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INTRODUCCION

Los avances en genética molecular en las Ultimas décadas han permitido
la identificacion de gran cantidad de marcadores genéticos asociados con
genes que afectan a caracteres de interés en produccion ganadera, inclu-
yendo genes simples con efectos importantes en el fenotipo o QTL (regio-
nes gendmicas que afectan a caracteres cuantitativos) (Dekkers, 2004).

Estas nuevas tecnologias han proporcionado herramientas con un gran
potencial para mejorar la respuesta a la seleccion, especialmente cuando se
trata de caracteres que son dificiles de mejorar a partir de practicas con-
vencionales por su baja heredabilidad o porque los métodos para cuantificar
su expresion son caros, destructivos, poco precoces en la vida del animal o
dificiles de llevar a cabo.

El objetivo de este trabajo ha sido caracterizar a las razas bovinas autdc-
tonas mejoradas para los genes que codifican al enzima p-calpaina y a su inhi-
bidor (calpastatina), genes éstos vinculados al caracter terneza de la carne
que es el principal atributo de la calidad de la carne para el consumidor.
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MATERIAL Y METODOS

Para la obtencion de ADN gendmico se tomaron muestras de material
bioldgico (pelo, sangre o musculo) de individuos de las razas Retinta (90),
Avilefia Negra Ibérica (25) y Morucha (25). Ademas para hacer el andlisis de
comparacién con otras razas bovinas se tomé material genético de otras
razas autéctonas menos seleccionadas como las razas Cardena Andaluza
(5), Berrenda (5), Pajuna (5), y Toro de Lidia (5), y de razas especializadas
de crecimiento elevado como es el caso de las razas Limousin (25) o
Chianina (5). Finalmente se incluyeron animales de razas de aptitud lechera
Frisona (5) o Normanda (5).

La extraccion del ADN gendmico se llevd a cabo por las técnicas de sal-
ting out (Miller et al., 1998), purificacién con fenol-cloroformo o a partir de
un kit comercial de extraccién de Qiagen® en funcién del tipo de muestra.

Amplificacion y secuenciacion de los genes CAPN1 y CAST bovi-
nos. Una vez obtenido el ADN se amplificaron 2 fragmentos de ADN (subu-
nidades sl y s2) pertenecientes al gen CAPN1 (GenBank Accessions
AF252504 y AF248054) y un fragmento de ADN perteneciente al gen CAST
(GenBank Accession AY008267). La primera region secuenciada del gen
CAPN1 presenta una longitud de 669 pb, conteniendo el exén 8, exén 9 y
parte del exdn 10 del gen con sus correspondientes intrones intermedios. La
segunda secuencia, que cuenta con 765 pb, contiene parte del exén 13, el
intron 13 y el exon 14 del mismo gen. La secuencia amplificada del gen
CAST (BTA7) posee 270 pb y contiene los exones 5y 6 y el intron 5 de dicho
gen. Las amplificaciones se llevaron a cabo mediante reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) en un termociclador Eppendorf (Eppendorf® AG,
Hamburg, Germany). Los cebadores empleados en la PCR se disefiaron con
la aplicacion informatica Primer3®. Los amplicones se purificaron y compro-
baron en un gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio. La reaccién de
secuenciacion se realizd en un secuenciador automatico ABI 3130 (Applied
Biosystems®).

Busqueda de polimorfismos y tratamiento estadistico. Las tres
secuencias fueron examinadas y alineadas con el programa Sequencher
v.4.6. (Gene Codes Corporation®, 1991-2006). Una vez alineadas y compa-
radas con las secuencias publicadas en diversos articulos y en el GenBank
se detectaron los sitios polimdrficos y se determinaron los correspondientes
genotipos. La estimacion de las frecuencias fue realizada por simple conteo
dado el caracter codominante de los marcadores SNPs.

El estudio de asociacién entre los diferentes SNPs vy las razas se baso en
un test de maxima verosimilitud utilizando las frecuencias de cada raza para
los diferentes genotipos de cada sitio. Se realizaron diferentes analisis agru-
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pando estas razas por su aptitud: razas maternales mejoradas (razas
de la dehesa), razas maternales no mejoradas, razas paternales
especializadas y razas especializadas lecheras. También se analizaron
dos grupos de razas de las que existian datos en la bibliografia (Page et al.,
2004; Schenkel et al., 2006) para determinados sitios polimdrficos (razas
inglesas, y razas europeas de doble aptitud).

RESULTADOS Y DISCUSION
Polimorfismos detectados

Se han detectado mutaciones (SNP) en 6 sitios del primer fragmento del
gen CAPN1 (tabla 1). De estas sélo la situada en la posicion 5709 ha sido
descrita en otras razas.

Tabla 1. Descripcion de los SNPs encontrados en el gen CAPN1 subunidad
1(s1) en las razas analizadas.

Locus CAPN1A CAPN1B | CAPN1D |CAPN1C| CAPN1E CAPN1F
Posicion intron 8 |intron 8 |5709/exdn 9| intrdn 8 | intron 9 |exon 10
cambio

nucleotidico c/T C/G C/G A/G /T A/C

En el segundo fragmento se han detectado 3 sitios polimdrficos, 2 de los
cuales no han sido descritos anteriormente (tabla 2).

Tabla 2. Descripcion de los SNPs encontrados en el gen CAPN1 subunidad
2(s2) en las razas analizadas

Locus CAPN1G CAPN1H CAPN1I
Posicion intron 13 4558/exon14 intron 14
cambio nucleotidico C/G G/A c/T

Finalmente en el gen CAST sdlo se ha detectado un polimorfismo en la
posicién 282 en el intron 5 (transversion C —> G), ya descrita anteriormen-
te en otras razas.

En la tabla 3 se muestran las frecuencias alélicas de aparicion para los
principales sitios del gen CAPN1 y CAST en las razas estudiadas. En princi-
pio no presentan grandes diferencias de distribucién entre razas exceptuan-
do el SNP situado en la posicién 4558 de la subunidad s2 en cuyos porcen-
tajes de aparicion existe una mayor variabilidad en funcion de la raza.
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En el caso de los distintos alelos detectados en el gen CAST, observamos
que las frecuencias de presentacion oscilan entre el 90 y el 50 % con una
media del 83% para el alelo C y entre el 10 y el 50% con una media del
17% para el alelo G.

Tabla 3. Relacion de las frecuencias alélicas para los sitios previamente
descritos en los genes CAPN1(fragmento 1 y 2) y CAST en las distintas razas
analizadas.

Gen |Posicion|Alelos | RET [MOR |AVI |PAJ | TLI |BR |CAR|LIM | CHI |[FRI|NOR Totales

CAPN1D| 5709 G 0,72 0,83 |0,90 | 0,88 |0,80 1,00/ 1,00 0,81 1,00 {1,00(1,00 | 0,80

C |0,28(0,18 (0,10 |0,13|0,20 [0,00(0,00| 0,19 |0,00 0,00/0,00 | 0,20
CAPN1H| 4558 G |0,72|0,46 |0,72 0,30 |1,00(0,80(0,38|0,67 (0,40 | - | - | 0,66
A |0,28]0,54 0,28 (0,70 [0,00(0,20(0,63(0,33 [0,60| - | - | 0,34
CAST 282 C 089069 0,75 0,88 (0,50 [0,70/0,83|0,83 [0,90 | -- | — | 0,83
G |0,111]0,31/0,25(0,13/0,501(0,30[0,17[0,17 [0,10] - | - | 0,17

(RET: Retinta, MOR: Morucha, AVI: Avilefia, PAJ: Pajuna, TLI: Toro de lidia, BR: Berrenda, CAR: Cadena andalu-
za, LIM: Limousin, CHI: Chianina, FRI: Frisona y NOR: Normanda)

Comparacion de las diferentes razas y tipos productivos

Finalmente se ha realizado una comparacion de las diferentes razas ana-
lizadas a partir de las frecuencias alélicas obtenidas en cada uno de los 3
sitios analizados.

La comparacion entre las 3 razas maternales de fomento ligadas a la
dehesa espafiola de las frecuencias alélicas muestra un mayor porcentaje de

animales con alelos favorables (alelo C) en el caso de la raza Retinta y menor
en la Avilefia y la Morucha para el sitio CAPN1D siendo éstas estadisticamen-
te significativas con un nivel de confianza del 95%. En el sitio 2 de este gen,
también existen diferencias estadisticamente significativas, destacando espe-
cialmente la raza Morucha que presenta un menor porcentaje de alelos favo-
rables (G en este caso), frente a Avilefia y Retinta (46 %la primera 'y 72 %
las dos Ultimas). El analisis de las frecuencias de los alelos presentes en el gen
CAST para estas razas ha determinado un mayor porcentaje de alelos favo-
rables en el caso de la raza Retinta del 89%, Morucha 75% y Avilefia 68,7 %
sin apreciarse diferencias estadisticamente significativas. Estas frecuencias
determinan de forma global para las 3 razas unas frecuencias alélicas de
0,228 y 0,772 para el alelo C y G respectivamente en el sitio CAPN1D, 0,688
y 0,322 para los alelos G y A del sitio CAPN1H y 0,830 y 0,170 respectiva-
mente para los alelos C y G del gen CAST. A la vista de estas frecuencias géni-
cas, es evidente que el polimorfismo CAPN1D es el principal objetivo de selec-
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cion, seguido del CAPN1H. En cambio la situacién de estas poblaciones para
el gen que codifica a la calpastatina es muy favorable (una frecuencia signifi-
cativamente superior del alelo vinculado a una carne mas tierna).

En lo cuanto a la comparacion de las razas autdctonas de fomento con
las autdctonas no seleccionadas se puede afirmar que genéticamente existe
una mejor predisposicion para la terneza en el caso de las razas Avilefia,
Morucha y Retinta que en el resto de razas maternales analizadas aunque
practicamente no se han encontrado diferencias estadisticamente significa-
tivas (probablemente por el pequefio tamafio muestral usado en el caso de
las razas maternales en peligro).

La comparacion con algunas de las razas continentales europeas espe-
cializadas en crecimiento (generalmente en crecimiento magro) también

determina una situacién mas favorable para las razas maternales, aunque en
este caso las diferencias no son tan acusadas. Esto podria explicar en parte,
la mayor dureza atribuida a las razas continentales cuando se explotan en
pureza (también la ventaja del cruzamiento industrial con las razas mater-
nales espafolas).

A pesar de contar con muy pocos datos se planted la comparacion de
nuestras 3 razas principales con razas de doble propdsito europeas
(Simmental y Gelbvieh). En el caso del gen CAPN1 se ha observado que
nuestras razas tienen una presentacion del alelo mas deseable (C del sitio
CAPN1D y G del CAPN1H) superior a las razas de doble proposito. En el caso
del gen CAST la situacion es aun mucho mas favorable para nuestras razas
siendo las diferencias ademas altamente significativas.

En Ultimo lugar realizamos un andlisis comparativo con razas inglesas
(Angus, Hereford y Red Angus) que se caracterizan por un menor creci-

miento y mayor grado de engrasamiento que las nuestras, pero a las que se
les atribuye en cambio un elevado nivel de terneza. Los resultados obteni-
dos muestran que existen diferencias estadisticamente significativas para el
sitio CAPN1H entre ambos grupos de razas, con un mayor porcentaje de ale-
los favorables para la terneza en el caso de las razas inglesas (alelo C del
gen CAPN1D y G del gen CAPN1H). En cambio las frecuencias de los alelos
para el gen CAST muestran un porcentaje superior para el alelo C (relacio-
nado con la terneza) en el caso de las razas espafiolas siendo las diferencias
estadisticamente significativas al 95%.

CONCLUSIONES

Se ha detectado un alto polimorfismo en el gen de la p-calpaina y la cal-
pastatina bovina en las razas autdéctonas analizadas, localizandose hasta 7
sitios no descritos previamente en otras razas (5 en la subunidad s1 del gen
CAPN1 y 2 en la s2 del mismo gen). Aunque es necesario un estudio pobla-
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cional mas amplio para determinar su efecto, especialmente de los SNPs no
descritos previamente, los analisis llevados a cabo por otros organismos nor-
teamericanos (Meat Research Center, Clay Center) indican su adecuacion
para la seleccién y mejora de la terneza de la carne (seleccion asistida por
marcadores).

El andlisis comparativo de los 3 sitios previamente descritos, determina
una situacion de partida muy adecuada para las 3 razas maternales ligadas
a la dehesa (Retinta, Avilefia y Morucha), las cuales presentan una frecuen-
cia en la mayor parte de los casos significativamente superior en los sitios
5709, 4558 del gen CAPN1 y 282 del gen CAST de los alelos mas favorables
relacionados con una mayor terneza instrumental en comparaciéon con el
resto de razas analizadas. Las razas maternales no seleccionadas y las de
doble aptitud europeas poseen unas frecuencias de presentacion de los ale-
los favorables sensiblemente inferior a las de las autdctonas de fomento a
diferencia de las razas inglesas cuya situacion es superior a la de nuestras
razas mejoradas de la dehesa. Con respecto a las razas especializadas con-
tinentales nos encontramos con unas frecuencias de presentacion alélica
similares a las del conjunto de Retinta, Avilefia Negra-Ibérica y Morucha.

Finalmente se recomienda la introduccion como un criterio de seleccion
afadido, del genotipo del gen CAST, y de forma secundaria el del gen
CAPN1D.
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