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Resumen

Los recientes avances en € conocimiento del genoma bovino y e desarrollo de métodos
moleculares, han permitido identificar regiones cromosdémicas y genes asociados con caracteres de interés
productivo. El gen PPARGC1a (gen del coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por proliferadores
peroxisdmicos) esté involucrado en la diferenciacion del tipo de fibra muscular y €l depdsito de grasa parda.
Por su rol fisiologico es considerado un candidato para terneza y contenido de grasa. Se identificaron dos
polimorfismos (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms) en e ex6n 8 a comparar las secuencias de ADN de
24 toros de uso en IA y no relacionados, de cuatro razas diferentes (7 Angus, 9 Brangus, 6 Brahman y 2
Braford). Uno de los SNP (SNP 1181) es una sustitucion no conservativa (AGT/AAT), la misma provocaria
un cambio de amino&cidos en la posicion 364 de la proteina (Serinal Asparaging). Se desarroll6 un método de
PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polimorphism) para genotipificar 73
toros (10 Angus, 47 Brangus, 10 Brahman y 6 Nelore) y 268 novillos (21 Angus y 247 Brangus machos
castrados) con datos de engorde, sacrificio y calidad de carne. Los Angus no presentaron el alelo A. En 243
novillos Brangus, no se hallaron diferencias significativas entre los genotipos GG y AG en Peso Vivo,
Espesor de Grasa Dorsal, Peso de Grasa de Rifionada, Porcentaje de Grasa de Rifionada, Terneza 'y Color.
Coincidentemente con otras especies, €l exon 8 del gen PPARGC1a bovino es polimdrfico. Si bien no se
detectaron efectos sobre variables productivas, de acuerdo a estos resultados, estos SNP podrian ser Utiles
para estudios de composicion racia y poblacionales, porque se hallaron diferencias de frecuencias aélicas
entre B taurusy B. indicus

Palabr as clave: Bovinos para carne, terneza, marcadores moleculares, SNP, PPARGCla

Introduccién

La calidad de la carne esta determinada principalmente por su composicion quimica y por sus
caracteristicas organolépticas tales como terneza, jugosidad, color, olor y sabor. La terneza es uno de los
atributos més exigido y valorado (Miller, 1992; Boleman et al., 1997). Aunque muchas de las caracteristicas
relacionadas con calidad de carne son de herencia cuantitativa, es decir estdn bgo el control de muchos
genes, existe evidencia que ciertos genes en particular explican una proporcion importante de la variabilidad
fenotipica de composicion y calidad carnicera (Burrow et al., 2001). Los genes “ candidatos’ son genes de
los cuales se conoce su rol (fisiolégico y bioquimico) en la determinacion de un fenotipo y podrian estar
involucrados en las diferencias detectadas en variables productivas, por 1o que es importante identificar en
ellos polimorfismos asociados con las variables en estudio (Rothschild y Soller, 1997).

El gen PPARGC1a codifica e coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por proliferadores
peroxisdmicos, que es un cofactor que interviene en la transcripcion de ciertos genes, entre ellos MEF2
(Muscle Enhancer Factor) que determina € tipo de fibra muscular (promueve la transicion de fibras de tipo
I1b, glicaliticas o blancas a tipo | y lla, oxidativas y rojas). En células de tejido graso se lo relaciona con la
formacion de depositos de grasa parda, porque co-activa a PPARa, PPARy y hormonas tiroideas (Puigserver,
et al., 1998). Este gen ha sido propuesto como candidato para un QTL (Quantitative Trait Loci) del
cromosoma 6 bovino asociado con composicion de laleche. En el mismo seidentificaron varios SNP (Sngle
Nucleotide Polymorphisms) y uno de ellos se hallé significativamente asociado con contenido de grasa en la
leche en Holstein (Weikard et al., 2005). En cerdos un SNP del gen ha sido asociado con conversién, grasa
abdominal y subcuténea (Stachowiak et al., 2006).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de nuevos SNP del gen PPARGC1a. sobre calidad de
la carne en novillos Brangus engordados en condi ciones tipicas de la pampa hiimeda Argentina.

Materialesy M étodos

Para la busqueda de nuevos polimorfismos, a partir de la secuencia de ARNm de PPARGCla
bovino (nimero de acceso a GenBank AY321517) se disefiaron oligonuclettidos para amplificar cuatro
regiones del gen (exones 3, 5y 8 y region 3' no traducida -3'UTR-). Se utilizd6 ADN extraido de semen de
toros de cuatro razas distintas: Angus (n=7), Brangus (n=9), Brahman (n=6) y Braford (n=2) para amplificar
por PCR (Polimerase Chain Reaction) dichas regiones. Los productos obtenidos fueron purificados (GFX
PCR DNA and Ge Band Purification Kit, Amersham Biosciences) y enviados para su secuenciacion
automatica. Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante programas de alineamiento multiple de
secuencias (CAP3 y BioEdit) paraidentificar polimorfismos.

Se disefié un método de PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polimorphism) con el primer forward mutado para crear un sitio de corte parala enzima Btsl paraanalizar un
SNP (alelos A y G) identificado en € exdn 8 (SNP 1181). Los primers fueron seleccionados a partir de la
secuencia AY 321517 (Forward: TCAGCAAGACCTCTGTGCTCAGCA y Reverse:
TGCTCACCTCCGCGGTCTCT). Los genotipos se visualizaron en geles de agarosa al 3,5% tefiidos con
Bromuro de Etidio.

Se determinaron genotipos de toros Angus (n=10), Brangus (n=47), Brahman (n=10) y Nelore
(n=6), todos no relacionados y de uso en |A. A partir de ADN extraido de sangre, se genotipificaron novillos
con datos de engorde, sacrificio y calidad de carne. Fueron 247 novillos Brangus de nueve rodeos
comerciales (aportados a través de la Asociacion Argentina de Brangus) y 21 novillos Angus procedentes de
2 origenes diferentes. Todos engordados sobre pasturas polifiticas y sacrificados cuando alcanzaban un
espesor de grasa dorsal de 6 mm. El periodo de engorde, €l registro de medidas de crecimiento, lafechay los
protocol os de sacrificio y calidad de carne estan descriptos en Miquel et al (2007) y Corvaet al (2007).

La informacion de los 243 novillos Brangus fue analizada en un modelo que incluy6 origen y
genotipo mediante e procedimiento GLM del programa SAS (1998). Se analizaron las variables: Peso Vivo
(PV, kg), Espesor de Grasa Dorsal (EGD, mm), Peso de Grasa de Rifiofiada (PGR, g), Porcentaje de Grasa de
Rifionada (%GR) Terneza (Resistenciaal Corte -RC, kg- determinada por cizalla de Warner Bratzler) y color
(pardmetros L* y b* de la escala de Hunter).

Resultadosy Discusiéon

Se identificaron dos SNP nuevos en e exdn 8 del gen PPARGC1a por comparacion de secuencias
obtenidas de toros de razas distintas. Uno de los SNP corresponde a la posicion 1181 de la secuencia
AY 321516 (SNP 1181) y es una sustitucién de Guanina por Arginina en la segunda posicion del codon
(AGT/AAT) que corresponde a aminoécido 364 de la proteina. Dicha sustitucion provocaria € cambio de
Serina por Asparagina. El otro corresponde a la posicién 1299 (SNP 1299) de dicha secuencia (CCA/CCT) y
€s una sustitucion conservativa (no modifica €l amino&cido).

EnlaFigural (A y B) se presenta el resultado del alineamiento mdiltiple de las secuencias obtenidas
y se marcan con letra mayuUsculalos SNP identificados.

La comparacién de secuencias muestra que Angus y Brahman poseen aelos diferentes en cada uno
de los SNP identificados.

El Cuadro 1 resume la distribucion de genotipos del SNP 1181 por razay categoria, obtenidos por la
técnica de PCR-RFLP desarrollada. No seidentifico el alelo A en laraza Angus. Como no existe informacion
disponible sobre este polimorfismo en la literatura, no es posible establecer si dicho alelo es propio de razas
cebuinas o €l resultado corresponde a un error de muestreo.

Los resultados del andlisis de varianza se resumen en €l Cuadro 2. Los genotipos GG y AG del SNP
1181 de los novillos Brangus, no presentan diferencias significativas en Peso Vivo (PV), Espesor de Grasa
Dorsal (EGD), Peso de Grasa de Rifiofiada (PGR), Porcentgje de Grasa de Rifionada (%GR), Terneza (RC) y
Color. En € andlisis no seincluyd el genotipo AA porgue solo 4 animales presentaron este genotipo.

El SNP 1181 provocaria un cambio en e aminoécido 364 (Serina/Asparaging) relativamente
conservativo, ya que ambos son aminoacidos son hidrofilicos. Esta sustitucién no ateraria la estructura
secundariani la conformacién 3D predicha de la proteina, esto explicarialos resultados de la comparacion de
los genotipos en las variables analizadas.

El tipo de fibra tiene efecto sobre la terneza de la carne, la carne con mayor proporcién de fibras
oxidativas o detipo | (rojas) es méstierna (Henckel et al., 1997; Maltin et al., 1997). Los parametros L* y b*
fueron considerados indicativos de tipo de fibra; sin embargo, se justificaria un andlisis més sensible de
tipificacion histoquimica de las fibras.
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A

. : . : . : . : . : . : 180
1- Angus caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 160
2- Angus caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 154
3- Angus caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 160
4- Br angus caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 146
5- Br angus caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 146
6- Brangus caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 146
7- Brahman caagacct ct gt gct caccaAt ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 155
8- Br ahman caagacct ct gt gct caccaAt ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 154
9-Braford caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 147
AY321517 caagacct ct gt gct caccaG ggacacgaggaaaggaaggccaaacggcccagt ctccg 1120

B

. : . : . : . : . : . : 300
1- Angus t acat cacaggagct ccaTgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 280
2- Angus t acat cacaggagct ccaTgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 274
3- Angus t acat cacaggagct ccaTgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 280
4- Br angus t acat cacaggagct ccaTgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 266
5- Br angus t acat cacaggagct ccaNgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 266
6- Brangus t acat cacaggagct ccaTgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 266
7- Brahman t acat cacaggagct ccaCgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 275
8- Br ahman t acat cacaggagct ccaCgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 274
9-Braford t acat cacaggagct ccaCgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 267
AY321517 t acat cacaggagct ccaTgact ccagacaact agaaaat aaagat gccccct cct ccaa 1270

Figural. Alineamiento miltiple de las secuencias del exdn 8 de PPARGCla. A: SNP 1181 (A/G) y B: SNP
1299 (T/C), la secuencia 5 posee N porque corresponde a un animal heterocigota (CT)

Cuadro 1. Distribucidn de animales por categoriay genotipo del SNP 1181 de PPARGC1a

Categoria Raza n AA AG GG
Angus 10 0 0 10

Brahman 10 3 6 1

Toros Nelore 6 0 1 5
Brangus 47 1 13 33

Novillos Angus 21 0 0 21
Brangus 247 4 50 193

Cuadro 2. Medias y errores estandar de cada carécter analizado segin genotipo del SNP 1181 de
PPARGC1a paralos novillos Brangus (n=243).

Genotipo GG AG
n 193 50
PV (kg) 449+ 3 450+ 6
EGD (mm) 6,62+ 0,12 6,45+ 0,22
PGR (9) 3,09+ 0,08 2,98+ 0,16
%GR 1,21+0,29 1,15+ 0,05
RC 1d (kg) 7,10+ 0,08 6,97 + 0,15
Color (parametro L*) 37,70+ 2,12 37,712+ 2,25
Color (parametro b*) 20,74+ 2,53 21,31+£1,85

PV: Peso Vivo, EGD: Espesor de Grasa Dorsal, PGR: Peso de Grasa de Rifionada, %GR: Porcentgje de Grasa de
Rifionada, RC 1d: Resistencia al Corte después de 1 dia de maduracion.

Conclusiones

El gen PPARGCla presentd polimorfismos en el exén 8, los adelos de dichos SNP presentaron
diferencias en sus frecuencias en ambas poblaciones o muestras de bovinos (B. Taurus y B. Indicus)
analizadas. Si bien no se han detectado efectos de estos polimorfismos en variables productivas, los mismos
podrian ser (tiles paraandlisis de composicion racial y estudios poblacionales.
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