canal y
deposicion grasa en distintos paises con hatos de produccion carnica importantes (Shin et

al., 2007).

6.8. Gen CAPN (Calpaina)

En el experimento de d-PCR y andlisis de discriminacion alélica determiné el
apareamiento exitoso de las sondas fluoroforas de los marcadores moleculares,
demostrando que los polimorfismos identificado como CAPN1 SNP1 y CAPN SNP2
(Tabla 1) se encuentran en la poblacion estudiada. Sin embargo, no existen mediciones

complementarias en este estudio pues la mayoria de estas mediciones son al sacrificio del
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individuo, debido a que estos animales experimentales son candidatos a sementales y

vientres de remplazo no se puede realizar la coleccion de estos datos.

6.9. Gen CAST (Calpastatina)

En el experimento de d-PCR y andlisis de discriminacién alélica determiné el
apareamiento exitoso de las sondas fluoroforas de los marcadores moleculares,
demostrando que los polimorfismos identificado como SNP1 y SNP2 para el gen CAST
(Tabla 1) se encuentran en la poblacién estudiada. Sin embargo, no existen mediciones
complementarias en este estudio pues la mayoria de estas mediciones son al sacrificio del
individuo, al ser estos animales experimentales candidatos a sementales y vientres de

remplazo no se puede realizar la toma de estas mediciones.
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7. CONCLUSIONES

Integrar a los individuos al modelo de grupos contempordneos, tiene un efecto directo en la
obtencion, ajuste y andlisis de los valores productivos, EPD’s y mediciones por medio de
ultrasonido; facilitando el agrupamiento de los datos y el andlisis de los mismos.

Ambas razas, Simmental y Simbrah, se comportan estadisticamente igual.

La utilizacién del chip de microarreglo, excitacion de sondas fluoroforas y discriminacidén
alélica, son efectivas para la deteccion de mutaciones en marcadores moleculares.

El modelo estadistico lineal univariado permite la asociacion de SNP’s propuestos con
rasgos de importancia econémica y productiva, en ganado de doble propdsito.

Los marcadores moleculares SNP propuestos se encuentran en la poblacion Simmental y

Simbrah estudiadas.
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