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Abreviaturas

A

Ala Alanina

C

CAPN1 Calpaina

CAST Calpastatina

cDNA DNA complementario

CDS Regidn codante

D

D' Desequilibrio de ligamiento

dbSNP Base de datos de variaciones genéticas cortas

DGAT1 Acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa 1

DNA Acido desoxirribonucléico

F

F Cebador directo

FABP4 Proteina de union a dcidos grasos 4

FASN Sintasa de dcidos grasos

FT Factores de transcripcién

G

GIM Grasa intramuscular

GWAS “Genome-wide association study”

H

H / Hap Haplotipo

L

LD Desequilibrio de ligamiento

LEP Leptina

LOD, valor Comparacion de la probabilidad de que dos loci estén ligados, a la
probabilidad de que no lo estén y se encuentren unidos por
casualidad.

LT Longissimus thoracis

M

M Maduracion

miRNA microRNA

P

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
“Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length

PCR-RFLPS Polymorphisms”

PCC Peso canal caliente

Pl Pirenaica

PM Parda de montana



qRT-PCR
QTL

R

R

RORC
RNA
RNAm

S
SCD
SIFT, valor

SNP

TG
TH
Thr

VLDL

PCR cuantitativa en tiempo real
Quantitative trait locus

Cebador reverso

Receptor huérfano asociado al RAR-y
Acido ribonucleico

RNA mensajero

Estearoil-CoA desaturasa

“Sorting intolerant from tolerant”. Clasificacién de las sustituciones
aminoacidicas. Valores menores a 0,05 se clasifican como deletéreas
y valores mayores o iguales a 0,05 como toleradas.

Polimorfismo de un solo nucledtido

Tiroglobulina
Temperatura de hibridacién
Treonina

Lipoproteinas de muy baja densidad
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Resumen

En la presente Tesis se ha estudiado el efecto de factores ambientales (raza,
alimentacion y sexo) y genéticos [poliformismos (SNPs) de los genes Calpaina
(CAPN1) y Calpastatina (CAST)] sobre la dureza de la carne del musculo Longissimus
thoracis de terneros, madurada durante distintos periodos. Ademas, se ha evaluado
el efecto de dichos factores ambientales y genéticos (polimorfismos de genes
relacionados con el metabolismo lipidico y adipogénesis, CAPN1 y CAST) sobre el

contenido de grasa intramuscular.

En el primer estudio (Capitulo I) se constatd que la dureza de la carne madurada
a un tiempo intermedio (7 dias) procedente de terneros de raza Parda de Montafia y
Pirenaica se vio afectada por el sexo y la alimentacion. Ninguno de los 3 SNPs de
CAPN1 estudiados tuvieron efecto sobre la dureza de la carne. De los 5 SNPs de CAST
estudiados, los SNPs rs110955059 (CAST_1), rs210072660 (CAST_2) y rs380750993
(CAST _4) tuvieron efecto en la dureza de la carne en la raza Parda de Montafia. Sélo
el SNP CAST_2, localizado en exdn 7, produce un cambio aminoacidico, mientras que
los otros 2 SNPs se localizan en regiones intrénicas del gen. Los estudios de asociacién
haplotipica corroboraron estos resultados, mostrando un alto desequilibrio de
ligamiento en estos tres SNPs. Este SNP podria ser la mutacidon causal debido a su
localizacién (exén 7) y a que causa una sustitucion no conservativa en la secuencia
aminoacidica (NM_174003: p.Thr182Ala) en el dominio L de la proteina CAST, que
podria afectar a la estabilidad del complejo calpaina-calpastatina influyendo en la
concentracion celular de calpaina libre. Ninguno de los SNPs de CAST tuvo efecto en

la raza Pirenaica. Este SNP ha sido asociado, por primera vez, a la dureza de la carne.

En el segundo capitulo se incrementd el nimero de animales de ambas razas y se
incluyeron medidas de la dureza de la carne a distintos tiempos de maduracién (1 dia:
corta; 7 dias: intermedia; y 14 dias: larga). La dureza de la carne se vio afectada por el
sexo, la alimentacién y el tiempo de maduracidn de la carne en ambas razas. Los SNPs
de CAPN1 no afectaron a la dureza de la carne, excepto el SNP rs17872000 (CAPN1_3)
gue presentd una tendencia en la raza Pirenaica. Los resultados obtenidos en el

estudio de asociacién individual de los SNPs y haplotipicos corroboran los efectos
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Resumen

encontrados en el estudio anterior con respecto al SNP rs210072660 (CAST_2).
Ademas, en la raza Pirenaica, se encontraron diferencias entre los genotipos del SNP
rs109221039 (CAST_5), aunque en el estudio haplotipico no ha podido descartar un
efecto aditivo sobre la dureza de la carne de los SNPs rs210072660 (CAST_2) y SNP
rs109221039 (CAST_5). El SNP rs109221039 (CAST _5), esta situado en la region 3’UTR
del gen CAST. Esta regiéon puede ser interesante por poseer sitios de union a
microRNAs (miRNAs) que regulan la transcripcion y traduccién del gen. Por este

motivo, se realizd el estudio funcional de la regién 3’"UTR del gen CAST.

En el tercer capitulo, se estudié un fragmento de 375 pb de la regiéon 3'UTR del
gen CAST. Se detectd la presencia 11 SNPs, 8 previamente descritos y 3 no descritos
hasta el momento. Los polimorfismos rs384811952 (CAST 8) y rs379698624
(CAST_10) afectaron a la dureza de la carne con maduracién intermedia en la raza
Parda de Montafia pero no en la maduracién larga, aunque este efecto debe de ser
tomado con cautela porque la frecuencia del alelo menos frecuente fue de 0,01. Los
polimorfismos rs109221039 (CAST_5), rs210861835 (CAST_7) y rs110607241
(CAST _12) se asociaron a la dureza de la carne en la maduracion intermedia y larga en
la raza Pirenaica. Estos SNPs rs109221039 (CAST _5), rs210861835 (CAST 7) se
presentaron completamente ligados, mientras que estos con el rs110607241
(CAST_12) presentaron un alto desequilibrio de ligamiento. Los estudios de asociacion
haplotipicos confirmaron las asociaciones individuales de los SNPs. A partir de los
SNPs se eligieron 4 haplotipos que fueran los mas frecuentes en las poblaciones
estudiadas, y que ademads presentasen alelos alternativos para los SNPs rs109221039
(CAST _5), rs210861835 (CAST _7) y rs110607241 (CAST_12). En el estudio del efecto
funcional de estos haplotipos, no se encontraron diferencias en la actividad luciferasa
entre los mismos. Sin embargo, la actividad luciferasa de los 4 haplotipos fue un 30%
inferior que la actividad del control, lo que hace pensar que la regién 3’'UTR del gen

CAST es una zona activa.

En el cuarto capitulo, se estudio la regién promotora del gen CAST. En total se

aislaron 36 polimorfismos, de los cuales 9 se han aislado por primera vez. Debido a la
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alta complejidad de la regidn, no se llevaron a cabo estudios de asociacién entre los
mismos y la dureza de la carne. Solo se estudid la asociacion de los alelos
encontrados en el microsatélite CA rs479041025 en el promotor | y la dureza de la
carne. El alelo 129 del microsatélite se asocié a la dureza de la carne en Parda de
Montafna a tiempos de maduracién intermedia, resultando significativa la
comparacion de 2 copias frente a 0 copias del alelo. Los efectos encontrados por el
alelo 129 del microsatélite y el SNP rs210072660 (CAST_2) son muy similares y ambas
mutaciones presentan un alto desequilibrio de ligamiento. De esta manera, no se ha
podido descartar el posible efecto de otros SNPs encontrados en la regién promotora
del gen y en desequilibrio de ligamiento con el microsatélite y el SNP rs210072660
(CAST_2), ni tampoco que el efecto detectado por el alelo 129 del microsatélite sea

debido al SNP rs210072660 (CAST_2).

En el quinto capitulo de la Tesis, se encontré que el contenido de grasa
intramuscular de la carne se vio afectado por el sexo y la alimentacidon en ambas
razas. En cuanto a los SNPs, no se encontraron asociaciones del contenido de grasa
intramuscular con los SNPs de la sintasa de los dcidos grasos (FASN), proteina de
union a dcidos grasos 4 (FABP4), acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1),
estearoil-CoA desaturasa (SCD), leptina (LEP), tiroglobulina (TG), receptor huérfano
asociado al RAR-y (RORC), CAPN1 y CAST, excepto en el SNP rs17872050 (CAPN1_3)
en la Parda de Montafia. Los animales con genotipo CT presentaron un menor
contenido de grasa intramuscular que los de genotipo TT. Es posible que exista algun
mecanismo mediante el cual el gen influye en el contenido de grasa intramuscular o
bien este SNP podria estar en desequilibrio de ligamiento con el gen responsable del

efecto sobre el contenido de grasa intramuscular.

Los resultados de la presente Tesis doctoral aportan informacién novedosa de
utilidad en el ambito de la investigacién aplicada en bovino de carne, destacando el
marcador genético rs210072660 (CAST _2) que estd siendo utilizado en el esquema de

seleccion de la raza bovina Parda de Montafia.
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Abstract

In the present Thesis, the effects of breed, diet, gender and polymorphisms
(SNPs) of calpain (CAPN1) and calpastatin (CAST) genes on toughness measured in
the Longissimus thoracis muscle after different ageing periods were studied.
Secondly, the effects of breed, diet, gender and SNPs of genes related with lipid
metabolism and adipogenesis, and SNPs of CAPN1 and CAST genes on intramuscular

fat content were evaluated.

In the first chapter, meat toughness at intermediate ageing (7 days) of Parda de
Montafia and Pirenaica cattle was affected by sex and diet. The association studies
showed that none of the three polymorphisms of CAPN1 had an effect on toughness.
Toughness was affected by SNPs rs110955059 (CAST 1), rs210072660 (CAST _2) and
rs380750993 (CAST 4) in Parda de Montaiia breed. The SNP CAST 2 is located in
exon 7 and produces an amino acid change; whereas, the SNPs rs110955059 (CAST_1)
and rs380750993 (CAST_4) are located in introns. The haplotype analysis supported
these results, showing the SNPs rs110955059 (CAST _1), rs210072660 (CAST_2) and
rs380750993 (CAST_4) strong linkage disequilibrium. The SNP rs210072660 (CAST_2)
could be the causative mutation due to its location (exon 7) and because it produces
a non - conservative amino acid substitution (NM_174003: p.Thr182Ala) in the L
domain of CAST protein, that could influence the stability of calpain-calpastatin
complex affecting calpain concentration. None of the SNPs of CAST had effect on
meat toughness in the Pirenaica breed. This is the first time the SNP CAST_2 has been

associated with meat toughness.

In the second chapter, the number of animals of both breeds was increased and
different ageing periods (1, 7 and 14 days post-mortem) were included. Meat
toughness was affected by sex, diet and ageing in both breeds. None of the SNPs of
CAPN1 had effect on meat toughness, except for the SNP rs17872000 (CAPN1_3)
which tended to affect toughness in the Pirenaica cattle. The results of the
association studies and haplotype analysis confirm the previous study in regard to
SNP CAST 2. The SNP rs109221039 (CAST_5) was associated with meat toughness in

Pirenaica breed. The additive effect of both SNPs on meat toughness could not be
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discarded. The SNP rs109221039 (CAST_5) was located in the 3’UTR region. This
region could have putative binding sites of microRNAs (miRNAs) which regulate gene
transcription and translation of the gene. For this reason, the functional effect of the

3’UTR region was studied.

In the third chapter, a 375bp fragment in the 3’UTR region of CAST gene was
studied. Eleven polymorphisms were located in these fragment, three of them had
not been described before. The SNPs rs384811952 (CAST _8) and rs379698624
(CAST_10) were associated with meat toughness at intermediate ageing in Parda de
Montafia cattle. These results must be considered with caution due to the low minor
allele frequency (0.01). The SNPs rs109221039 (CAST_5), rs210861835 (CAST _7) and
rs110607241 (CAST_12) were associated with meat toughness at intermediate (7
days) and long (14 days) ageing in Pirenaica cattle. The SNPs rs109221039 (CAST_5)
and rs210861835 (CAST_7) were completely linked, and both showed strong linkage
disequilibrium with the SNP rs110607241 (CAST_12). The association studies of
haplotypes confirmed these results. For the functional study, the most frequent
haplotypes with alternative allele for the SNPs rs109221039 (CAST_5), rs210861835
(CAST_7) and rs110607241 (CAST_12) were chosen. The functional study did not
show differences between the luciferase activities of the haplotypes. However, their
signal was 30% lower than that of the Control. It could be inferred that the 3’UTR of

CAST gene is an active zone.

In the fourth chapter, the promoter region of the CAST gene was studied. Thirty-
six polymorphisms were detected; nine of them had not been described before. Due
to the high complexity of the promoter region, only the association of the
microsatellite CA rs479041025 (located in promoter I) with meat toughness was
studied. The 129 allele of the microsatellite was associated with meat toughness at
intermediate ageing in Parda de Montafa cattle. Animals with 2 copies of allele 129
had meat tougher than animals with O copies. The effect of the allele 129 of the
microsatellite and that of the SNP rs210072660 (CAST_2) were very similar and both

mutations showed strong linkage disequilibrium. Thereby, the possible effect of other
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SNPs, described in the promoter region of the CAST gene that could be in linkage
disequilibrium with both mutations could not be rejected. Also, it could not be
clarified if the effect of the allele 129 of the microsatellite was due to the SNP

rs210072660 (CAST_2).

In the fifth chapter, intramuscular fat content was affected by sex and diet in
Parda de Montafa and Pirenaica cattle. There was no association of intramuscular fat
content with the SNPs of fatty acid synthase (FASN), fatty acid binding protein 4
(FABP4), diacylglycerol O-acyltransferase 1 (DGAT1), stearoyl-CoA desaturase (SCD),
leptin (LEP), thyroglobulin (TG), RAR-related orphan receptor C (RORC), CAPN1 and
CAST. Only, the SNP rs17872050 (CAPN1_3) was associated with intramuscular fat
content in Parda de Montafia cattle. Animals with CT genotype showed less
intramuscular fat content than animals with TT genotype. The SNP rs17872050
(CAPN1_3) could influence somehow intramuscular fat content or the SNP could be in
linkage disequilibrium with the SNP responsible for the effect on intramuscular fat

content.

The results of the present study provide new information that could be beneficial
in applied research on the beef industry. It is remarkable that the SNP rs210072660

(CAST_2) is being used as a genetic marker in Parda de Montafia selection scheme.
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1. Importancia del vacuno de carne

En el afo 2015, el sector vacuno representé el 6% de la Produccién Final Agraria
y el 16,49% de la Produccidn Final Ganadera en Espaiia. El sector vacuno de carne se
encuentra en cuarta posicidon por detrds del sector porcino, lacteo y avicola en cuanto
a importancia econdmica. Sin embargo, en el afio 2013 fue el tercero en importancia
econdmica, detras del sector porcino y lacteo. El nimero de cabezas de vacuno ha ido
disminuyendo progresivamente desde el afio 2004 hasta el afio 2013. Sin embargo,
en los afios 2014 y 2015 el censo ha aumentado hasta alcanzar 6.327.450 cabezas de
ganado vacuno en enero de 2016 (SINTRAN, Sistema Integral de Trazabilidad Animal).
Asi, el niUmero de animales sacrificados en el afio 2015 fue de 2.352.835 cabezas, lo
que supone un aumento del 7,9% respecto al afo anterior segun el Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente (MAGRAMA, 2015). A pesar del
incremento en la produccion de carne de vacuno de los dos ultimos afios, el consumo
de carne de vacuno siguié disminuyendo en 2015. Este descenso ha sido debido a la
situacidon econdmica y a la variacidén de los habitos de consumo. Segun el Informe del
consumo de alimentacidn, el consumo de carne fresca per cdpita al afio en 2015 fue
de 5,69 kg. Aunque, como ya apuntaba Roncalés (1998), otra de las razones

principales es la relacion calidad/precio de este tipo de carnes.

En Aragdn, el sector bovino de carne fue el tercer sector en importancia dentro
de la Produccion Final Agraria en el afio 2015, representando el 15% de dicha
Produccidon (Departamento de Desarrollo rural y Sostenibilidad, 2015). En 2015,
Aragon se encontraba en el octavo puesto a nivel nacional con 331.758 cabezas de
ganado bovino, representando un 5,37% del censo total de vacuno de Espafia segun
el Instituto Aragonés de Estadistica (IAEST, 2015). Ademas, en dicho afo se

sacrificaron 113.331 cabezas.

Aragdn es una de las mdas importantes zonas de Espaiia de produccion de vacuno
de carne, fundamentalmente por su dedicacion al cebo de terneros. Este cebo se
produce principalmente en zonas del valle del Ebro. Sin embargo, han surgido

cebaderos en las areas de montana del Pirineo, sobre todo de tipo cooperativo y
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asociados a marcas comerciales. Esta iniciativa responde a la necesidad de los
ganaderos de las explotaciones de vacas nodrizas de incrementar la competitividad
de sus explotaciones, basada tanto en una produccién de calidad, que garantice la

salubridad del producto como el respeto del bienestar animal (Bernués et al., 2003).

Esta Tesis se ha centrado en el estudio de las dos razas de vacuno mas relevantes
en Aragodn, la raza Parda de Montafia y la raza Pirenaica. En diciembre de 2015, el
censo total de animales de la raza Parda de Montafa era de 23.263 cabezas de
ganado y un total de 403 ganaderias. El censo total para la raza Pirenaica fue de 2.106

animales y 48 ganaderias.

2. Importancia de la calidad de la carne de vacuno

La calidad de la carne se puede definir en términos de seguridad (control de
patégenos, toxinas, residuos), aspectos tecnolégicos (maduracién, envasado),
sensoriales (terneza, jugosidad, sabor, color), dietéticos (composicidon quimica), de
imagen (raza, sistema de produccién, marca, denominacion, etc.) (Geay et al., 2001).
Ademas, los consumidores también consideran importantes otras cuestiones tales
como el bienestar animal, el respeto al medioambiente o la trazabilidad del producto
(Hocquette et al., 2005). Dentro de la calidad de la carne se pueden destacar tres
atributos fundamentales: |la dureza o la terneza, que es la caracteristica organoléptica
mas importante para la mayoria de los consumidores, seguida de la jugosidad y el
flavor (Ouali et al., 2006). Se debe tener en cuenta que estos atributos son dificiles de
evaluar antes de la compra, ya que no son visibles y son altamente variables (Verbeke

etal., 2010).

En este sentido, los consumidores cada vez son mdas conscientes de la
importancia de la calidad de los alimentos que compra y de su relacién con la salud,
exigiendo un producto sano y de calidad. Concretamente, los consumidores de carne
de vacuno buscan carne de una calidad elevada y constante. Su satisfaccion esta

basada en la palatabilidad, es decir, en la combinacion de sabor, jugosidad y terneza,
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siendo esta Ultima en la que mas énfasis se ha hecho en las investigaciones

internacionales (Ouali et al., 2006). Porque:

1) Los consumidores consideran la terneza como el componente mas importante

de la carne (Miller, 1992).

2) Los consumidores pueden diferenciar la terneza y estan dispuestos a pagar

por ella (Boleman et al., 1997).

3) La dureza/terneza es muy variable, mas que la jugosidad y el sabor (Wheeler

etal., 1996).

4) Los consumidores pagan las piezas de carne de acuerdo a su expectativa de

terneza (Koohmaraie et al., 2000).

Dos de los caracteres complejos que intervienen en la calidad de la carne son los

estudiados en esta Tesis: dureza y grasa intramuscular.

La dureza de la carne es una medida objetiva e instrumental que se define como
la resistencia de la carne a ser cortada mientras que la terneza de la carne es una
medida subjetiva que se define, como la dificultad o la facilidad con la que una carne
se puede cortar o masticar. La dureza de la carne esta influida por multiples factores,
gue ademas interactian entre ellos, como son: el manejo, la raza, el genotipo, la
alimentacion, el manejo previo al sacrificio y el aturdido, el método de sacrificio y el

método de enfriamiento y conservacion de la canal (Andersen et al., 2005).

El contenido de grasa intramuscular afecta a la calidad de la carne por su
influencia positiva sobre el flavor, la jugosidad y la terneza (Hocquette et al., 2010).
Asi, niveles muy bajos de engrasamiento dan lugar a carnes poco sabrosas y poco
jugosas. La grasa intramuscular contribuye entre un 10 y un 15% a la variacion de la
palatabilidad (Dikeman, 1987), la cual puede verse comprometida si el contenido de
grasa es menor al 3%, pero mejora cuando los niveles de grasa intramuscular
aumentan del 3% al 6% (Savell y Cross, 1988). Es un caracter de gran interés en la

produccidon de carne de vacuno por su importancia econdmica (Hocquette et al.,
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2007). Sin embargo, la cantidad de grasa intramuscular demandada por parte de los
consumidores difiere entre paises. Por ejemplo, los consumidores de Estados Unidos
y Japén demandan carne con elevada cantidad de grasa intramuscular mientras que
los de los paises europeos demandan carne con baja cantidad de grasa intramuscular
porque la asocian con la incidencia de ciertas enfermedades. La cantidad de grasa
intramuscular también depende del manejo, la raza, el genotipo y la alimentacién

entre otros factores (Christensen et al., 2011; Van Elswyk y McNeill, 2014).

Por lo tanto, la dureza y el contenido en grasa intramuscular de la carne
dependen de factores ambientales y genéticos. A nivel genético, se considera que la
herencia de ambos caracteres sigue un modelo genético aditivo, o sea que influyen
en el caracter un nimero elevado de genes. En la actualidad, existen estudios que
sefialan la heredabilidad de estos fenotipos como moderada para el caracter de la
dureza (0,22; Marshall, 1999) y media-alta para el contenido de grasa intramuscular
de la carne (0,37; Rios-Utrera y Van Vleck, 2004)), y que su expresidon a nivel
fenotipico presenta diferencias entre razas. Estos valores de heredabilidad muestran
buenas posibilidades de avance en programas de seleccién con informacién sobre
méritos genéticos de los reproductores basados en el control de rendimientos de la
progenie. Sin embargo, para las caracteristicas de rendimiento y calidad de la canal y
de la carne, el progreso de mejora genética es limitado debido a que la recogida de
informacién es dificil y costosa, observando los resultados en las siguientes

generaciones.

Con estos antecedentes se hace necesario por tanto, el desarrollo de estrategias
gue, ademas de incrementar la calidad de la carne, permitan a los productores
mantener una posicién competitiva en el mercado, merced al valor afadido de
producciones diferenciadas. Una de estas estrategias propuestas por la FAIP (Farm
Animal Industrial Plattform, 2003) para lograr estos fines es incorporar la gendmica a
los esquemas de seleccidén de las razas. La genémica es capaz de generar nuevas
hipotesis bioldgicas que pueden ser estudiadas en mas detalle. Esto tendra un

impacto en la caracterizacién de caracteres complejos, que estan afectados por
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interacciones entre distintos genes generalmente con pequenos efectos sobre los
mismos. Una vez identificados los polimorfismos localizados en genes de interés y
confirmado el efecto de los genes en las poblaciones de bovino analizadas, el
genotipo de los mismos podrd incluirse en los diferentes catdlogos de sementales,
incrementando el valor del semental, y realizando seleccién asistida por marcadores

para determinadas lineas de animales.

3. Estructura del musculo

El tejido muscular esquelético estriado se fija a los huesos y se encarga del

movimiento del esqueleto y del mantenimiento de la postura.

En el musculo esquelético cada célula muscular denominada fibra muscular, es
un sincitio multinucleado. Se mantienen juntas gracias al tejido conjuntivo. El
endomisio rodea a las fibras musculares individuales. El perimisio rodea a un grupo
de fibras para formar un haz o fasciculo. El epimisio es la vaina de tejido conjuntivo
que rodea todo el conjunto de fasciculos que forman el musculo. La subunidad
estructural y funcional de la fibra muscular es la miofibrilla, que a su vez estd
compuesta por haces de miofilamentos. Existen dos tipos de miofilamentos,
filamentos gruesos de miosina y filamentos finos de actina F, y sus proteinas
asociadas tropomiosina y troponina. Los haces de miofilamentos estan rodeados por
un reticulo endoplasmico liso (reticulo sarcoplasmatico) (Ross y Pawlina, 2007)

(Figura 1).

La actina, la miosina, las troponinas y la tropomiosina son las principales
proteinas miofibrilares. La actina representa el 25% del peso de las proteinas
miofibrilares y tiene aproximadamente una masa de 43 kDa. (Murray et al., 1990). La
forma basica de la actina es la actina G, que es una cadena lineal delgada. Dos
cadenas de actina G se polimerizan en una doble hélice lineal que en conjunto se
denomina actina F. La tropomiosina es una molécula fibrosa lineal bicatenaria que se

adhiere al surco de la hélice que forman las dos actinas G cuando se agrupan en la
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forma actina F. A la tropomiosina se le unen a su vez las troponinas llamadas TnT, Tnl
y TnC. La fraccion Tnl interactia con la miosina y la TnC tiene la capacidad de ligar
calcio (Ca*"). La miosina constituye un 55% de la proteina miofibrilar y es un
hexamero lineal asimétrico de unos 46 kDa. La miosina estd constituida por dos
filamentos gruesos y fibrosos de cabeza globular entrelazados en una doble hélice. La
parte globular de la proteina puede interactuar con el ATP y la parte lineal se une a la

actina F (Chacdn, 2004).

SARCOLEMA _

MITOCONDRIA MIOFILAMENTOS
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Figura 1. Organizacion de la fibra muscular. Fuente: Adaptado de Ross y Pawlina
(2007).

Las estriaciones transversales son la caracteristica histoldgica del musculo
estriado, aprecidndose alternadas al microscopio de contraste de fase, unas bandas
mas claras (bandas 1) y unas mas oscuras (bandas A). Ambas bandas estan divididas
en dos mitades, estando la banda | dividida por una linea densa llamada linea Z. El
sarcomero es la unidad contractil basica del musculo estriado y estd ubicado entre las
dos lineas Z. Los filamentos gruesos de miosina estan ubicados en la porcidn central
del sarcomero (banda A) y los filamentos finos se fijan a la linea Z y se extienden

dentro de la banda A hasta el borde de la banda H. Las porciones de dos sarcémeros
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ubicadas a cada lado de la linea Z constituyen la banda | y sélo contienen filamentos

finos (Ross y Pawlina, 2007) (Figura 1).

La grasa intramuscular es la grasa que se encuentra en el musculo.
Quimicamente, la grasa intramuscular es la suma de fosfolipidos, triglicéridos vy
colesterol. La mayor parte de los fosfolipidos se encuentran en las membranas
celulares. Los triglicéridos son la principal forma de reserva energética (Hocquette et
al., 2010). La grasa intramuscular depositada entre los fasciculos de las fibras
interrumpe la estructura del endomisio, separando y diluyendo las fibras de colageno
y desorganizando la estructura intramuscular del tejido conectivo lo que contribuye a
reducir la dureza. Sin embargo, este mecanismo ocurre Unicamente en musculos muy
engrasados (Nishimura et al., 1999). Este mecanismo es especialmente importante en
la carne de animales mas adultos que contienen un alto porcentaje de grasa
intramuscular y mayor nimero de enlaces de coldgeno, que son desfavorables para la

terneza (Webb y O’neill, 2008).

4. Dureza de la carne

La dureza de la carne se define, como la dificultad o la facilidad con la que una
carne se puede cortar. Los consumidores la consideran como la caracteristica mas
importante de la calidad de la carne (Destefanis et al., 2008; Koohmaraie, 1996;
Koohmaraie y Geesink, 2006; Miller et al., 2001), estando dispuestos a pagar precios
superiores por carne de vacuno en la que se garantice la terneza de la misma

(Feldkamp et al., 2005; Lusk et al., 2001; Shackelford et al., 2001).

La dureza tiene dos componentes principales: el componente que resulta de las
caracteristicas del tejido conectivo (mayoritariamente, contenido y solubilidad del
colageno) y el componente miofibrilar. Este ultimo componente estd ligado
estrechamente con las caracteristicas de la fibra que controlan la fase de
tenderizacion (proceso por el cual la carne se vuelve tierna). Esta fase se caracteriza

por la protedlisis que tiene lugar post mortem, en el proceso bioldgico implicado en la
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conversion de musculo a carne (Maltin et al., 2003). El proceso de tenderizaciéon de la
carne es complejo y depende de multiples factores, incluyendo factores ante mortem
(edad, raza, sexo, alimentacion, estrés previo al sacrificio...) y post mortem
(temperatura de enfriamiento, tiempo de maduracién, envasado...) e interacciones
entre ellos (Destefanis et al., 2008). Lo que supone una falta de homogeneidad en el

producto carnico final.

Asimismo, el control genético del caricter dureza tiene una contribuciéon
relevante sobre la variabilidad total del caracter, tanto dentro de una raza, como
entre razas (Crouse et al., 1989; Koohmaraie, 1992a, b; Wheeler et al., 1995). Sin
embargo, existen andlisis que indican que los factores genéticos y ambientales
contribuyen de igual manera en la variacion de la dureza (Wheeler et al., 1995).
Diversos estudios han encontrado que la heredabilidad del caracter es de 0,30 (Koch
et al., 1982). Esto implica que el 70% de la variacién se explica por factores
ambientales y los efectos no aditivos de los genes (dominancia y epistasia) (Odeh,
2003). Por otro lado, Shackelford et al. (1994) explican que aproximadamente el 65%
de la variacién de la dureza entre razas del ganado vacuno se debe a efectos
genéticos y un 35% a efectos ambientales. Esto implica que puede ser controlada por
factores ambientales como el tiempo de engorde, la energia de la dieta, el estrés, el
enfriamiento de la canal, la maduracién en cdmara de frio, el método de coccion, etc.,

y finalmente por variantes genéticas asociadas al caracter dureza.

4.1. Conversion del musculo en carne

El proceso de conversiéon del musculo en carne se divide en tres fases

(Sentandreu et al., 2002):

La fase pre-rigor (30 minutos post mortem), durante la cual el musculo
permanece excitable y se corresponde con la fase de supervivencia del sistema

nervioso (Chrystall y Devine, 1985).

La fase de rigor, en el que los componentes energéticos (ATP, glucdgeno) se

agotan, y que puede ser altamente variable dependiendo del tipo de musculo,

10
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especie animal y condiciones de enfriamiento de la canal. En esta fase finaliza el
aporte de oxigeno y nutrientes al musculo y esto da como resultado un cambio a un
metabolismo anaerobio. El pH muscular desciende a consecuencia de la acumulacién
de dacido lactico, llegando a valores de 5,5 — 5,6 entre las 16 y 36 h post mortem
(Honikel, 2004). La desaparicidon del ATP que mantiene la integridad estructural del
musculo provoca una despolarizacién de las membranas lo que ocasiona la salida de
Ca* del reticulo sarcoplasmico al espacio miofibrilar. Como consecuencia, se produce
la formacién del complejo actina-miosina que da lugar al acortamiento permanente
del sarcomero, dando lugar a una tension y rigidez muscular que conduce a la

instauracién del rigor mortis (Koohmaraie, 1996).

La ultima fase post-rigor, de maduracién o tenderizacién de la carne, se produce

un debilitamiento de la estructura miofibrilar.
4.1.1. Proceso de tenderizacion

El proceso natural de tenderizacion, por el cual la carne se ablanda, es complejo.
La dureza de la carne depende de la arquitectura e integridad de las células del
musculo esquelético, de la actividad de las proteasas enddgenas en la célula y de la

matriz extracelular (McCormick, 2009).

En esta fase se produce la degradacidon de las proteinas responsables del
mantenimiento de la integridad de la estructura del musculo, por accién de enzimas
proteoliticas enddgenas. Se observan entre otros los siguientes cambios:
debilitamiento o degradacién de los discos Z, degradacidén de la proteina desmina
quiza debido a la ruptura de puentes entre las miofibrillas, degradacién de la proteina
titina que liga los filamentos de miosina en el sentido longitudinal de las miofibrillas y
degradacion de la proteina nebulina, responsable de las uniones transversales en la

banda | de los sarcdmeros (Goll et al., 1998).

La tenderizacion se considera como un proceso multi-enzimatico en el que estdn
implicados varios sistemas proteoliticos (Ouali et al., 2006). Las principales proteinas

gue intervienen en el proceso de tenderizacion van a ser descritas a continuacion.

11
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4.1.2. Papel de las proteinas que intervienen en el proceso de tenderizacién
Catepsinas

Las catepsinas son un grupo de enzimas compuesto tanto por endo- como exo-
peptidasas localizadas principalmente en los lisosomas (De Duve et al., 1955). Fue el
primer sistema enzimatico que se relaciond con el mecanismo post mortem de la
tenderizacion. Se han identificado mds de 15 catepsinas lisosomales, pero sélo 8 (B, L,

H, S, F, K, D, E) se han encontrado en el musculo esquelético (Barnier, 1995).

A pesar de los primeros indicios que las relacionaban con la tenderizacién de la
carne, estudios posteriores no las han considerado importantes por su localizacién y
su limitado acceso al sustrato. Los lisosomas son incapaces de envolver la estructura
miofibrilar y no se han encontrado fragmentos miofibrilares en los lisosomas (Hui,
2012). Sin embargo, no puede descartarse su contribucion en el proceso de
protedlisis post mortem. Se ha descrito que la catepsina B degrada la miosina y en
menor grado la actina. La catepsina L actua sobre la miosina, actina, a-actinina,

troponina-Ty troponina-l. Y la catepsina H actia sobre la miosina (Allen y Goll, 2003).
Proteasomas

Los proteasomas fueron descubiertos por Wilk y Orlowski (1980). Los
proteasomas son un complejo multicatalitico con actividad proteasa que estan
involucrados en la regulacién de multitud de procesos celulares, mediante la
degradacion de proteinas en el citosol y ntucleo (Coux et al., 1996). Los proteosomas
se expresan en el musculo esquelético y son capaces de causar la protedlisis de las
miofibrillas (Robert et al., 1999; Taylor et al., 1995) hasta 7 dias post mortem a pH
inferiores a 6 (Lamare et al., 2002). Sin embargo, el papel de los proteasomas en la
tenderizacidon de la carne todavia no esta claro. Aunque se ha demostrado que su
actividad proteolitica in vitro parece no ser la misma que en el musculo en la etapa

post mortem (Judrez et al., 2012a).
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Caspasas

Las caspasas son proteasas cisteina-aspartato especificas que estdn implicadas
en la rotura de la proteina muscular. Se han asociado al establecimiento efectivo de la

apoptosis relacionado con el proceso de tenderizacion (Lepetit y Culioli, 1994).

El papel de las caspasas en la apoptosis, que se produce en la etapa post
mortem, todavia estda en estudio (Ouali et al., 2006). Underwood et al. (2008)
examinaron la actividad de la caspasa 3 durante la maduraciéon post mortem y aunque

ésta estaba activa, no se encontrd correlacion con la dureza del musculo.

Las caspasas pueden influir en la protedlisis post mortem a través de su
interaccion con el sistema calpaina — calpastatina, ya que este sistema puede regular
negativamente la actividad de las caspasas. Por otro lado, las caspasas regulan de
manera positiva e indirecta la actividad del sistema calpaina mediante la disminucién

de la capacidad de union entre calpastatina y calpaina (Neumar et al., 2003).
Chaperonas o proteinas HSP

Las chaperonas, o proteinas HSP (por sus siglas en inglés Heat Shock Proteins),
juegan un papel crucial en las células, no sélo protegiendo del deterioro al resto de
proteinas celulares, sino también reparando las proteinas dafiadas, e inhibiendo las

vias intrinsecas y extrinsecas de la apoptosis (Gotoh et al., 2004).

Varias HSP han sido identificadas como marcadores asociados a la terneza de la
carne: Hsp40, Hsp20, Hsp27, Hsp60, Hsp70-1A/B, Hsp70-8, Hsp70-Grp75 y HspB5
codificadas por los genes DNAJA1, HSPB6, HSPB1, HSPD1, HSPA1B, HSPA8, HSPA9 y
CRYAB, respectivamente (Picard et al., 2015). Entre ellas destaca la expresion del gen
DNAJA1 que estd inversamente relacionada con la terneza de la carne en vacuno
evaluada mediante analisis sensorial (Bernard et al., 2007b). Este gen codifica la
Hsp40 que es una co-chaperona de la Hsp70, que inhibe la apoptosis (Gotoh et al.,
2004). Diversos estudios han mostrado las propiedades anti-apoptoticas de Hsp40,
Hsp70 y Hsp27, asociando bajos niveles de expresion de los mismos a un incremento

de la dureza de la carne, facilitando la muerte celular y la actividad de las caspasas
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durante el periodo post mortem (Bernard et al., 2007a; Bjarnadéttir et al., 2010;
Bjarnadottir et al., 2011). Sin embargo, son necesarios mas estudios para saber si las
HSP son unicamente indicadores de la protedlisis post mortem y la tenderizacién de la

carne o si tiene un papel mecanico en el proceso de maduracién (Hui, 2012).
Sistema calpaina-calpastatina

Este sistema estd formado por unas proteasas calcio-dependientes que fueron
descritas por primera vez en cerebro de rata por Guroff (1964). Es un sistema
formado por varias enzimas, de las cuales las mds estudiadas son p- y m-calpaina, y su
inhibidor enddgeno, la calpastatina. A continuacion describiremos las principales

caracteristicas de este complejo, estudiado en la presente Tesis doctoral.
4.1.3. Sistema calpaina-calpastatina
Calpaina

La calpaina (CAPN1) es una enzima proteolitica, encargada de degradar las
proteinas musculares durante la etapa de maduracion post mortem. Existen varias
isoformas de la enzima calpaina, las dos mejor caracterizadas son calpaina 1 o p-
calpaina y calpaina 2 o m-calpaina. Estas isoformas requieren la presencia de calcio
para su actividad. De manera general, p-calpaina requiere concentraciones de Ca**
micromolares (10 - 50 uM Ca**) para que tenga actividad completa. Mientras que m-

calpaina se activa con 0,3 - 1,0 mM Ca®t (Hui, 2012).

Ambas isoformas son heterodimeros compuestos por dos subunidades de 80kDa
y 28kDa (Suzuki, 1990). La subunidad pequefia es idéntica en ambas y estd divida en
los dominios V y VI. No se conoce la funcidén exacta de esta subunidad. La subunidad
grande de ambas isoformas estd compuesta por cuatro dominios (I, Il, 1l Y IV) y tiene

funcidn catalitica (Figura 2).
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DI Dlla

Figura 2. Dominios de la subunidad 80kDa del heterodimero de la proteina calpaina
(CAPN1). Fuente: Adaptado de Braun y Gautel (2011).

El dominio Il es el que contiene la triada catalitica Cys-His-Arg y es el dominio
proteolitico. Aunque otros estudios han demostrado que el dominio Il puede no
presentar actividad proteolitica por si mismo (Nishimura y Goll, 1991). Esto sugiere
que la actividad proteolitica de esta enzima puede depender de regiones de la
molécula que estén mas alejados del sitio activo (Strobl et al., 2000). El Dominio Ill no
es homdlogo a ninguna otra proteina, esta unido al dominio catalitico (dominio Il) y al
dominio responsable de la unién con el Ca* (dominio 1V), y puede estar implicado en
la unién con fosfolipidos (Tompa et al., 2001) y en la regulacion de la actividad de la
calpaina debido a su participacion en interacciones electrostaticas (Strobl et al.,
2000). Los dominios IV y VI contienen las cinco manos-EF en donde puede unirse a
Ca**. Una mano-EF es un dominio estructural de proteinas del tipo hélice-bucle-
hélice, que se encuentra en un gran numero de proteinas que se unen al calcio.
Consta de dos hélices a (hélice E y hélice F) unidas por una regidon corta de
aproximadamente doce aminodcidos, formando la zona de unién al Ca*’(McKee vy

McKee, 2003).

Los efectos de la enzima calpaina en las miofibrillas del musculo durante el
proceso de tenderizacidn se conocen bastante bien. Al principio, la calpaina
contribuye a la eliminacion de las miofibrillas en la linea N, (estructura paralela a la
linea Z). Después, elimina la linea Z que desaparece en su totalidad. La eliminacién de
la linea Z causa la degradacién de las miofibrillas. La calpaina libera la a-actina de la
linea Z sin provocar su degradacidn, tampoco causa la degradacion de la actina, ni de
la miosina. Sin embargo, esto provoca la degradacidn de tropomiosina, troponina ly T
y de proteinas del citoesqueleto como titina, desmina, nebulina o vinculina (Kemp et

al., 2010; Koohmaraie y Geesink, 2006).
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Calpastatina

La calpastatina (CAST) es un inhibidor endégeno de las proteinasas p-calpaina y
m-calpaina. La calpastatina aislada de musculo esquelético de bovino tiene 706
aminodcidos (Killefer y Koohmaraie, 1994). La proteina estd organizada en cuatro
dominios inhibitorios (I, I, ll y IV) de aproximadamente 140 aminodacidos cada uno y
un dominio NH,-terminal, que se denomina dominio L. Este dominio L no tiene
actividad inhibitoria pero determina la localizacion de la calpastatina en la célula (De
Tullio et al., 2009) (Figura 3). La calpastatina aislada en higado y corazén bovino tiene
un dominio mas, denominado regién XL, el cual estd formado por 68 aminodcidos

(Cong et al., 1998).

protena [T L

ABC ABC ABC ABC

cDNA  _ ey — TR TR TR T
' S | L LJIB L..HI_.I L._lﬂu
DNA IR 1 \ 1

g .E-Ll | l- ’IH ” } 'I \H
1xa 1xb 1y 1z 1u 234567 8 29 30
T vz 2[3]4[s] 6 [ 7 [
-I—Ip01 . ATG - . . v v . v
LR 11z 2\A4[s] 6 [ 7 [8]
ATG - ) )
TR 1y/1z]2[3[4[5] 6 [ 7 [&]
Tipo 2 ATG A
1'1;1:_2.\4455; 6|7 ]8
NG -
lu [2]3]4/5] 6 | 7 [8]
Thod ATG

w [R5 6 [ 7 ]8]

Figura 3. Dominios, subdominios y isoformas del gen calpastatina (CAST). Fuente:
Adaptado de Storr et al. (2011).

En cada dominio inhibitorio hay tres subdominios A, B y C (Maki et al., 1988;

Uemori et al., 1990). Los subdominios A y C interaccionan con la calpaina en dos sitios
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separados entre si, enrollandose alrededor de la calpaina y causando su inhibicion
(Figura 4). El subdominio B, entonces, bloquea el sitio activo de la calpaina. Aunque el
papel inhibitorio del subdominio B parece claro, el mecanismo por el cual ejerce su
efecto no lo estd. Cada subdominio estd codificado por un solo exén y cada dominio
estd codificado por cuatro exones; tres codifican los subdominios y un cuarto codifica

la parte final del subdominio C (Maki et al., 1989) (Figura 3).

Existen 4 isoformas de la calpastatina en la especie bovina, denominadas tipo |,
I, Iy IV. Las tres primeras han sido aisladas en el musculo esquelético, en el cardiaco
y en el higado. La isoforma tipo IV sélo ha sido aislada en testiculo (Goll et al., 2003).
Estas isoformas son el resultado de la existencia de diferentes promotores vy
mecanismos de splicing o empalme alternativo en el dominio L (Wendt et al., 2004).
La calpastatina presenta cuatro promotores, que se localizan en el extremo 5’ de los
exones 1xa, 1xb, 1u y 14t, a partir de los cuales se sintetizan las isoformas I, II, lll y IV,

respectivamente (Raynaud et al., 2005) (Figura 3).

La diferencia entre la actividad transcripcional de los promotores del gen de la
calpastatina entre especies y su diferente respuesta a estimulos es probablemente
debida en parte a la variacion en la expresion del gen entre especies, razas e
individuos y que por lo tanto contribuira a la variacién en la dureza de la carne (Kemp

etal., 2010).
Unidn calpaina-calpastatina

Una molécula de calpastatina puede inhibir a cuatro moléculas de calpaina en
presencia de Ca®* (Cong et al., 1998). Este ion es esencial para que esta interaccion se
produzca, ya que en presencia del mismo se forman a-hélices en los subdominios Ay
C de la calpastatina (Yang et al., 1994). Los subdominios A y C de la calpastatina
interaccionan con los dominios IV Y VI de las calpainas, respectivamente. Asi, el
subdominio B de la calpastatina queda proximo al sitio activo de las calpainas
(dominios I y 1l) bloqueando el acceso de los sustratos al mismo (Figura 4) (Kiss et al.,

2008; Pfizer et al., 2008).
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Figura 4. Unidon de la calpastatina a la calpaina. Fuente: Adaptado de
http://pldserverl.biochem.queensu.ca/calpain/calpains.shtml.

La entrada de Ca®* a la célula modifica la localizacién intracelular de la calpaina,
gue se encuentra de forma difusa en el citosol, y de la calpastatina, que se acumula
cerca del nucleo en estructuras granulares sin membranas. El Ca®" se une a las
calpainas, provocando que éstas se asocien a la cara interna de la membrana
plasmatica para captar mas Ca’". En cambio, la calpastatina difunde al citosol

contrarrestando el efecto proteolitico de las calpainas (De Tullio et al., 1999).

4.2. Factores que influyen en la dureza de la carne

Existe un gran numero de factores a lo largo de toda la cadena alimentaria,
desde la produccién primaria hasta que el alimento es consumido, que hacen variar la
dureza de la carne. Tal y como se ha explicado con anterioridad, la dureza de la carne
depende de factores ambientales y genéticos. De los factores ambientales, hay
factores intrinsecos y extrinsecos al animal. Los factores intrinsecos, propios del
animal, son la raza, la edad, el sexo o la especie. Al grupo de factores extrinsecos
pertenecen la alimentacidn, el sistema de produccién, el estado sanitario de los
animales, el estrés o bienestar animal, el manejo previo, durante y posterior al

faenado de la canal, pH, tiempo y temperatura de refrigeracion de maduracién de la
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canal, maduracion de la carne o el modo de cocinado. En este apartado abordaremos
algunos de los mas importantes que han sido estudiados en la presente Tesis
doctoral, centrandonos principalmente en los aspectos genéticos que son la base

principal de trabajo de esta Tesis.
4.2.1. Raza

Existe un gran numero de razas de ganado bovino de origen europeo (Bos
taurus) dedicado a la produccién de carne. Estas razas han sido una gran fuente de
diversidad genética y se han utilizado para el cruzamiento entre ellas (Alberti et al.,
2008). En un estudio llevado a cabo en terneros de 15 razas europeas se encontrd
una variacion en la dureza de la carne entre razas desde 43,8 hasta 67,4 N/cm?
medida en el musculo Longissimus thoracis. Las razas con los mayores valores de
dureza son Simmental, Highland y Marchigiana, y las razas con los menores valores de
dureza Avilefia-Negra Ibérica, Charolesa, Casina y Pirenaica (Christensen et al., 2011).
Dichas diferencias entre razas fueron atribuidas a probables diferencias en el
colageno total, colageno insoluble y proporcidn de tipos de fibras. En este sentido, si
clasificamos las razas segun su precocidad, las razas precoces presentan un mayor
contenido de colageno insoluble y por tanto, muestran una carne mas dura que las

razas mas tardia (Safiudo et al., 1998).

Por otro lado, a nivel enzimatico, se han observado diferencias entre razas en
cuanto a la degradacidon proteica del musculo, que sugieren que la actividad

enzimatica difiere segun la raza (Marino et al., 2013).
4.2.2. Sexo

El efecto del sexo (machos vs. hembras o castrados) sobre la dureza de la carne
no estd claro, tal y como apuntan las revisiones realizadas por Field (1971) y
Seideman et al. (1982). En estudios mas recientes que comparan hembras con
machos, la carne de las hembras es mads tierna que la de los machos (Bures y Barton,
2012; Mberema et al., 2016; Velik et al., 2008; Weglarz, 2010). Por el contrario, no

encontraron diferencias en la dureza de la carne madurada 7 - 8 dias de machos
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castrados y enteros (Monteiro et al., 2014; Prado et al., 2014). Cuando se compararon
hembras con machos castrados no se encontro asociacion entre el sexo y la dureza de
la carne (Gruber et al., 2011). Estas diferencias entre estudios podria deberse a la

utilizacion de animales de diferentes razas, pesos, dietas y sistemas de manejo.

Las diferencias en dureza entre sexos podria deberse al contenido en coldgeno
total y insoluble del musculo. Los machos tiene una cantidad de colageno
significativamente superior a las de los machos castrados y hembras (Modzelewska-
Kapituta y Nogalski, 2014; Zhang et al., 2010), por el efecto anabdlico de la
testosterona en la sintesis del coldgeno (Boccard et al., 1979; Gerrard et al., 1987).
Segln Modzelewska-Kapituta y Nogalski (2014), los musculos de los machos muestran
un mayor contenido de colageno insoluble que los castrados, lo que indica un mayor
numero de enlaces intermoleculares entre las cadenas de polipéptidos que forman el
colageno, que se ha demostrado que tienen un gran impacto sobre la dureza de la

carne (Jeremiah et al., 2003; Torrescano et al., 2003).
4.2.3. Alimentacion

La alimentacién es uno de los factores que mas influye en la calidad de la carne
por tener un efecto regulador sobre los procesos bioldgicos que tienen lugar en el
musculo y que finalmente determinardn la calidad del producto (Andersen et al.,
2005). Sin embargo, existe una gran controversia sobre el efecto de la alimentacion
en la dureza. Segun Muir et al. (1998), tanto el tipo de alimento como el nivel de
alimentacion pueden afectar a la dureza de la carne. El acabado del vacuno en pasto
puede producir una carne mas dura que si el acabado es con concentrado (Bennett et
al., 1995; Hedrick et al., 1983; Mitchell et al., 1991). Sin embargo, otros autores no
encuentran diferencias en la medida de la dureza de la carne entre la alimentacién de
pasto y pienso cuando los animales se sacrifican a edad y engrasamiento similar
(Blanco et al., 2010; Duckett et al., 2007; Latimori et al., 2008; Realini et al., 2004). De
manera similar, Muir et al. (1998) en una revisidn concluyeron que si los animales son
sacrificados a pesos similares es posible que no se observen diferencias de la dureza.

Andersen et al. (2005) relacionaron el descenso en la tasa de degradacién proteica
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con un posible incremento de la dureza de la carne, probablemente relacionado con

el nivel de alimentacion.

4.2.4. pH

El pH final de la carne es consecuencia de la deplecion muscular de la reserva de
glucégeno previa al sacrificio y afecta a la calidad de la carne. Se han descrito varios
factores de estrés como responsables de la deplecion de glucégeno: tiempo y manejo
durante el transporte de los animales de la granja al matadero, mezcla de diferentes
lotes, tiempo de espera, factores climaticos, condiciones patoldgicas y factores
genéticos (Silva et al., 1999). El pH final puede afectar a la calidad de la carne, asi
como a la dureza (Purchas y Aungsupakorn, 1993). Varios autores han demostrado
que tanto a valores bajos de pH final como a valores altos, la carne es mas tierna que
las muestras que presentan pH finales intermedios (Jelenikova et al., 2008; Pulford et
al., 2008). Aunque otros autores han descrito una relacion lineal entre dureza y pH
(Silva et al., 1999). Ademas, existe un efecto directo del pH sobre la actividad de la

calpaina y calpastatina (Hwang y Thompson, 2001; Sierra et al., 2012).

4.2.5. Edad/desarrollo

La dureza de la carne aumenta con la edad del animal, en especial cuando se han
estudiado rangos de edad muy amplios que abarcan de pocos meses a varios afios
(Hiner y Hankins, 1950; Shorthose y Harris, 1990; Tuma et al., 1962). Sin embargo,
existen estudios en los que no se han encontrado diferencias entre grupos de
animales de diferente edad (Koohmaraie et al., 1995; Riley et al., 1986; Shackelford y
Koohmaraie, 1995). Se ha atribuido el incremento de dureza al aumento del
contenido total de coldgeno y una disminucion del colageno soluble (Reagan et al.,
1976). Pero la evolucion del coldgeno no es clara con la edad (Boccard et al., 1995), la
evolucidn del colageno total e insoluble depende del grado de madurez del animal y
difiere segun el tipo de raza estudiado (rusticas vs. especializadas) (Blanco et al.,
2013). Podria ser que el tipo de enlaces de colageno afectasen a la dureza de la carne

(Purslow, 2005).

21



Antecedentes y Revision Bibliogrdfica

La variacion de la dureza de la carne con la edad puede explicarse por el gran
nimero de factores que interaccionan con la edad cronoldgica del animal.
Dependiendo de la raza, el sexo o el sistema de produccidn, los animales muestran
diferente tasa de crecimiento, por lo que animales con edades similares pueden

reflejar diferentes grados de madurez (Juarez et al., 2012a).

4.2.6. Maduracion

La maduraciéon de la carne ha sido descrita como uno de los factores post
mortem mas importantes (Juarez et al., 2012a). En este sentido,Judrez et al. (2012b)
sefialaron que aproximadamente el 60% de la variabilidad en la dureza de la carne es
debida al proceso de maduracion de la misma. Bratcher et al. (2005) concluyd que la
carne clasificada por la USDA como de menor calidad deberia ser madurada al menos
14 dias, mientras que la carne de categoria superior ya es tierna a los 7 dias de

maduracion.

Ademas, la maduracién de la carne depende de la raza. Avilés et al. (2013a)
describen una disminucién en la dureza de la carne entre los dias 1 y 16 de
maduracién, sin embargo, la disminucién es mayor en los animales cruzados con
Limusin que los cruzados con Charoles o Retinta. Campo et al. (2000) encontraron
que la interaccién entre la raza y la maduracién (de 1 a 21 dias) afectaba a la dureza
de la carne en terneros de distintas razas espafiolas agrupadas en cuatro tipos de

razas: de doble musculatura, de crecimiento rapido, de doble propdsito y rusticas.
4.2.7. Genética

La variabilidad en la dureza de la carne también se debe a la genética, aunque su
contribucién difiere entre estudios. Los principales genes que se han relacionado con
la dureza de la carne han sido la calpaina (CAPN1) y calpastatina (CAST) (Koohmaraie,
1992a). Sin embargo, tal y como se vera mas adelante, la asociacién de distintos
polimorfismos de ambos genes y la dureza de la carne aun no esta clara y depende en

gran medida de la raza estudiada (Allais et al., 2011). En el siguiente apartado se
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detallan SNPs descritos en la bibliografia en los genes CAPN1 y CAST, en los que se

centra esta Tesis.

4.3. Genes candidatos para la dureza de la carne
4.3.1. Calpaina (CAPN1)

Page et al. (2002) fueron los primeros en realizar un estudio de asociacién entre
el gen de la calpaina y la dureza de la carne. Para ello, realizaron un estudio de
asociaciéon haplotipico de 10 polimorfismos del gen de la calpaina (exén 6, intrén 7,
intron 8, exén 9, exén 13 vy intrén 18) con la dureza de la carne en machos
Piedmontese x Angus y Jersey x Limusin. El analisis de asociacion revelé que los SNPs
rs17872000 (CAPN1_316, segun la nomeclatura utilizada en la bibliografia descrita) y
rs17871051 (CAPN1_530, segun la nomeclatura utilizada en la bibliografia descrita) se
encuentran asociados a la dureza de la carne a los 3 y 14 dias de maduracion. EI SNP
CAPN1_316 es una sustitucion en el exén 9 de citosina por una guanina (C/G) que
produce un cambio aminoacidico de glicina a alanina (AAI23636.1: p.Gly316Ala),
mientras que el SNP CAPN1_530 cambia una adenina por una guanina produciendo
un cambio aminoacidico de valina por isoleucina (AAI23636.1:p.Val530lle). Mas tarde,
Page et al. (2004) confirmaron estos resultados en carne madurada durante 14 dias
en dos poblaciones, una de ellas formada por animales cruzados de Simmental x
Angus, y otra de animales cruzados de Angus, Charolés, Gelvieh, Limusin, Hereford,

Red Angus y Simmental x Angus, Hereford y Marc lll.

El efecto entre el SNP CAPN1_316 y la dureza de la carne madurada durante 14
dias también fue confirmado en Bos taurus, Bos indicus y sus cruces (Bonilla et al.,
2010; Rubio Lozano et al., 2016). Avilés et al. (2013a) encontraron efecto del SNP
CAPN1_316y la dureza de la carne cruda en animales de raza Charolesa pero no en
Limusin ni en Retinta. Por otro lado, no encontraron asociacidn entre este SNP vy la
dureza de la carne madurada 2 dias en ganado Hanwoo (Lee et al., 2014b) y a los 10
dias de maduracion en una muestra de animales de 30 razas diferentes (Dunner et al.,

2013).
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Contradiciedo el efecto encontrado por Page et al. (2002) del SNP CAPN1_530
sobre la dureza de la carne a los 3 y 14 dias de maduracidn, no se encontré efecto de
dicho SNP en carne cruda de raza Charolesa, Limusin y Retinta, en carne madurada 2
dias en ganado Hanwoo o en carne madurada 10 dias en una muestra de animales de

30 razas diferentes (Avilés et al., 2013a; Dunner et al., 2013; Lee et al., 2014b).

Otro SNP fue descrito por White et al. (2005) en el intron 17, rs17872050
(CAPN1_4751, nomeclatura utilizada en la bibliografia descrita), en el que se
describen diferencias favorables para el genotipo CT frente al homocigoto TT en un
cruce de las razas Brahman x Hereford. Esta asociacion ha sido confirmada
posteriormente por otros autores tanto en Hereford, Angus, Red Angus, Limusin,
Charolesa, Gelvieh y Simmental y en cruces de Bos taurus y Bos indicus (Casas et al.,

2006) y Nellore (Curi et al., 2009; Pinto et al., 2010).

Un test comercial, GeneStar Tenderness (Bovigen LLC Harahan, LA), incluye,
ademas de otros SNPs, los SNPs CAPN1_316 (Page et al., 2002) y CAPN1_4751 (White
et al., 2005). Estos test han sido validados por Van Eenennaam et al. (2007) en las
razas Brangus, Red Angus, Hereford, Brahamam y en Charolés x Angus. Sin embargo,
Tait et al. (2014) no encontraron asociacion de ambos SNPs con la dureza de la carne
en una poblacién compuesta por Angus, Hereford, Red Poll, y Pinzgauer a 14 dias de

maduracion.

Nattrass et al. (2014) estudiaron la posible influencia de los polimorfismos
CAPN1_316, y CAPN1 4751 en la expresion del gen CAPN1 en el musculo L.
lumborum en razas Brahman y Angus. Describieron que mientras el SNP CAPN1 316
no influye en la expresion del gen, si lo hace el SNP CAPN1_4751, de manera que se
asocié una mayor expresion del gen al alelo asociado con una carne mas tierna en los

diferentes estudios.

Finalmente, un estudio de asociacién de genoma completo (GWAS) con la dureza
de la carne en el musculo Longissimus dorsi a los 14 dias de maduracién mediante el
chip bovino de Illumina de 50K y 96 SNPs localizados en un intervalo de 186 kb de los

genes CAPN1 y CAST (McClure et al., 2012), en los que se analizaron animales de las
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razas Hereford, Angus y cruces de Simmental, Charolés y Limusin con Angus vy
encontraron las regiones donde se sitlan los genes CAPN1 y CAST asociadas a la
dureza de la carne. En concreto, en el gen CAPN1 aparecié asociado en las 5
poblaciones analizadas. Estos autores concluyeron que las mutaciones descritas
anteriormente en otros trabajos, asociadas a la dureza de la carne, no son las

mutaciones causales en su estudio.

4.3.2. Calpastatina (CAST)

Lonergan et al. (1999) y Chung et al. (1999) fueron de los primeros autores que
estudiaron la relacion entre el gen CAST vy la variabilidad en la dureza de la carne de
bovino, aungque no obtuvieron asociaciones significativas. En el primer estudio, se
analizé la asociacién de polimorfismos andnimos mediante enzimas de restriccion
(RFLP) con la actividad de la calpastatina en 83 animales cruzados de 8 razas
diferentes. En el segundo, analizaron la asociacidn entre los polimorfismos de
conformacion de cadena simple de DNA (SSCPs) con la resistencia al corte, el indice
de fragmentacién de miofibrillas y la actividad de la enzima en 47 toros de raza
Angus. En ninguno de los dos estudios se seleccionaron animales con valores
extremos para el caracter dureza y por lo tanto, los efectos aleatorios ambientales y
genéticos pudieron contribuir a la falta de relacién del gen CAST y la dureza de la

carne (Barendse, 2002).

Barendse (2002) encontré una asociacién entre el polimorfismo rs109221039
(CAST_2959, segun la nomeclatura utilizada en la bibliografia descrita) y la dureza de
la carne. En este estudio en el que se estudiaron animales de las razas Angus,
Belmont Red, Braham, Hereford, Santa Gertrudis y Shorthorn el genotipo GG fue
asociado a la carne mas dura. Esta asociacién ha sido confirmada posteriormente en
diferentes razas y cruces como son: Hereford, Angus, Red Angus, Limusin, Charolés,
Gelvieh y Simmental y cruces de Bos taurus y Bos indicus (Casas et al., 2006); en
Jersey x Limusin, Angus y cruces de Hereford (Morris et al., 2006); Charolés x Angus
(Van Eenennaam et al., 2007); cruces de Angus, Rubia Gallega, Canchim, con Nellore

(Bos indicus) (Curi et al., 2009); Angus, Hereford, Murray Grey y Shorthorn y razas Bos
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indicus (Johnston y Graser, 2010); 3 razas puras chinas (Li et al., 2010) y Angus (Tait et
al., 2014).

Otro polimorfismo asociado a la dureza fue encontrado por Schenkel et al.
(2006) en el intrén 5 (rs110955059). El estudio fue llevado a cabo en animales
cruzados (Angus, Limusin, Charolés y Simmental) de diferente sexo (machos, hembras
y castrados). En este caso, el genotipo CC es el que presentan los animales con una
carne mas tierna frente a los genotipos GG en diferentes dias de maduracién (2, 7 y
21 dias post mortem). Asimismo, este SNP ha sido estudiado por Pinto et al. (2010) en
la raza Nellore en el que se encontré un efecto aditivo del genotipo CC sobre el GG (-
0,17,-0,21y-0,25 kg a 7, 14 y 21 dias de maduracidn, respectivamente). Sin embargo,
en machos y hembras cruzados de Bos indicus y Bos taurus a 14 dias de maduracion
post mortem no se encontré una asociacion significativa con la dureza de la carne

(Curi etal., 2010).

Los SNPs descritos por Barendse (2002) y Schenkel et al. (2006) han sido
incluidos en sendos test comerciales. El test Gene Star Tenderness (Bovigen LLC
Harahan, LA) incluye el SNP descrito por Barendse (2002), mientras que el test Igenity
Tender-GENE (MerialLimited, Duluth; GA) contiene el SNP identificado por Schenkel
et al. (2006). Van Eenennaam et al. (2007) validaron ambos test en diferentes razas y
cruces de Bos taurus y Bos indicus, confirmdndose los resultados obtenidos con

anterioridad, a 14 dias de maduracion de la carne.

En la region promotora del gen CAST también se han encontrado polimorfismos
con efecto sobre la expresidn del gen, que podrian explicar las diferencias que se
encontraron en la actividad de CAST (Pringle et al., 1997). Ademas, en el promotor
1xa se ha descrito un microsatélite, repeticion en tdndem de los nucledtidos CA,
como un posible marcador para caracteres genéticos y de calidad de la carne

(Nonneman et al., 1999).

Se han descrito varios SNPs en otras zonas del gen CAST. Por ejemplo, en el
estudio del gen realizado por de Motter et al. (2009) mediante comparaciéon de

secuencias de DNA y mRNA disponible en GenBank, definieron varios SNPs en la

26



Antecedentes y Revision Bibliogrdfica

region del 3'UTR y en los exones 6, 7, 18 y 24. Allais et al. (2011) buscaron la
asociacién en animales de tres razas diferentes y tres polimorfismos del gen CAST.
Dos en la region 3'UTR, uno de ellos el estudiado por Barendse (2002) y otro en el
intrén 8 (BTA7: g.98536799A>G UMD 3.1). El SNP descrito por Barendse (2002) sdlo
se asocio a la dureza de la carne en la raza Charolesa a 14 dias de maduracion. El otro
polimorfismo de la region 3’"UTR (BTA7: g. 98581038A>G UMD 3.1) situado a 1375 pb
en sentido 3', presentd asociacion con la dureza de la carne en la raza Rubia de
Aquitania. El estudio de Allais et al. (2011) demuestra que los efectos de los
marcadores no pueden ser aplicados en todas las razas, ni siquiera en poblaciones de

bovino de la misma raza.

En un estudio de asociacién de genoma completo (GWAS) con la dureza de la
carne en el musculo Longissimus dorsi a los 14 dias de maduracidn mediante el chip
bovino de Illumina de 50K y 96 SNPs localizados en un intervalo de 186 kb del gen
CAST (McClure et al., 2012) con animales de las razas Hereford, Angus y cruces de
Simmental, Charolés y Limusin con Angus, encontraron las regiones donde se sitlan
los genes CAPN1 y CAST asociadas a la dureza de la carne. En concreto, el gen CAST
aparecio6 asociado a las razas Hereford, Charolés y Limusin. Estos autores concluyeron
gue las mutaciones descritas anteriormente en otros trabajos, asociadas a la dureza

de la carne, no son las mutaciones causales en su estudio.

Por tanto, parece necesario estudiar los distintos SNPs descritos e incluso buscar
nuevas mutaciones que permitan explicar la variabilidad encontrada en la dureza de
la carne en cada una de las razas y una vez confirmado el efecto de los genes, se
podrian incluir los diferentes SNPs en los esquemas de seleccién de las poblaciones

analizadas.
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5. Grasa intramuscular

Tal como se ha explicado con anterioridad, la grasa intramuscular juega un papel
importante en los atributos de calidad de la carne, incluyendo las propiedades
sensoriales y consideraciones saludables. Una mejor comprension de los mecanismos
biolégicos que determinan la cantidad de la grasa intramuscular sigue siendo un
punto critico de la investigacidn, para satisfacer las expectativas de los consumidores

y asegurar la competitividad de la produccion de carne en todo el mundo.

La grasa intramuscular generalmente se determina quimicamente. Sin embargo,
en paises como EE.UU y Australia, estiman subjetivamente la grasa intramuscular
mediante apreciacion visual. El veteado es el término utilizado en la industria carnica
para referirse a la apariencia visual de la grasa intramuscular entre los haces de fibras
musculares. En el sistema de clasificacién de la Unién Europea no se contempla dicha

clasificacion.

Existen resultados contradictorios sobre la relacion entre el contenido de grasa y
la dureza. Algunos estudios confirman que el contenido de grasa intramuscular en la
carne influye positivamente en la terneza (Pannier et al., 2010a), pero otros sugieren
gue tiene un efecto negativo (Romans et al., 1965). La relacién entre ambos se cree
que es indirecta (Miller, 2002) y se estima que el veteado explica el 5% de la variacion
de la terneza de la carne de bovino (Wheeler et al., 1994). Segun Shackelford et al.
(1994) la grasa intramuscular y la dureza de la carne estan estrechamente

relacionadas genéticamente (r = -0,27).

El desarrollo de los depdsitos adiposos ocurre en el orden: abdominal,
intermuscular, subcutdneo y finalmente intramuscular (Pethick et al., 1993). La grasa
intramuscular es el Ultimo tejido adiposos en depositarse, aunque el tejido empieza a
desarrollarse en el destete (Harper y Pethick, 2004). El metabolismo lipidico se asocia
especialmente al metabolismo energético en el animal. Los lipidos son sintetizados y
depositados (lipogénesis) o degradados (lipdlisis) en respuesta al balance energético

del animal (Pethick et al., 2004).
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En los rumiantes, los lipidos que proviene de la dieta, son degradados a acidos
grasos libres mediante la lipdlisis, los cuales se saturan posteriormente mediante la
biohidrogenacidn que es llevada a cabo por los microorganismos que se encuetran en
el rumen (Lee y Moore, 1959). Los acidos grasos procedentes del rumen llegan al
intestino delgado, donde son atacados por las sales biliares. Estas emulsionan, y
fragmentan los acidos grasos para que actuen sobre ellas las enzimas lipoliticas.
Igualmente, los fosfolipidos microbianos son digeridos y contribuyen a la formacién
de acidos grasos los cuales seran absorbidos a través de la pared del intestino. Los
acidos grasos se incorporan a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) o como
complejos de acidos grasos no esterificados que se asocian con la albumina en la
sangre. Las lipoproteinas VLDL y los quilomicrones son los principales responsables
del transporte de los acidos grasos. Durante el transporte, la lipoproteina lipasa de los
capilares del musculo esquelético, tejido adiposo y mamario libera los acidos grasos y
el glicerol, que posteriormente son utilizados para obtener energia o para sintetizar
triglicéridos (Vernon et al., 1999). La sintesis de novo en el higado de los rumiantes es
muy baja en comparacidon con otras especies (Bauchart et al., 1996). El higado no
tiene gran capacidad para formar y exportar lipoproteinas ricas en triglicéridos, por lo
que la mayoria de las lipoproteinas de los rumiantes proceden de la absorcion

intestinal.

5.1. Factores que afectan al contenido de grasa intramuscular

Tal y como se ha explicado en apartados previos, el contenido de grasa
intramuscular depende de factores ambientales y genéticos. A continuacidn, se van a
describir algunos de los factores mas importantes que han sido estudiados en la
presente Tesis, centrandonos principalmente en los aspectos genéticos que son la

base principal de trabajo de esta Tesis.
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5.1.1. Raza

Entre las razas de vacuno, existen diferencias no solo en el grado de
engrasamiento sino también en la estructura y distribucidn de las vetas de grasa en el
musculo (Albrecht et al., 2006). En las razas con mayor engrasamiento el contenido
de grasa intramuscular aumenta un 1%, de media, cuando se produce un aumento
del 5% en el contenido de la grasa de la canal (Goutefongea y Dumont, 1990).
Christensen et al. (2011) en un estudio llevado a acabo en 15 razas europeas,
indicaron que las razas con un mayor contenido en grasa total son las razas Roja
Danesa y Holstein, mientras que Piamontesa, Limusin y Asturiana de los Valles

contienen la menor cantidad de grasa total.

La composicién quimica del musculo es relativamente constante, sin embargo el
contenido de lipidos es muy variable entre razas, individuos de la misma especie y
musculos (Hocquette et al., 2010). El contenido de grasa intramuscular varié desde
3% al 11% en diferentes musculos en un estudio en 25 canales de la raza Aberdeen de
Canada (Jeremiah et al., 2003). Esto podria deberse al diferente metabolismo,
oxidativo o glicolitico, en las fibras musculares (Hocquette et al., 2000) o a factores

relacionados con la cria de los animales (Renand et al., 2003).
5.1.2. Sexo

El estatus hormonal en el vacuno estda directamente relacionado con la
distribucién de la grasa y la proteina en el musculo (Fritsche y Steinhart, 1998).
Quimicamente, la carne de los machos tiene un contenido de proteina, cenizas y
humedad mayor; y un contenido de grasa menor que la carne de las hembras (Sharaf
Eldin et al., 2013). El rendimiento superior de los machos frente a las hembras o los
machos castrados se debe a los esteroides, principalmente a la testosterona y el
estradiol, que se producen en los testiculos (Lee et al., 1990). La testosterona se une
a receptores en los musculos y estimula la incorporacién de proteinas, lo que

aumenta la masa muscular sin un aumento del tejido adiposo (Dayton y White, 2008).
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Diversos estudios han encontrado que los terneros enteros presentan menor
cantidad de grasa intramuscular que los castrados (Destefanis et al., 2003; Marti et
al., 2013; Padre et al., 2006). Purchas et al. (2002) encontraron en animales de raza
Angus con distintos rangos de edad (16-18 meses y 24-28 meses) y distintos niveles
de crecimiento (rapido, restringido y lento), que la carne de los terneros castrados
presentaba mayor grasa intramuscular, dando como resultado una carne mas tierna 'y
jugosa que la de los machos enteros. Sin embargo, las diferencias dependen de la
edad del animal a la castracion y de la edad de sacrificio de los terneros (Marti et al.,

2013).

En las razas bovinas asturianas, los estudios sobre el efecto de la castracion en la
calidad del producto han mostrado un incremento significativo del engrasamiento
intramuscular en animales castrados, tanto cebados en intensivo (Olivan, 2001a;
Olivan, 2001b; Olivan et al., 2003; Osoro et al., 2001) como en extensivo (Olivan,

2001a; Olivan, 2002).
5.1.3. Edad/desarrollo

El depdsito de lipidos en todos los depdsitos de grasa, incluido el depésito de
grasa intramuscular, aumentan con la edad y la tasa de crecimiento (Zembayashi,
1994). Segun los estudios del desarrollo de los animales, la grasa intramuscular es de
desarrollo tardio (Vernon, 1981) en relacion con otros depdsitos de grasa,
depositdndose primero la abdominal, después intermuscular, a continuacién,

subcutanea y finalmente intramuscular. (Pethick et al., 2005).
5.1.4. Alimentacién

Las dietas que promueven el aporte de glucosa al musculo pueden incrementar
la deposicién de grasa intramuscular (Hocquette et al., 2010). Esto se puede
conseguir maximizando la fermentacién en el rumen para producir precursores de la
gluconeogénesis (propionato) o incrementando la digestion del almidén en el
intestino delgado. Dichas dietas incrementan las concentraciones de hormonas

anabdlicas (insulina) que estimulan la lipogénesis y ademas, aportan mayor glucosa a
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los adipocitos intramusculares. En este sentido, los terneros alimentados con forraje
suelen presentar menor contenido de grasa intramuscular o veteado que los

alimentados con pienso (Muir et al., 1998; Van Elswyk y McNeill, 2014).

Sin embargo, en otros estudios, en animales castrados de la raza Rubia Gallega,
no observaron el efecto del sistema de acabado sobre el contenido de grasa
intramuscular (Varela et al., 2004). Tampoco se observaron diferencias entre el
acabado en pasto, ensilado y concentrado en animales cruzados (French et al., 2000).
Si los animales son sacrificados con pesos similares, es posible que esas diferencias no

puedan ser detectadas (French et al., 2000; Steen et al., 2003).
5.1.5. Genética

En la bibliografia se han descrito varios marcadores genéticos asociados al
contenido de grasa intramuscular, a continuacién se describen brevemente los genes
y marcadores que han sido asociados a este cardcter y que van a ser validados en esta

Tesis en las razas Parda de Montafia y Pirenaica.

5.2. Genes candidatos para el contenido de grasa intramuscular
5.2.1. Sintasa de los dcidos grasos (FASN)

La enzima FASN es un complejo multienzimatico que cataliza la sintesis de acidos
grasos saturados de cadena larga. El dominio de la tioesterasa (TE) del complejo de la
FASN es el responsable de la terminacion de la sintesis de los acidos grasos y por
tanto juega un papel esencial en la determinacidn de la longitud de la cadena del
producto de la FASN. En este dominio se han descrito varios SNPs, entre ellos, el SNP
rs41919985 asociado a la composicidn de los acidos grasos del musculo Longissimus
dorsi en la raza Angus (Zhang et al., 2008). Este polimorfismo produce un cambio
aminoacidico de alanina a treonina. Barendse (2011) en un estudio de asociacion por
haplotipos describid por primera vez el efecto del gen FASN sobre la grasa
intramuscular en un ganado compuesto por razas Bos taurus y Bos indicus. Mazzucco

et al. (2016) describieron, en las razas Angus, Hereford y sus cruces, una asociacién
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entre el polimorfismo rs41919985 y el porcentaje de grasa intramuscular en el
musculo Longissimus dorsi. Barton et al. (2016) estudiaron la asociacion entre el
polimorfismo rs41919985 descrito por Zhang et al. (2008) y otro SNP descrito por Abe
et al. (2009) (AF285607: c. 16024A>G) con la cantidad y composiciéon de la grasa
intramuscular en el musculo Longissimus lumborum en la raza Fleckvieh. No
encontraron efecto de los dos SNPs con la cantidad de grasa, aunque si con la
cantidad de algunos acidos grasos. Por otro lado, Oh et al. (2012) y Lee et al. (2014a)
encontraron una asociacién positiva entre el veteado y la cantidad de grasa
intramuscular visible en la carne, y 5 SNPs del gen FASN (NM_001012669: g.12870 T >
C,g.13126 T>C, g.15532 C> A, g.16907 T > Cy g.17924 G > A) en el ganado coreano
(Hanwoo), en el musculo Longissimus dorsi, y japonés, en el musculo Longissimus,
respectivamente. También, se han llevado a cabo muchos estudios en los que no se
ha encontrado una asociacién entre los polimorfismos de FASN y los depdsitos de
grasa, como por ejemplo los realizados en ganado Hanwoo (Kim et al., 2017), Wagyu
(Matsuhashi et al., 2011) y en toros Fleckvieh (Barton et al., 2016). El diferente grado
de engrasamiento de estas razas, y edad de sacrificio de los animales, puede influir en

los resultados de asociacién tan variables en este gen.

En un estudio de asociacién de genoma completo (GWAS) mediante andlisis de
haplotipos con el array beadchip bovino de lllumina de 50K se encontré una
asociacién sugestiva del gen FASN con el contenido de grasa intramuscular en el
musculo Longissimus dorsi en una poblacion de animales compuesta por razas

procedentes de los troncos Bos taurus y Bos indicus (Barendse, 2011).

Finalmente, hay que destacar que Jeong et al. (2012) encontraron una
correlacién positiva entre la abundancia de mRNA de FASN y el contenido de grasa

intramuscular en el musculo Longissimus dorsi (13,3%) en la raza Wagyu.
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5.2.2. Proteina de union a dcidos grasos 4 (FABP4)

Esta proteina intracelular es especifica de los adipocitos, transporta los acidos
grasos desde la membrana celular a los lugares de oxidacidon de éstos o hacia los

lugares de sintesis de triglicéridos o fosfolipidos (Veerkamp y Maatman, 1995).

La importancia de FABP4 en el contenido de la grasa intramuscular ha sido
demostrada en varios estudios (Jurie et al., 2007; Wang et al., 2005). EI SNP descrito
por Michal et al. (2006) (rs41729173) fue asociado al porcentaje de la grasa
intramuscular en el musculo Longissimus en animales cruzados Waygu x Limusin.
Igualmente, Shin et al. (2012) encontraron una asociacion entre el SNP NC_007312.4 :
g.3691G>A localizado en el exdn 3 y el grado de veteado en el musculo Longissimus
dorsi en la raza Hanwoo. Avilés et al. (2013b) estudiaron este mismo polimorfismo en
animales cruzados de las razas Retinta, Charolesa y Limousin, con un incremento de
0,155% de grasa intramuscular en el musculo Longissimus por cada copia del alelo G
de este marcador. Por el contrario, no se ha encontrado asociacidon entre la grasa
intramuscular en los musculos Longissimus thoracis et Ilumborum vy
Semimembranosus y dicho SNP en distintas razas del tronco Bos taurus evaluadas
conjuntamente (Pannier et al., 2010b). Tampoco se ha encontrado asociacion entre la
grasa intramuscular del musculo Longissimus lumborum y el SNP de FABP4

(AAFC_01136716.1: g.7516G>C) en ganado Bos indicus (Curi et al., 2011).

5.2.3. Acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1)

Acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1) es una enzima microsomal que
cataliza el ultimo paso de la sintesis de los triglicéridos, desempefiando un papel
fundamental en los procesos fisioldgicos donde intervienen los triglicéridos (Cases et
al., 1998). Se identificaron dos polimorfismos (rs109234250 y rs109326954) que
implicaba un cambio aminoacidico (NP_777118.2:p.Lys232Ala) (Winter et al., 2002), y
afectaba al contenido de la grasa intramuscular en el musculo Semitendinosus en la
raza Holstein y Charoles, y en el del musculo Longissimus en la raza Charolés pero no
la raza Holstein (Thaller et al., 2003). En la raza Angus se encontrd una asociacién de

estos dos polimorfismos con la grasa intramuscular tanto en el musculo Longissimus
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dorsi como en el Semitendinosus (Anton et al., 2011). Wu et al. (2012) encontraron
los dos SNPs descritos con anterioridad de la DGAT1 asociados al contenido de grasa
intramuscular en el musculo Longissimus en la raza Simental China. Igualmente, estos
autores encontraron un haplotipo compuesto por estos dos SNPs y dos del gen SCD
asociados al contenido de grasa intramuscular y a la dureza de la carne en el musculo
Longissimus. Otros estudios en los que se incluyen animales de distintas razas
también encuentran efecto de los SNPs de DGATI1 sobre el contenido en grasa
intramuscular (Li et al., 2013; Yuan et al., 2013). Por contra, Pannier et al. (2010a) no
encuentran asociacion entre los SNPs descritos por Winter et al. (2002) y la grasa
intramuscular en los musculos Longissimus thoracis et Ilumborum vy
Semimembranosus en animales cruzados de varias razas comerciales (Charolesa,
Hereford, Limusin, Simmental, Friesian y Holstein—Friesian). Igualmente, en animales
de las razas Nelore, Angus x Nelore, Rubia Gallega x Nelore, Canchim y cruces de
Brangus y Braunvieh (Curi et al., 2011), cruzados de las razas Retinta, Charolés y
Limusin (Avilés et al., 2013b) o toros Fleckvieh (Barton et al., 2016), tampoco se han

encontrado asociaciones entre el contenido de grasa intramuscular y estos SNPs.

5.2.4. Estearoil-CoA desaturasa (SCD)

Estearoil-CoA desaturasa (SCD) es una enzima responsable de la conversion de
los acidos grasos saturados en acidos grasos monoinsaturados. La mayor parte de los
trabajos en los cuales se explora la variabilidad del gen SCD estan hechos en bovino
donde un SNP no sinénimo en el exdn 5 (BTA26:8.21144685C>T UMD 3.1) resulta en
un cambio aminoacidico de alanina por valina. Dicho SNP se asocié al contenido de
grasa intramuscular en los musculos Longissimus y Semimembranosus de animales
cruzados de razas irlandesas (Reardon et al., 2010). Otro estudio, también asocia este
mismo SNP al veteado en el musculo Longissimus en la raza Hanwoo (Oh et al., 2011).
Como se ha comentado con anterioridad, Wu et al. (2012) también encontraron un
haplotipo compuesto por dos SNPs del gen DGAT1 y dos del gen SCD asociados al
contenido de grasa intramuscular y a la dureza de la carne en raza Simmental China.

Igualmente, el analisis individual del SNP del exén 5 del gen SCD
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(BTA26:2.21144685C>T UMD 3.1) también resulté asociado al contenido de grasa
intramuscular. Por otro lado, Avilés et al. (2013b) no encontraron asociacion con la
grasa intramuscular en el musculo Longissimus en animales cruzados de las razas
Retinta, Charolesa y Limusin. Tampoco se ha encontrado asociacidon en animales
cruzados de Angus, Charolés, y Hereford (musculo Longissimus thoracis) (Li et al.,
2013), Brangus (musculo Longissimus lumborum) (Baeza et al., 2013) o Limusin y

Angus (en el musculo Semimembranosus) (Ward et al., 2010).

5.2.5. Leptina (LEP)

La leptina (LEP) es una hormona peptidica que ha sido sintetizada y secretada
principalmente por los adipocitos blancos (Zhang et al., 1994). Se han descrito un
gran numero de variaciones en el gen de LEP, en el exén 2 (Buchanan et al., 2002),
exon 3 (Pannier et al., 2009; Tian et al., 2013) y en su promotor (Nkrumah et al.,
2005; Schenkel et al., 2005). EI SNP rs29004488 descrito por Buchanan et al. (2002),
produce un cambio aminoacidico de arginina por cisteina
(ENSBTAP00000019853.4:p.Cys25Arg) y fue asociado a un aumento del contenido de
grasa intramuscular en el musculo Semitendinosus en raza Red Angus (Anton et al.,
2011), y en el musculo Longissimus dorsi en razas de Bos taurus, Bos indicus y sus
cruces (Mazzucco et al., 2016). También se encontré efecto del SNP rs29004488 de
LEP pero no del rs109406937 sobre el contenido de grasa intramuscular en el
musculo Longissimus thoracis en animales Simmental (Orru et al., 2011). No obstante,
no ha encontrado asociacién de este SNP con el contenido de grasa intramuscular en
ganado cruzado Holstein x Charolés (Lagonigro et al., 2003), en varias poblaciones
animales de cruces comerciales (Avilés et al., 2013b; Schenkel et al., 2005), ni en las
razas Charolesa, Hereford, Limousin, Simmental, Friesian y Holstein—Friesian (Pannier

et al., 2009), y tampoco en Brangus (Corva et al., 2009).

5.2.6. Tiroglobulina (TG)

La tiroglobulina (TG) es un precursor de las hormonas tiroideas. Estas hormonas
desempeiian un papel crucial en la regulacién del metabolismo y tienen efectos sobre

el crecimiento de los adipocitos, la diferenciacién y la homeostasis de los depdsitos
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de grasa (Ailhaud et al., 1992; Casas et al., 2005; Darimont et al., 1993; Smas y Sul,
1995). La variacidon (BTA14:2.9509279C>T UMD 3.1) en la regién 5' del gen TG ha sido
asociado con el veteado de la carne y se utiliza en programas de seleccidn asistida por
marcadores, mediante un kit comercial denominado GeneSTAR Quality Grade, para
mejorar el contenido de grasa intramuscular en la carne. En este sentido, un
incremento en el veteado o deposicion de grasa intramuscular de la carne se ha
asociado con el genotipo TT (Anton et al., 2011; Barendse, 1999; Barendse et al.,
2004; Burrell et al., 2004; Casas et al., 2007; Hou et al., 2011; Thaller et al., 2003)
estando en muy baja proporcion en las poblaciones analizadas (Casas et al., 2007). Sin
embargo, es posible que dicho efecto se de en unas razas y no en otras dado que
tanto Barendse et al. (2004) como Thaller et al. (2003) mostraron que el efecto del
SNP de TG sobre el contenido de grasa o veteado era dependiente de la raza.
Ademas, Pannier et al. (2010b) no encontraron asociacién entre este SNP y la grasa
intramuscular en cruces de Bos taurus. Tampoco se encontrd asociacién en
poblaciones de origen europeo o asiatico (Zhang et al., 2015), o Simmental (Rincker et
al., 2006). Por otra parte, Rincker et al. (2006) describieron que la duracidn del cebo

también afecta al efecto del SNP de TG sobre el contenido de la grasa intramuscular.

5.2.7. Receptor huérfano asociado al receptor del dcido retinoico-y (RORC)

El gen RORC es un receptor de la vitamina A, miembro de la superfamilia de
receptores de la hormona tiroidea y esteroidea, teniendo los niveles de retinol y
acido retinoico en sangre un efecto significativo sobre la grasa intramuscular (Evans,
1988; Petkovich et al., 1987). Barendse et al. (2007a) detectd 9 polimorfismos en el
gen, uno de los cuales (rs137721616) localizado, en el exén 7, se ha asociado con el
contenido de la grasa intramuscular y el veteado en ganado de las raza Angus, pero
no en la raza Hereford ni Brahman, y tampoco cuando se considerd las tres razas
conjuntamente (Barendse et al., 2010). De igual forma el alelo T también se ha
asociado a un mayor contenido de grasa intramuscular en el musculo Longissimus
dorsi en ganado cruzado de las razas Retinta, Charolesa y Limousin (Avilés et al.,

2013b).
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5.2.8. Calpaina (CAPN1)

El gen CAPN1 también se ha asociado, recientemente, con el contenido de grasa
intramuscular. Barendse (2011) sugirid la asociacion del gen CAPN1 con el contenido
de grasa intramuscular en la carne en Longissimus dorsi en una poblacién de animales

compuesta por razas procedentes de los troncos Bos taurus y Bos indicus.

Varios han sido los autores que han estudiado el efecto de varios polimorfismos
del gen CAPN1 en la grasa intramuscular de la carne de vacuno, aunque los resultados
son contradictorios. Li et al. (2013) asociaron el SNP CAPN1_316 con el veteado de la
carne en el musculo Longissimus thoracis en las razas Angus, Charolesa, Hereford,
Limusin y Simmental. Sin embargo, otros autores no han encontrado asociacién con
el contenido de grasa intramuscular en la raza Hanwoo (musculo Longissimus
lumborum) (Lee et al., 2014b) en cruces comerciales de Bos taurus y Bos indicus
(musculo Longissimus dorsi) (Bonilla et al., 2010), ni en ganado de la raza Nellore,
Angus x Nellore, Canchim, cruces de Brangus y cruces de Braunvieh (musculo
Longissimus dorsi) (Curi et al., 2010). El polimorfismo CAPN1_4751, anteriormente
asociado a la dureza de la carne, ha sido asociado al contenido de grasa intramuscular
en el musculo Longissimus dorsi en la raza Charolesa (Mufioz Mejia et al., 2012).
Aunque otros autores no encuentran este mismo efecto en las raza Nellore y sus
cruces (musculo Longissimus dorsi) (Curi et al., 2010) ni cruces comerciales de Bos
taurus y Bos indicus en razas Mejicanas (musculo Longissimus dorsi) (Bonilla et al.,
2010). Otros autores han estudiado otros polimorfismos no descritos en la presente
Tesis doctoral. Cheong et al. (2008a) estudiaron 12 polimorfismos del gen CAPN1
aunqgue solo un SNP localizado en la region 3’UTR (AF221129: c.2151*479C>T) se
asocio al nivel de veteado de la carne en la raza Hanwoo. Lee et al. (2014b),
estudiaron otros dos polimorfismos (AF221129: c.580A>G y c.658C<T) que no se

asociaron al contenido de grasa intramuscular también en ganado Hanwoo.
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5.2.9. Calpastatina (CAST)

Varios autores han estudiado el posible efecto que pueda tener el gen CAST
sobre el contenido de grasa intramuscular. Sin embargo, no encontraron asociacion
entre el polimorfismo NM_174003.2: c.155C>T descrito por Barendse et al. (2007b) y
el veteado de la carne en la raza Angus, Charolés, Hereford, Limusin y Simmental en
el musculo Longissimus thoracis (Li et al.,, 2013). Tampoco se ha encontrado
asociacidon de este mismo SNP con el contenido de grasa intramuscular en el musculo
Longissimus lumborum et thoracis en una poblacion de animales cruzados (Flekvieh,
Charolés, Simmental, Galoway y Rubia de Aquitania) en la Republica Checa
(Kaplanova et al., 2013). Tampoco se encontré asociacion entre el contenido de grasa
intramuscular del musculo Longissimus dorsi con el polimorfismo rs110955059 (Curi
et al., 2010) ni con el polimorfismo CAST_2959 (Curi et al., 2009) en animales de las
razas Nelore, Angus x Nelore, Rubia Gallega x Nelore, Canchim y cruces de Brangus y

Braunvieh.

A la vista de los diferentes SNPs que ya han sido descritos en la bibliografia y la
variabilidad de resultados encontrada para cada raza, que puede ser debido a la
alimentacion recibida, al rango de grasa intramuscular, al musculo estudiado, parece
necesario validar los distintos polimorfismos descritos en las razas autdctonas
Pirenaica y Parda de Montafa antes de incluirlas en los esquemas de seleccion de las
mismas, asi como buscar nuevos marcadores que puedan estar asociados a los

fenotipos estudiados.
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Objetivos

Mediante la realizacién de la presente Tesis doctoral se pretende buscar y validar

marcadores genéticos asociados a la dureza y contenido de grasa intramuscular de la

carne de bovino en las razas Parda de Montafa y Pirenaica.

Este objetivo general se pretende abordar a través de los siguientes objetivos

parciales:

1.

3.

Validacién de la asociacién de polimorfismos descritos en los genes calpaina
(CAPN1) y calpastatina (CAST) asociados a la dureza de la carne en el musculo

Longissimus thoracis de las razas Parda de Montafia y Pirenaica.

Busqueda de nuevos polimorfismos, caracterizacién de los mismos, vy
estudios de asociacion en el gen calpastatina (CAST) con la dureza de la carne
en el musculo Longissimus thoracis de las razas Parda de Montafia y

Pirenaica.

Validacién de la asociacién de polimorfismos descritos en los genes sintasa
de los dcidos grasos (FASN), proteina de unidn a dcidos grasos 4 (FABP4), acil-
CoA diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1), estearoil-CoA desaturasa (SCD),
leptina (LEP), tiroglobulina (TG), receptor huérfano asociado al RAR-y (RORC),
calpaina (CAPN1) y calpastatina (CAST) asociados al contenido de grasa
intramuscular de la carne en el musculo Longissimus thoracis de las razas

Parda de Montafia y Pirenaica.
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1. Material animal

Las muestras y datos obtenidos para el desarrollo de esta Tesis proceden de
experimentos realizados en el Centro de Investigacidn y Tecnologia Agroalimentaria

de Aragon (CITA) realizados desde el afio 2003 hasta el 2013.

En la Tabla 1 se detallan los experimentos en los cuales se determind la dureza
de la carne y el porcentaje de la grasa intramuscular del musculo Longissimus
thoracis. Los datos de los ensayos 1 al 10 se utilizaron para el aislamiento de una
nueva variante génica asociada a la dureza de la carne (Capitulo | - Resultados y
Discusion). En los estudios de validacién de los resultados encontrados en el Capitulo
| en una poblacién mayor (Capitulo Il - Resultados y Discusidn), caracterizacion de la
region 3’UTR del gen CAST, estudios de asociacién y efecto funcional (Capitulo Il -
Resultados y Discusion), caracterizacion del promotor del gen CAST (Capitulo IV -
Resultados y Discusion) y los estudios de asociacién de polimorfismos con grasa
intramuscular (Capitulo V - Resultados y Discusion) se utilizaron, ademas de los

experimentos nombrados con anterioridad, los experimentos 11y 12.

Los animales de los ensayos 1-12 fueron sacrificados en mataderos comerciales
autorizados [Mercazaragoza (Zaragoza) y Fribin (Binéfar)] de acuerdo con la
legislaciéon Europea (directiva 86/609/EEC) de proteccion animal. Las canales se

mantuvieron a 4 °C durante 24 horas en camaras de refrigeracidon del matadero.

Finalmente, para el estudio de la distribucién de las frecuencias genotipicas de la
nueva variante de la dureza de la carne mediante sondas “Beacon” (Capitulo | -
Resultados y Discusion) se han empleado animales de la raza Parda de Montafia y
Pirenaica, y se ha incluido a la raza Serrana de Teruel, la tercera raza autdctona de
ganado vacuno mas importante en Aragdén. Ademads, se han incluido animales
mestizos principalmente cruces con la raza Frisona y Parda de Montafia. El nimero de

animales analizados por raza y sexo aparece detallado en la Tabla 2.
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Tabla 2. Niumero de animales (n) utilizados para el estudio de la distribucién de las
frecuencias genotipicas de la nueva variante de la dureza de la carne.

Raza Exp. Sexo! n
Parda de Montaina 13 E 240
Conjunto mestizo 13 E 55
Pirenaica 13 E 99
Pirenaica 13 H 36
Serrana de Teruel 13 E 20
Serrana de Teruel 13 C 14

1E: entero; C: castrado; H: hembra.

2. Muestreos

2.1. Musculo Longissimus thoracis
2.1.1. Biopsia para obtencion de RNA

Tras el sacrificio y desangrado del animal, se tomd una muestra del musculo
Longissimus thoracis a la altura de la 62 costilla en los experimentos 2 y 10. La biopsia
se realizé con un sacabocados estéril de 6 mm (Stiefel Laboratories, Madrid, Espafia).
A continuacién, el tejido biopsiado fue introducido en 5 ml de RNAlater (QIAGEN,
Madrid, Espaina). Posteriormente, el tejido se congeld a -80 °C hasta la extraccién del

RNA.

2.1.2. Determinacion de la textura Warner-Bratzler (dureza) de la carne y del

contenido de grasa intramuscular y extraccion de DNA

Tras las 24 horas de refrigeracion, se extrajeron de la 62 a la 72-102 costilla de la
canal izquierda, segun los tiempos de maduracion de cada experimento. En la Tabla 1
aparecen los tiempos de maduracion de cada experiencia. En los ensayos con una
maduracién de 7 dias se extrajo de la 62 a la 72 costilla. En los de mayor tiempo de
maduracién se extrajo de la 62 a la 92-102 costilla, dependiendo del peso canal del
animal. Las costillas de los ensayos 1 al 10 se transportaron inmediatamente al CITA

para su procesado. Las costillas de los ensayos 11 al 12, por motivos logisticos del
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matadero, permanecieron en sus camaras 24 horas a 4 2C y se transportaron al dia

siguiente al CITA para su procesado.

En el matadero experimental del CITA se extrajo el musculo Longissimus thoracis.
El musculo se cortd en filetes de un grosor de 3,5 cm para la textura y 2 cm para la
determinacién del contenido de grasa intramuscular. Todos los filetes se envasaron al
vacio. Los filetes destinados a la determinacidn de la textura se mantuvieron a 4 °C

para su maduracion.

Se agruparon los tiempos de maduracion en tres categorias: corta (1 dia),
intermedia (7, 9 y 10 dias) y larga (14, 16 y 20 dias). El nimero de muestras segun la

maduracién y la duracion promedio de la maduracién esta detallado en la Tabla 3.

Tabla 3. Duracién de la maduracidn (+ desviacion estandar) y nimero de muestras
por maduracién en Parda de Montafa y Pirenaica.

Parda de Montaina Pirenaica
dias n dias n
Corta 1,0+0,0 110 1,0+0,0 16
Intermedia 7,6 +1,01 249 7,4+084 72
Larga 14,8+1,58 214 14,4+0,84 44

Los filetes para determinacion de grasa intramuscular se congelaron
inmediatamente. Posteriormente, se liofilizaron y molieron. Antes y después de la
liofilizacidon se pesd la muestra para determinar el contenido en materia seca. Se

conservé una muestra de carne liofilizada para la extraccidn de DNA.
2.1.3. Determinacion del pH

En los ensayos del 1 al 10, la determinacién del pH se realizd utilizando un
pHmetro el dia posterior al sacrificio, midiéndolo de manera directa en uno de los
filetes extraidos de la canal. Los valores encontrados de pH en las muestras de carne
fueron inferiores a 6,0 valor que se considera limite para carne DFD (dark, firm, dry)
por lo que no se han incluido los valores de pH en los analisis estadisticos en la
presente Tesis doctoral. El pH de los ensayos 11 a 12 no se registré debido a que

hubiera sido una medida tomada el dia 2 post-sacrificio.
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2.2. Sangre para la extraccion de DNA

Las muestras de sangre para la extraccion de DNA, se tomaron en granja de la
vena coccigea del animal, o en el matadero en el momento del desangrado de la
canal tras el sacrificio. Las muestras de sangre obtenidas antes de la puesta a punto
de la extraccion de DNA a partir de la sangre, se centrifugaron a 3.500 rpm a 4 °C

durante 20 minutos. Se tomé el plasma con una pipeta y se congelé a -20 °C.
3. Andlisis de textura de la carne

Las muestras de carne congeladas, se sumergieron en agua para su
descongelaciéon. Una vez descongeladas, las muestras se cocinaron en bafo
termostdtico con agua a 75 °C hasta alcanzar una temperatura interna de 70 °C. La
temperatura interna de las muestras fue controlada con un aparato datalogger Testo
177-T4 equipado con cuatro sondas tipo T (Instrumentos Testo, S.A., Espafia). Al
finalizar la coccidn, las muestras se extrajeron del bafio y se dejaron enfriar durante la
noche a temperatura ambiente. Las muestras se cortaron en, al menos, 10 prismas
rectangulares de 10x10 mm? de seccidn y una longitud de 30 mm de largo, siguiendo
una configuracién longitudinal paralela a la direccion de las fibras (Honikel, 1998). El
ancho y alto de cada muestra se midieron con un calibre digital Mitutoyo con una

resolucién de 0,01 mm (Mitutoyo Co., Japdn).

La determinacién de la textura se realiz6 empleando un INSTRON (Modelo 5543,
Instron Limited, Espafia) provisto de una célula Warner-Bratzler. La fuerza se aplicé
perpendicularmente a la direccidn de las fibras con una velocidad de 150 mm/min. El
esfuerzo maximo (carga maxima por unidad de seccion transversal de la muestra, en
N/cmz) para cada animal se calculd realizando la media de los resultados de la

totalidad de los prismas obtenidos en cada filete.

4. Determinacion del contenido de grasa intramuscular

El contenido de grasa intramuscular se determiné siguiendo el método Am 5-04
(AOCS, 2004) con un extractor Ankom (modelo XT10, Ankom Tecnologia, Madrid,

Espana).
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5. Caracterizacion molecular de genes candidatos

En este trabajo se ha utilizado la estrategia del gen candidato o enfoque con
hipotesis previa. En este sentido, se han estudiado genes asociados al caracter dureza
de la carne (CAPN1 y CAST) y al contenido de grasa intramuscular (RORC, LEP, FABP4,
TG, FASN, DGAT1 y SCD), en este ultimo estudio también se han incluido los genes
CAST y CAPN1.

A continuacién, se va a describir brevemente las técnicas propias de la
caracterizacion molecular de genes de interés haciendo referencia a los protocolos y
kits comerciales utilizados en el laboratorio para la extraccién de acidos nucleicos,
cuantificacién, purificacién, amplificacion por PCR y separacidn de fragmentos en
geles de agarosa. Posteriormente, se detallaran los protocolos que se han puesto a
punto para el aislamiento y busqueda de polimorfismos en los genes CAPN1 y CAST,
asi como para el genotipado y caracterizacidn de polimorfismos de interés localizados
en los genes CAPN1, CAST, RORC, LEP, FABP4, TG, FASN, DGAT1 y SCD, con el objetivo

de llevar a cabo estudios de asociacién.

6. Técnicas basicas en biologia molecular utilizadas para Ia

caracterizacion de los genes de interés

6.1. Extraccion de DNA

Se utilizé el Kit FavorPrep™Genomic DNA Mini Kit (Blood/CulturedCell)
(FAVORGEN, IBIAN, Espafa) para la extraccion de DNA de muestras sanguineas o
suero y el Kit FavorPrepT'vI Tissue Genomic DNA Extraction Mini Sample (FAVORGEN,
IBIAN, Espafia) para la extraccién de DNA de musculo, siguiendo los protocolos del
fabricante. Estos protocolos de extraccion consisten en una primera incubacion con
proteinasa Ky agentes caotrdpicos que provocan la lisis celular y preparan la muestra
para los siguientes pasos. En el segundo paso, la adicién de etanol crea las
condiciones necesarias de unién del DNA a las particulas de silica de las membranas

de las columnas. Los contaminantes presentes en la muestra son eliminados
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mediante sucesivos lavados de la columna con diferentes soluciones comerciales.
Finalmente, el DNA es eluido especificamente en una solucién tamponadora de baja

fuerza idnica y pH ligeramente alcalino.

6.2. Extraccion RNA

El RNA total se extrajo del musculo Longissimus thoracis utilizando el reactivo TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, este método se basa en el uso de una solucién monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina para lisar las células. Posteriormente, la muestra se separa
en dos, fases acuosa y organica, seguida por la extracciéon y precipitaciéon de RNA total
con cloroformo e isopropanol, respectivamente, a partir de la fase acuosa.
Previamente, el tejido se disgregd y homogeneizé utilizando el homogeneizador de
tejido OMNI TH (OMNI International, Fuencarral, Espafia). Todas las muestras fueron

congeladas a -80 °C hasta la sintesis de DNA complementario (cDNA).

6.3. Cuantificacion RNA y DNA total

La concentracidn y presencia de contaminantes, tras la extraccion de RNA y DNA,
se determind con el nanoespectrofotometro (Implen, Madrid, Espafia) mediante la
cuantificacion de la densidad 6ptica a 260 y 280 nandmetros respectivamente. La
presencia de proteinas y otros inhibidores se estimé a partir de los ratios de

absorbancia 260/280 y 260/230 considerando valores aceptables de [1,8 + 0,2].

Después de la extraccion del RNA, la integridad del RNA se comprobd mediante
electroforesis en gel de agarosa y célculo de la relacién de las bandas de rRNA (RNA
ribosdmico) 28S respecto del 18S. Los valores correspondientes a la concentracion de
RNA en el eluido nos indicaron qué volumen de cada muestra debe ser considerado

para que 1 pug de RNA sea retrotranscrito a cDNA.
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6.4. Sintesis de cDNA

Para evitar la posible amplificacion de DNA gendmico, las muestras se trataron
con DNAsa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). La sintesis de cDNA se llevd a cabo a
partir de 1 pg de RNA utilizando el kit SuperScript Il Reverse Transriptase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para determinar la
calidad del cDNA sintetizado, se realizé6 una PCR convencional del gen f-actina de
expresion constitutiva en todos los tipos celulares. Los productos de amplificacion
fueron verificados en geles de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe (Invitrogen,

Carlsbad, CA, EE.UU.).

El cDNA se utilizé para amplificar la totalidad de la regién codante del gen CAST.

6.5. Amplificaciéon por PCR

La reaccion de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) se llevd a cabo
siguiendo un protocolo estandar en un volumen de 25ul con la siguiente mezcla de
reactivos (Biotools, Espafia): 50-100 ng de DNA gendmico, 200 nM de dNTPs, 0,1 —
0,5uM de cada cebador, 2-2,5 mM de MgCl,, 50 mM de KCl, 10 mM de Tris-HCl, 0,1%
de Triton X-100, Tag-polimerasa 1 U/ul y el volumen de H,0 Milli-Q necesario para
alcanzar los 25 pl. En los apartados especificos para cada fragmento amplificado se
describen las condiciones especificas. Para las PCRs en el promotor del gen CAST se
utilizé kit Certamp Mix de (Biotools, Espafia). En todos los experimentos de PCR se
incluyeron controles negativos. Las tallas de los fragmentos amplificados y la
secuencia de los cebadores empleados para cada fragmento amplificado se indican
en las tablas 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13 y 15. Se emplearon 35 ciclos de amplificacion
estandar usando los termocicladores Biometra T3000 Thermoclycler y BioRad
MyCycler™. Las temperaturas de hibridacién (TH) y tiempos de cada ciclo de

amplificacién estadn descritos en el apartado especifico para cada gen.
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6.6. Separacion de fragmentos de DNA mediante electroforesis

El analisis de los productos generados por PCR se visualizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al porcentaje adecuado para el tamafio de DNA
amplificado en tampdn TBE (Tris-Bérico 0,045mM, EDTA 1mM ) tefiidos con SYBR Safe
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Para verificar el tamafio de los productos
amplificados se utilizé marcador de talla de 1 kb y de 100 pb de (Biotools, Espafia).
Los fragmentos se visualizaron en un analizador de imagenes BIORAD modelo Gel Doc
XR+ equipado con una pantalla de conversion Xcita Blue y con el software ImagelLab

vs. 4.0.

6.7. Purificacion

Previamente a la secuenciacién de los fragmentos de interés fue necesario
eliminar el maximo de impurezas presente en el producto PCR, debidas normalmente
a la presencia de proteinas, cebadores u otras sales utilizadas, asi como de agarosa
cuando los fragmentos son cortados y extraidos directamente de un gel. Asi, para
PCRs inespecificas, en las que ademas del fragmento de DNA objetivo se amplifican
otros fragmentos inespecificos, se realizo la extraccion cortando las bandas de interés
del gel de agarosa y purificando los fragmento de DNA amplificado mediante los kits
comerciales Favorprep GEL/PCR purification Minikit (FAVORGEN, IBIAN, Espafia) o
Macherey-Nagel-Extract Il purification kit (Macherey-Nagel, Alemania). En el caso de
una PCR altamente especifica, la purificacion del fragmento amplificado se realizd
directamente del producto de PCR mediante kit comercial Exo1-SAP (IBIAN, Zaragoza,

Espaiia).
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7. Busqueda de polimorfismos en los genes candidatos relacionados

con la dureza de la carne

7.1. Secuenciacion a partir de DNA gendmico de varios fragmentos de los

genes CASTY CAPN1

A partir del DNA gendmico de 30 animales con valores extremos para el valor
animal del caracter dureza, medido a partir del esfuerzo maximo, (ver apartado 11.1)
se amplificaron 3 fragmentos del gen CAPN1 (Figura 5) y 3 del gen CAST (Figura 6) en

los que se habian descrito en otras razas polimorfismos asociados a la dureza de la

carne.
5’----7-8-9-10-11-12-13-14%..\— 16 17 .3
- - - = »

Figura 5. Esquema del gen CAPN1 (UMD 3.1. BTA29:2.44064429-44089990) donde se
indican los fragmentos amplificados y secuenciados a partir del DNA gendmico (F.4,
F.5, F.6).

5’ - 4 = 5 A_"V 11 ™ 12 *..\\ 29 = 30 ... 3)
> @ - - > =

Figura 6. Esquema del gen CAST (UMD 3.1. BTA7:8.98444979-98581253) donde se
indican los fragmentos amplificados y secuenciados a partir del DNA gendmico (F.4,
F.5, F.6).

Los cebadores para los tres fragmentos del gen CAPN1 estdn descritos en Soria et
al. (2010) mientras que los cebadores utilizados para el gen CAST fueron los descritos
por Schenkel et al. (2006), Juszczuk-Kubiak et al. (2009) y (Li et al., 2010) para el
intrén 5, intrén 12 y exdn 30/3'UTR, respectivamente. La PCR se llevé a cabo segin la

descripcidn realizada en el apartado 6.5 utilizando 100 ng de DNA gendmico, 5 pmol
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de cada cebador y 2 mM de MgCl,. Los ciclos de amplificacién fueron los mismos que
los descritos por Soria et al. (2010), Schenkel et al. (2006), Juszczuk-Kubiak et al.
(2009) y Li et al. (2010) con algunas modificaciones. Las condiciones de la PCR para los
6 fragmentos (F.1, F.2, F.3, F.4, F.5 y F.6) fueron 1 ciclo de desnaturalizacion del DNA
a 94 °C durante 6 minutos y 38 ciclos de amplificacién con el siguiente perfil:
desnaturalizacién a 94 °C durante 45 segundos, hibridacién (TH) (Tabla 4) durante 1
minuto y extension a 72 °C durante 45 segundos. Finalmente, hubo un ciclo de

extension final de 72 °C durante 5 minutos.

Los fragmentos amplificados se visualizaron y purificaron como se ha descrito en
el apartado 6.6 y 6.7. Las muestras fueron preparadas y enviadas segun
especificaciones del servicio de secuenciacion automatica Sanger de STABVIDA
(Portugal). Una vez recibidos los cromatogramas, se analizaron las secuencias
nucleotidicas con el programa bioinformatico Bioedit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html), y se llevaron a cabo los estudios
de homologia mediante el programa BLAST del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

En la Tabla 4 se describen las secuencias de los cebadores de los diferentes
fragmentos amplificados, la temperatura de hibridacion (TH) y la talla del fragmento

amplificado (pb).
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7.2. Secuenciacion a partir de DNA gendmico del promotor del gen CAST

Como se ha descrito en el apartado 4.1.3., los diferentes transcritos de CAST se
originan por la existencia de cuatro promotores, los cuales se localizan en la regién 5’
proximal a los exones 1xa, 1xb, 1u y 14t. Los tres promotores activos en musculo
esquelético son los localizados en la region 5’ proximal a los exones 1xa, 1xb, 1u. Con
el objetivo de buscar polimorfismos que pudieran afectar a sitios de unién de factores
de transcripcion, y por lo tanto a la expresion del gen, se secuencid la regién
promotora del gen siguiendo el esquema que aparece en la Figura 7. La secuenciacién
de la regidn promotora del gen CAST se realizd6 a partir de DNA gendmico. Se
seleccionaron 30 animales con valores extremos para el caracter dureza y con
genotipos alternativos para el SNP rs210072660 (CAST _2) (animales con estimas del
fenotipo dureza altas: 7 AA, 8 AG; animales con estimas del fenotipo dureza bajas

para el caracter dureza: 8 AA, 7 AG) de las raza Parda de Montafia y Pirenaica.

Microsatélite

“\
5. 1 1xa ] 1xb ly 1z 1u
» 4 = = =» - = y
=) .y
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» ¢
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Figura 7. Estructura de la region promotora del gen CAST (UMD 3.1.
BTA7:2.98444979-98581253), y estrategia usada para el aislamiento de la misma.

La PCR se llevd a cabo segun la descripcion realizada en el apartado 6.5
utilizando 100 ng de DNA gendmico, 5 pmol de cada cebador y 2,25 mM de MgCl,.
Los cebadores se disefiaron con el programa Primer3 vs. 4.0 (http://primer3.ut.ee/).
Para la amplificacién del fragmento P.3 se utilizdé el kit de Biotools (Espaifa) para
amplificaciones complejas en un volumen final de 25 pl, conteniendo 100 ng de DNA,

12,5 ul del tampdn de reaccién (que incluye los dNTPs, MgCl,, tampdn de reaccidn,
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mezcla de enzimas polimerasas y aditivos que facilitan la desnaturalizacion del DNA),
8 pmol de cada cebador, y el volumen de H,0O Milli-Q necesario para alcanzar los 25
pl. Las condiciones de la PCR fueron 1 ciclo de desnaturalizacién del DNA a 94 °C
durante 3 minutos y 35 ciclos de amplificacion con el siguiente perfil:
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacién (Temperatura de
hibridacion descrita en la Tabla 5) durante 30 segundos y extensién a 72 °C durante
30. Para el fragmento P.3 se utilizé 1 minuto de tiempo para cada paso de cada ciclo.
Finalmente, hubo un ciclo de extensién final de 72 °C durante 10 minutos. Los
fragmentos amplificados se visualizaron y purificaron como se ha descrito al inicio en
el apartado 6.6. y 6.7., y se secuenciaron mediante secuenciacién Sanger en la
empresa STABVIDA. El genotipado del microsatélite (identificado en el fragmento P.1)

se detalla en el apartado 8.4.

Tabla 5. Secuencia de cebadores utilizados para la regidon promotora del gen CAST,
temperatura de hibridacidn (TH) y talla del fragmento amplificado (pb).

Fragmentos Secuencia cebadores® Tamario (pb) TH

P.1 F:5’-2FAM-GTAAAGCCGCACAAAACACACCCAGG-3’ 157 64
R: 5’-CCTGGACCCTCTGGATGAGGAAGCGG-3’

P.2 F: 5-CGGGCCATCTGAGTTGGTAA-3’ 406 55
R: 5’-TGKGAGGCAGCTTTTCCGAC-3’

P.3 F: 5-CTGGGAGAAGATACGGGACC-3’ 825 55
R: 5’-CCTTTTACCCTTATCCGCTT-3’

P.4 F: 5'-AGCCTAGGTGCTTACAGAG-3’ 356 58
R: 5’-TCTGAGAGGAGGTCACAAC-3’

P.5 F: 5’-CTTTTGCTCACTTGTCACTC-3’ 542 58
R: 5'-CCCAGGGACGATCACTCC-3’

P.6 F: 5-GCCCTTTGGGATTAAAGTCA-3’ 250 55
R: 5’-GCCAACATTTTAGTAGGAGATATTTG-3’

P.7 F: 5’-AATTTGCGGTTGACCACACT-3’ 234 52
F: 5’-TGACATGTCTGTTTTCCCTACAA-3’

P.8 F: 5'-AAAAGGGACTTCCACCATGA-3’ 390 55

F: 5’-CACCCAAGTTGACCCTTGAA-3’

'F: cebador directo. R: cebador reverso. “Cebador marcado en posicién 5’ con el fluorocromo
FAM.
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7.3. Secuenciacion a partir de cDNA

Para el gen CAST, se secuencio el cDNA total de 5 muestras de Parda de Montafia
y 3 muestras de Pirenaica con genotipos alternativos para el SNP rs380750993
(CAST _4) (Tabla 7) (3 AA, 3 ATy 2 TT) y con valores extremos para el valor animal del

caracter dureza.

En la Figura 8, se representa la estrategia de amplificacion seguida para el
aislamiento de la longitud total del cDNA. En |la Tabla 6, se muestran las secuencias de
los cebadores de los diferentes fragmentos amplificados y la talla del fragmento
amplificado (pb). Los cebadores se disefiaron con el programa Primer3 vs. 4.0
(http://primer3.ut.ee/). La mezcla de reaccion fue similar a la descrita en el apartado
7.1 secuenciacién a partir de DNA gendmico. Las condiciones de la PCR fueron 1 ciclo
de desnaturalizacidon del DNA a 94 °C durante 3 minutos y 35 ciclos de amplificacién
con el siguiente perfil: desnaturalizacion a 94 °C durante 45 segundos, temperatura
de hibridacion (TH) descrita en la Tabla 6 durante 45 segundos y extension a 72 °C
durante 30 y 45 segundos para los fragmentos 5-6 y 1-2-3-4, respectivamente.
Finalmente, hubo un ciclo de extensién final de 72 °C durante 10 minutos. Los
fragmentos amplificados se visualizaron y purificaron como se ha descrito en los
apartados 6.6 y 6.7, y se secuenciaron mediante secuenciacién Sanger en la empresa

STABVIDA (Portugal).
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Figura 8. Estructura cDNA del gen CAST (Bos taurus calpastatin (CAST), transcript
variant 1, mRNA: NM_001030318.), y estrategia de amplificacién usada para el
aislamiento de la longitud total del cDNA del gen CAST.
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Tabla 6. Secuencia de cebadores, temperatura de hibridacion (TH) y talla del
fragmento amplificado (pb) para la secuenciacion del cDNA del CAST (Bos taurus
calpastatin (CAST), transcript variant 1, mRNA: NM_001030318).

Fragmento Secuencia cebadores’ PCR (pb) TH(°C)

F: 5'-CAGAAGCCAAGGCTATTCCA-3’

C.1 855 53
R: 5’-TGGCATCCTTTTCCACTTTC-3’
F: 5’-GATGCCTTGTCATCCGACTT-3’

C.2 616 55
R: 5’-AGGCTTCAACAGCATCGTCT-3’
F: 5'-AGCCCCTGAGTGAATCAGAA-3’

Cc3 969 53
R: 5'-TGGAAGCAGGCTTCTTGTCT-3’
F: 5-GTCCTCCTCGATGCTCTGTC-3’

C4a 602 55
R: 5’-TCAGCTTTTGGCTTGGAAGT-3’
F: 5-GGAAAGCAAAGGATTCCACA-3’

C.5 426 55
R: 5’-TGAGGCATCGTTTTCCAAAT-3’
F: 5’-ACATTCTCCCCACAGTGCC-3’

C.6 375 62
R: 5'-GACAGAGTCTGCGTTTTGCTC-3’

F: cebador directo. R: cebador reverso.

8. Estudios de asociacion

8.1. Genotipado mediante PCR-RFLPs

Para los estudios de asociacion de los genes CAST, CAPN1, RORC, LEP, FABP4, TG,
FASN y SCD se utilizd la técnica PCR-RFLPs (“Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphisms”), con excepcion del rs384020496 (CAST_3) del gen
CAST. Por otro lado, el SNP del gen CAST, rs210072660 (CAST_2), se optimizd su
genotipado mediante discriminacién alélica por sondas “Beacon”. En la Tabla 7 se

detalla la localizacién de los polimorfismos genotipados mediante PCR-RFLPs.

Para los SNPs de los genes CAST y CAPN1 se genotiparon en una primera fase en
los animales de los experimentos 1-10. Posteriormente, se validaron los resultados en
una poblacién mayor que incluyeron los animales de los experimentos 11 y 12. Los
SNPs de los genes RORC, LEP, FABP4, TG, FASN, y SCD se genotiparon en los animales

pertenecientes a los experimentos 1 - 12 (Tabla 1).
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Tabla 7. SNPs genotipado mediante PCR-RFLPs, localizacién, referencia bibliografica,
posicidn relativa en la version UMD 3.1 del genoma bovino y nimero de referencia

del SNP (refSNP).

Gen SNP (Alias) Localizacion Referencia Posicion UMD 3.1 refSNP
CAPN1 CAPN1_1 (316) Exdon 9 Page et al. (2002) BTA29: g.44069063G>C  rs17872000
CAPN1_2 (530) Exén 14 Page et al. (2002) BTA29: g.44085642G>A rs17871051
CAPN1_3(4751) Intrén 17 White et al. (2005) BTA29: g.44087629T>C rs17872050
CAST CAST_1 Intrén 5 Schenkel et al. (2006) BTA7: g.98533961C>G rs110955059
CAST 2 Exén 7 En este trabajo BTA7: g.98535683A>G rs210072660
CAST 4 Intrén 12 En este trabajo BTA7:g.98545188T>A rs380750993
CAST 5 (2959) 3’UTR Barendse (2002) BTA7: g.98579663A>G rs109221039
RORC  RORC Exdn 7 Barendse et al. (2007a) BTA3:g.19010079T>G rs137721616
LEP LEP Exdn 2 Buchanan et al. (2002) BTA4:g.93262056C>T rs29004488
FABP4  FABP4 3'UTR Michal et al. (2006) BTA14: g.46832359C>G rs41729173
TG TG 5'UTR Barendse (1999) BTA14: g.9509285C>T rs717495489
FASN  FASN Exdn 34 Roy et al. (2006) BTA19: g8.51402032A>G  rs41919985
ScD1 ScD1 Exdn 5 Taniguchi et al. (2004)  BTA26:g.21144707C>T rs208932125

Para la amplificacion de la regién que contiene los SNPs, se utilizaron los

cebadores y las condiciones (concentracion de cebadores y MgCl,) que se detallan en
la Tabla 8. La reaccién de PCR se llevd a cabo siguiendo los protocolos que a

continuacion se describen.

Las condiciones de la PCR para los SNPs rs17872000 (CAPN1_1), rs17871051
(CAPN1_2), rs17872050 (CAPN1_3), rs110955059 (CAST_1), rs380750993 (CAST_4)y
rs109221039 (CAST_5) fueron 1 ciclo de desnaturalizacion del DNA a 94 °C durante 6
minutos y 38 ciclos de amplificacion con el siguiente perfil: desnaturalizacién a 94 °C
durante 45 segundos, hibridacion (TH, Tabla 8) durante 1 minuto y extensiéon a 72 °C
durante 45 segundos. Finalmente, hubo un ciclo de extension final de 72 °C durante 5

minutos.

Para el SNP rs210072660 (CAST _2) las condiciones fueron 1 ciclo de
desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos y 35 ciclos de amplificaciéon con el

siguiente perfil: desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos, hibridaciéon a 55 °C
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durante 45 segundos y extensién a 72 °C durante 45 segundos, y un ciclo de

extension final de 72 °C durante 10 minutos.

Para aumentar la rapidez en el genotipado del SNP rs210072660 (CAST 2) a
partir de muestras de sangre, se puso a punto el Kit de PCR directo Phusion Blood
(Finnzymes, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.). Para la amplificacion por PCR
con este kit se emplearon las siguientes condiciones: 1 ul de sangre con EDTA o
heparina, 10 pl de buffer de Phusion Blood (2x), 0,5 uM de concentracion final de
cada uno de los cebadores, 0,4 ul de enzima Phusion Blood Il DNA Polimerasa, y el
volumen de H,0 Milli-Q necesario para alcanzar los 20 pl. El protocolo seguido para la
amplificacién fue 1 ciclo de desnaturalizacidn a 98 °C durante 5 minutos, y 35 ciclos
de amplificacién con el siguiente perfil: desnaturalizacién a 98 °C durante 1 segundo,
hibridacidon 59 °C durante 5 segundos y extension a 72 °C durante 15 segundos, y un
ciclo de extension final de 72 °C durante 1 minuto. Posteriormente, el producto de
PCR es centrifugado a 4000 rpm durante 1-3 minutos, recogiendo 10 ul del

sobrenadante para llevar a cabo la digestién.

Para los polimorfismos de los genes RORC, LEP, FABP4, TG, FASN y SCD1 las
condiciones fueron 1 ciclo de desnaturalizacién a 94 °C durante 5 minutos y 35 ciclos
de amplificacién con el siguiente perfil: desnaturalizacion a 94 °C durante 45
segundos, hibridacion (TH, Tabla 8) durante 45 segundos y extensién a 72 °C durante

45 segundos, y un ciclo de extensién final de 72°C durante 5 minutos.

El producto resultante de la PCR se digirié con las enzimas de restriccion
detalladas en la Tabla 8. Las condiciones de digestidon fueron las siguientes: 10 ul de
producto PCR, 1,5 ul de tampdn 10x especifico de la enzima, 1 U de la enzima de
restriccion y H,O Milli-Q hasta completar 15 pl. La temperatura de incubacién
durante la digestion se describe en la Tabla 8. La incubacién se llevd a cabo durante
un minimo de 6h. Los patrones de restriccion con las diferentes enzimas se detallan
en la Tabla 8. La visualizacién de los patrones de restriccion se realizd en geles de
agarosa al 3 - 4 % en tampdn TBE 0,5x y tincidon con SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE.UU.).
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8.2. Genotipado mediante sondas TagMan

La discriminacidn alélica mediante sondas TagMan se llevd a cabo en el
termociclador a tiempo real Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems, Madrid,
Espana). Para realizar esta técnica se necesitan dos cebadores especificos de la
secuencia para amplificar la regidn, y dos sondas, cada una de ellas marcada con un
fluorocromo, especifica para cada alelo. Cada una de las dos sondas TagMan
utilizadas en el ensayo son complementarias para cada uno de los alelos del SNP. En
el extremo 5’ de la sonda se encuentra el fluorocromo y en el 3’ una molécula
inhibidora de fluorescencia o “quencher”, cuando ambos se encuentran cercanos no
se emite fluorescencia. Sin embargo, durante la PCR cuando hay una unidn especifica
de una de las sondas, la DNA polimerasa progresa sobre la cadena de DNA en la
sintesis de la complementaria, ésta desplaza y posteriormente hidroliza la sonda

mediante su actividad 5’ 3’ exonucleasa. Al separarse, la sonda emite fluorescencia.

La discriminacién alélica del SNP rs384020496 (CAST_3) del gen CAST (Tabla 9) se
realizé en un volumen final de 10 ul, conteniendo 1 ul de DNA (50-100 ng), 0,175 pl
de la mezcla de cebadores y sondas (36 uM y 8 uM de cebadores y sondas,
respectivamente), 5 pl del tampon de reaccién TagMan® Universal PCR Master Mix
(2x) (Applied Biosystems, Madrid, Espafia) y el volumen de H,0 Milli-Q necesario para
alcanzar los 10 pl. Las condiciones de amplificacion fueron: 95 °C durante 10 minutos,
y 40 ciclos a 92 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. El disefio de
cebadores y sondas fue llevado a cabo por Applied Biosystems (Madrid, Espana)
mediante la herramienta bioinformatica “Custom TagMan® Assay Design Tool”
(https://www.thermofisher.com/order/custom-genomic-
products/tools/genotyping/). Las secuencias de cebadores y sondas, y la temperatura

de hibridacién aparecen en la Tabla 10.

Para la deteccién de la sustitucion de dos nucledtidos del gen DGATI
(rs109234250 y rs109326954) (Tabla 9) se realizd en un volumen final de 10 pl,
conteniendo 1 pl de DNA (50-100 ng), 0,25 ul de la mezcla de cebadores y sondas (36

UM y 8 UM de cebadores y sondas , respectivamente), 5 pl del tampdn de reaccién
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Premix Ex Taq PCR master mix (2x) (Takara, Japdn), 0,1 ul Rox Reference Dye Il (50x)
(Takara, Japon), y el volumen de H,0 Milli-Q necesario para alcanzar los 10 pl. Las
condiciones de amplificacién fueron: 95 °C durante 30 segundos, y 40 ciclos a 95 °C
durante 5 segundos y 60 °C durante 34 segundos. Las secuencias de cebadores y

sondas, y la temperatura de hibridacién aparecen en la Tabla 10.

Las sondas y cebadores del SNP del gen DGATI (rs109234250 y rs109326954)
son los mismos que los descritos por Li et al. (2013), cuyo disefio esta disponible por
parte de Applied Biosystems mediante la herramienta bioinformatica “Custom
TagMan® Assay Design Tool” (https://www.thermofisher.com/order/custom-
genomic-products/tools /genotyping/). La visualizacién de los resultados se llevod a

cabo mediante el software SDS asociado al termociclador ABI7500.

Tabla 9. SNPs genotipado mediante sondas TagMan, localizacién, referencia
bibliografica, posicidn relativa al sistema coordinado UMD 3.1 y niumero de referencia
del SNP (refSNP).

Gen SNP Loc. Refencia Posicién UMD 3.1 RefSNP
CAST CAST 3 Exon7 En este trabajo BTA7:8.98535716G>A rs384020496
. . BTA14: g.1802264- rs109234250y
DGAT1 DGATI1 Exon 8 Winter, 2002 2.1802265GC>AA rs109326954

Tabla 10. Secuencia de cebadores y sondas, talla del fragmento amplificado (pb) y
temperatura de hibridacién (TH).

SNP Secuencia cebadores y sondas’ PCR (pb) TH (°C)
F: 5’-GATCTCCGGTGGTGGAAAGAG-3’
R: 5'-ACGTGTGCTCACCTTGTCA-3’
Sonda 1: 5'—ATCTGCC§AACCAGC—3'1
Sonda 2: 5'—ATCTGCCAAACCAGC—3'1
F: 5’-CGCTTGCTCGTAGCTTTGG-3’
pgat1 K 5-CGCGGTAGGTCAGGTTGTC-3’ g8 €0

Sonda VIC: 5’—CGTTGGCCHCTTAC—3'1

Sonda FAM: 5’—TTGGCC@CTTAC-3'1

LEl nucledtido subrayado es el sitio de variacion. F: cebador directo. R: cebador reverso.

CAST 3
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8.3. Genotipado mediante sondas “Beacon”

Con el objetivo de optimizar el tiempo de genotipado y disminuir el tiempo entre
la toma de muestra de sangre y el envio de resultados a empresas interesadas en el
SNP rs210072660 (CAST_2) se puso a punto la discriminacion alélica mediante sondas
“Beacon”. Para realizar la discriminacion alélica del SNP rs210072660 (CAST _2) se
sintetizaron dos sondas de una longitud de 36 nucleétidos cada uno. Esta cadena de
nucleétidos se divide en dos secciones, con una parte central de 22 nucledtidos que
reconoce la secuencia diana de DNA y forma un bucle debido a que se encuentra
flanqueada por dos fragmentos complementarios entre si, que fuerzan a la sonda a
adquirir una configuracidén de horquilla. En los extremos de estos brazos se unen
covalentemente un fluorocromo y una molécula inhibidora de fluorescencia o
“guencher”. Los cebadores se disefiaron utilizando el programa Primer3 vs. 4.0
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). El disefio de las sondas fue llevado a cabo por la
empresa Microsynth (http://www.microsynth.ch/) (Tabla 11). Los animales
genotipados mediante esta técnica fueron los del experimento 13 que aparecen en la

Tabla 2.

Tabla 11. Cebadores y sondas “Beacon” utilizados para el genotipado del SNP
rs210072660 (CAST_2).

Sondas Secuencia cebadores y sondas’ PCR (pb)

Directo 5’-CTACAAGATGCTCACTAGG-3’

Reverso 5-GTGTGCTCACCTTGTCAG-3’

Beacon-T FAM 5-CGCGATCCAGGAACAGTGCTCTTTCCACCGATCGCG-3'BHQ-1"
Beacon-C VIC 5’-CGCGATCCAGGAACAGCGCTCTTTCCACCGATCGCG-3'BHQ-1"

200

'El nucledtido subrayado es el sitio de variacion.

Para la optimizacion de la concentracidn de los cebadores y sondas se realizaron
2 ensayos con 2 concentraciones de cebadores directo y reverso (200 y 100 nM), asi
como con diferente concentracién de sondas (500 y250 nM). La amplificacion se llevd
a cabo en el termociclador a tiempo real Applied Biosystems 7500 (Applied

Biosystems, Madrid, Espafia). La amplificacion se realizé en un volumen final de 10 pl,
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conteniendo 1 ul de DNA (50-100 ng), 0,2 uM de cada uno de los cebadores, 0,5 uM
de cada una de las sondas, 5 pl del tampdn de reaccion Premix Ex Taq (2x) (Takara,
Japon), 0,1 ul Rox Reference Dye Il (50x) y el volumen de H,0 Milli-Q necesario para
alcanzar los 10 pl. Las condiciones de amplificacién fueron: 95 °C durante 30
segundos, y 50 ciclos a 95 °C durante 5 segundos y 58 °C durante 34 segundos. La
visualizacién de los resultados se llevé a cabo mediante el software SDS asociado al

termociclador ABI7500.

8.4. Genotipado del microsatélite

Las secuencias de tipo microsatélite (SSR o STR, Simple Sequence Repeats o
Short Tandem Repeats), muy abundantes en los genomas de eucariotas, estan
constituidas por unidades cortas (motivos basicos) de 1 a 6 pares de bases, que se
repiten en tandem un elevado numero de veces. En este caso, se estudid un
microsatélite en la regidn promotora del gen CAST (rs460530185), situada a una
distancia de 1,4Kb del inicio de la transcripcidn en direccién 5’ (Cong et al., 1998). El

microsatélite esta formado por repeticiones de citosina-adenina (CA).

Para llevar a cabo el genotipado de las muestras para este microsatélite se
realizd en primer lugar la reaccién de amplificaciéon de un fragmento que contenia el
microsatélite utilizando uno de los cebadores marcado con fluorescencia en la
posicién 5’ (Tabla 12). Se utilizaron los cebadores y condiciones de amplificacién
descritas por Nonneman et al. (1999). Se siguio el protocolo estandar de PCR descrito
en el apartado 6.5 y con 0,24 uM de cada uno de los cebadores y 2,5 mM de MgCl,.
Las condiciones de PCR fueron 1 ciclo de desnaturalizacién del DNA a 94 °C durante 3
minutos y 35 ciclos de amplificacidon con el siguiente perfil: desnaturalizacién a 94 °C
durante 45 segundos, hibridacién a 64 °C durante 45 segundos y extension a 72 °C
durante 45 segundos. Finalmente, hubo un ciclo de extension final de 72 °C durante 5

minutos.

La separaciéon de los diferentes fragmentos se llevd a cabo mediante

electroforesis capilar usando un secuenciador automatico (3130x| geneticanalyzer,
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Applied Biosystems, Madrid, Espaia). Para ello el producto de la PCR se diluyé en 10
ul de H,O Milli-Q. Se tomd 1 ul del producto diluido y se adicionaron 10 ul de
formamida Hi-Di, y 0,25 ul de Std 500 LIZ (Applied Biosystems, Madrid, Espafia) como
marcador interno de talla. La muestra preparada se envid al servicio de Biologia
molecular del Parque Cientifico Tecnolégico de Aula Dei
(http://www.pctauladei.com/) donde se llevd a cabo la electroforesis capilar. Para la
visualizacidon de los resultados se utilizé el programa GeneScan® (Applied Biosystems,

Madrid, Espafia). Los animales genotipados fueron los de los experimentos 1-12.

Tabla 12. Posicion del microsatélite, nimero de referencia del SNP (refSNP),
secuencia de las sondas y talla del fragmento amplificado (pb).

UMD 3.1 RefSNP Sondas Secuencia sondas PCR (pb)
BTA7: CSTF4  5'-GTAAAGCCGCACAAAACACACCCAGG-3’
g£.98444372- rs460530185 126 - 154

98444380 CSTR4  5'-CCTGGACCCTCTGGATGAGGAAGCGG-3'

8.5. Genotipado mediante secuenciacion

En la region 3'UTR del gen CAST se encuentran 11 SNPs. Con el fin de optimizar y
abaratar su genotipado se puso a punto una PCR que abarcaba estos polimorfismos.
La reaccién de la PCR se llevd a cabo segun se ha descrito en el apartado 6.5 con el kit
para reacciones complejas Certamp Mix (Biotools, Espafia), con una concentracion de
MgCl, de 2,5mM y de 0,32 uM de cada uno de los cebadores. Las condiciones de PCR
fueron 1 ciclo de desnaturalizacién del DNA a 94 °C durante 5 minutos y 38 ciclos de
amplificacién con el siguiente perfil: desnaturalizacién a 94 °C durante 45 segundos,
hibridaciéon a 62 °C durante 1 minuto y extensién a 72 °C durante 45 segundos.
Finalmente, hubo un ciclo de extensién final de 72 °C durante 5 minutos. Los
fragmentos amplificados se visualizaron y purificaron como se ha descrito en los
apartados 6.6. Y 6.7. Las muestras fueron preparadas y enviadas segun
especificaciones del Servicio de secuenciacion automatica Sanger de STABVIDA
(Portugal). Una vez recibidos los cromatogramas, se analizaron las secuencias

nucleotidicas con el programa bioinformatico Bioedit
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(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). La secuencia de los cebadores

aparece en la Tabla 13. Los animales secuenciados fueron los de los experimentos 1-

12.

Tabla 13. Secuencia cebadores utilizados para el genotipado mediante secuenciacién
de la region 3'UTR, temperatura de hibridacion (TH) y fragmento amplificado (pb).

Cebadores’ Secuencia cebadores TH (°C) Fragmento (pb)
CAST_UTR-2F:  5'-ACATTCTCCCCACAGTGCC-3'
CAST_UTR-2R: 5'-GACAGAGTCTGCGTTTTGCTC-3'

F: cebador directo. R: cebador reverso.

375

9. Estudio de la funcionalidad in vitro de la region 3’UTR del gen CAST

Para estudiar la actividad de la regidén 3'UTR del gen CAST, se utilizo la técnica de
actividad reportera mediante luciferasa para determinar si el SNP rs109221039
(CAST_5) u otros identificados en el estudio de la regién 3’UTR, tienen un efecto
funcional. Tras el genotipado mediante secuenciacidn de la regién 3’UTR, se realiz6 el
analisis haplotipico con los 11 SNPs encontrados con el software PLINK (Purcell et al.,
2007) (Tabla 14). En este estudio de funcionalidad in vitro, se utilizaron los cuatro
haplotipos mas frecuentes. Para ello, se amplificaron estos cuatro haplotipos
mediante PCR, se clonaron, se transfectaron a células C2C12 y se midié la actividad

reportera de la enzima luciferasa.
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Tabla 14. Cuatro haplotipos principales de la region 3’UTR del gen CAST que se han
utilizado para el estudio de la funcionalidad in vitro.

o 1 Haplotipos
SNP Posicion UMD 3.1 refSNP

H1 H2 H3 H4
CAST 6 BTA 7:g8.98579574G>A  rs41255587 G A A A
CAST_ 5 BTA7:g8.98579663A>G rs109221039 A G A G
CAST 7 BTA7:g8.98579691T>C rs210861835 T C T C
CAST_8 BTA7:g.98579733G>C rs384811952 G G G G
CAST 9 BTA 7:g.98579763G>A Enestetrabajo G G G A
CAST_10 BTA 7:8.98579792C>T rs379698624 C C C C
CAST_11 BTA 7:g8.98579842G>A rs208500290 G A G G
CAST 12 BTA7:g.98579852C>T rs110607241 C T C T
CAST 13 BTA 7:g8.98579856G>A Enestetrabajo G G G G
CAST_14 BTA7:g8.98579864G>C rs109939022 G C C C
CAST 15 BTA 7:g8.98579865C>T Enestetrabajo C C C T

! refSNP: nimero de referencia del SNP.

9.1. Cultivo y mantenimiento de lineas celulares

Para estudiar la actividad de la regién 3’UTR del gen CAST se utilizé la linea
celular C2C12 (ATCC Number: CRL-1772), obtenida originariamente por Yaffe y Saxel
(1977) a partir de mioblasto de musculo esquelético del muslo de ratones C3H. Las
células se cultivaron en medio DMEM-GlutaMAX (Gibco® BRL, Life Technologies™,
California, EE.UU.) suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100 Ul/ml de
penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina. La incubacion de las células se realizé a 37
°C, con 5% de CO, y 95% de O,. Para la diferenciacidn a mioblasto, se utilizé el medio
de diferenciaciéon DMEM-GlutaMAX (Gibco® BRL, Life Technologies™, California,
EE.UU.) suplementado con suero de caballo al 2%, 100 Ul/ml de penicilina y 100

mg/ml de estreptomicina.

9.2. Clonaje y subclonaje de DNA

La estrategia que se ha seguido en esta técnica consiste, primero, en el clonaje
de un producto de PCR en el vector comercial pGEM®-T Easy (Promega, Espaia),

seguido de un subclonaje en el vector pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target
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Expression (Promega, Espaia). El inserto que se utilizd para el subclonaje proviene de
la digestion del plasmido generado en el primer clonaje. Lo que se pretende con esta
estrategia es cambiar el inserto a un vector para células eucariotas, que pueda ser
utilizado para la medicidn de la actividad reportera del gen luciferasa. A continuacién
detallaremos, brevemente, las técnicas utilizadas en este proceso, haciendo

referencia a los protocolos y kits comerciales utilizados en el laboratorio.
9.2.1. PCR

La region 3'UTR del gen CAST fue amplificada mediante PCR a partir de DNA
gendmico. Se utilizd el sistema Expand High Fidelity PCR system de Roche (Basilea,
Suiza), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Los cebadores se
disefiaron con el programa Primer3 vs. 4.0 (http://primer3.ut.ee/) y la sintesis de
cebadores se llevd a cabo por la empresa Biolegio BV (Nijmen, Paises Bajos). En el
extremo 5’ de cada uno de los cebadores se afiadieron las secuencias diana de las
enzimas de restriccién Xhol y Sall, para generar el inserto con extremos cohesivos que
se insertara en el vector. El producto PCR se purificd6 mediante QlAquick® Gel
Extraction Kit (Hilden, Alemania). En la Tabla 15 se muestran las secuencias de los

cebadores, la temperatura de hibridaciéon y la talla del fragmento amplificado.

Tabla 15. Secuencia de los cebadores empleados para el clonaje del fragmento de la
region 3'UTR del gen CAST.

Cebadores Diana pafa Secuencia de cebadores! TH? Frag.
subclonaje (pb)
CAST LUC_F Xhol 5'-CCCTCGAGCAGCGGGTAGATGGTGACTTCTG-3' €0 750
CAST_LUC_R Sall 5'-CCGTCGACTGGCAGAGATCAAGCCATGTGA-3'

1 . . . . . e
La secuencia correspondiente a las dianas de los enzimas de restriccidon aparece subrayada.
>TH: temperatura de hibridacién (°C).

9.2.2. Ligacion

El fragmento de DNA purificado (inserto) se ligd, como ya se ha comentado con

anterioridad, en una primera fase al vector pGEM®-T Easy (Promega, Espaiia), y

73



Material y Métodos

posteriormente se subclond en el vector pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target
Expression (Promega, Espafia) empleando la enzima Ligasa T4 (Takara, Otsu, Japon) y

siguiendo las condiciones estandar del protocolo.
9.2.3. Transformacidn bacteriana

Esta técnica permite la entrada de DNA exdgeno en bacterias competentes. En
este caso, se introdujo el producto obtenido de la ligacidn (plasmido) en bacterias
competentes Escherichia coli DH-5a junto con el producto de la ligacién mediante

tratamiento con choque térmico.

Tras el choque térmico, se adicionaron 800 ul de medio de cultivo liquido LB
(Luria-Bertani) y se incubaron durante 1 hora a 37 °C en agitacién. Las bacterias se
centrifugaron, y el precipitado se volvié a suspender en 100 pl de LB. Finalmente, se
realizd la siembra en superficie en placas de medio LB-agar con Ampicilina (AP) 100

ug/ml. Las placas se incubaron a 37 °C toda la noche.

La presencia del inserto en las colonias que crecieron en estas placas se
comprobdé mediante PCR o digestién con las enzimas de restriccion (Xhol y Sall). Las
gue resultaron positivas se enviaron a secuenciar para comprobar si el inserto era

correcto (STABVIDA, Portugal).
9.2.4. Cultivo bacteriano

Con el objetivo de aumentar la produccién de plasmido y obtener mayor
cantidad para la posterior fase de transfeccidn, las colonias positivas se cultivaron en
medio de cultivo liquido LB a 37 °C durante toda la noche. Se utilizaron los Kits
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-aldrich, Espafia) y QIAGEN Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Espafia) para la extraccion del DNA plasmidico a partir de 5 ml (Miniprep) o

500 ml (Maxiprep) de cultivo, siguiendo las condiciones estandar del protocolo.
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9.3. Ensayos de actividad reportera
9.3.1. Transfeccion temporal

La introduccion del plasmido dentro de las células C2C12, se realizé empleando
el sistema de transfeccion de polimeros policatidnicos JetPEI™ (Poly plus transfection,
Francia). Se transfectaron 2ug de plasmido luciferasa con el inserto. El pldasmido se
diluyd en 100 ul de NaCl (150 mM), a dicha dilucién se adicioné la solucién de JetPEI™
(4 pl de JetPEI™ en 100 ul de NaCl 150 mM). La mezcla se agité mediante vortex y se
incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos. Seguidamente, se afiadio gota a
gota la mezcla sobre las células y se mantuvieron 48 h a 37 °C, en las condiciones de
cultivo mencionadas anteriormente. Para la transfeccion, se utilizaron placas de 35

mm de didmetro con una confluencia de las células del 70%.
9.3.2. Medida de la actividad de la luciferasa

En primer lugar, se lavaron las células con PBS (1x) (tampdn fosfato salino) (4,3
mM Na,;HPO4, 137 mM NacCl, 2,7 mMKCI, 1,4 mM KH,PO,4), y a continuacién se
lisaron en placa con 200 pl del tampdn Reporter Lysis buffer 1x (Promega, Espaiia)
segun las instrucciones del fabricante. Los extractos se centrifugaron 5 minutos a

10.000 rpm y se recogio el sobrenadante.

Para la determinacién de la actividad de la enzima luciferasa se utilizé el Sistema
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Espafia) que contiene una
disolucién del sustrato para la enzima luciferasa de la luciérnaga (Photinus pyralis) y
una solucién que produce la inactivacidon de esta actividad y, ademas, contiene el

sustrato para la enzima luciferasa de Renilla reniformis.

En el luminédmetro (Glomax 20/20, Promega, Espafia) se midié la luz emitida por
cada muestra (2 repeticiones/pocillo y 2 pocillos/muestra o vector vacio) con la
solucién del sustrato para la luciferasa de luciérnaga. Finalmente, la medida de la
actividad luciferasa se normalizé con respecto a la medida obtenida afadiendo de

manera inmediata la solucién que contenia un tampdn de inactivacion de la primera
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actividad enzimatica y el sustrato de luciferasa de Renilla reniformis sobre la muestra,

siguiendo el protocolo del fabricante.

10. Analisis bioinformaticos

Se utilizaron programas relacionados con la busqueda de datos en sistemas
integrados y en bases de datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html), disefio de cebadores con el programa Primer3
vs. 4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), y alineamiento, busqueda de secuencias
y estudios de homologias con BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y Clustal
Omega (http://www.ebi.ac.uk /Tools/msa/clustalo/). La busqueda de secuencias
dianas para enzimas de restriccién y patrén tedrico de digestion de un fragmento de
DNA se llevd a cabo mediante herramientas informaticas NEBcutter
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) y (http://rebase.neb.com/rebase/rebtools.html).
Para la busqueda de los posibles sitios de unidon de microRNA (miRNA) en la regiéon
3'UTR se usé el programa Microinspector (http://bioinfo.uni-
plovdiv.bg/microinspector/). Para la prediccién de posibles islas CpG susceptibles de
ser metiladas en la regidn promotora del gen CAST se utilizé el programa Methprimer
(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi). AliBaba 2.1
(http://www.gene-regulation.com/pub/programs.html#alibaba2) predijo los posibles

sitios de unidn a factores de transcripcién.

Variante Effect Prediction (VEP) (http://www.ensembl.org/info/docs/tools/
vep/index.html) del Ensembl fue utilizado para estudiar el efecto funcional de las
sustituciones nucleotidicas encontradas. VEP indica si se produce una sustitucion
aminoacidica, indicando el posible impacto de la misma sobre la funcionalidad de la

proteina mediante dos valores o aproximaciones: SIFT y PolyPhen.

El programa SIFT toma la secuencia de DNA que se consulta y utiliza la
informacién para predecir alineaciones multiples de sustituciones toleradas y
deletéreas para cada posicion de la secuencia que se consulta. SIFT es un

procedimiento de multiples etapas que comienza con la blsqueda de secuencias
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similares, luego elige secuencias estrechamente relacionadas que pueden compartir
funcion similar a la secuencia que se desea analizar, obtiene la alineacion de estas
secuencias elegidas, y calcula las probabilidades normalizadas para todas las
sustituciones posibles de la alineacion. Posiciones con probabilidades normalizadas
menores a 0,05 se predicen como perjudiciales y aquellos valores mayores o iguales a

0,05 se predicen como tolerados.

PolyPhen-2 es una herramienta automatica para la predicciéon de posibles
efectos de una sustitucidon de aminoacido en la estructura y funcién de una proteina
humana. Esta prediccion se basa en una serie de caracteristicas que comprenden la
informacién de la secuencia, filogenéticos y estructurales que caracterizan a la
sustitucion. Para una sustitucion de un aminodacido en una proteina, PolyPhen-2
utiliza varias secuencias diferentes y caracteristicas basadas en la estructura del sitio
de sustitucion y las suministra a un clasificador probabilistico. PolyPhen-2 intenta
identificar una proteina de consulta como una entrada en el subconjunto de
proteinas humanas en las base de datos UniProtkB / Swiss-Prot. Los parametros
calculados dan como resultado distintos tipos de clasificacion en cuanto a la
sustitucion que se evallia. Estos son “benigno”, “posiblemente perjudicial”,

“probablemente dafiinos" o "desconocido".

Finalmente, los programas que utilizamos para el analisis del desequilibrio de
ligamiento entre SNPs y construccion de los haplotipos fueron PLINK
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/), BEAGLE 4.1
(https://faculty.washington.  edu/browning/beagle/beagle.html) y  Haploview
(https://www.broadinstitute.org/ scientificccommunity/science/programs/medical-
and-population-genetics/haploview/ haploview). PLINK fue también utilizado para

estudiar si los SNPs estaban el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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11. Analisis estadistico

11.1. Valor animal

El efecto del valor animal en el caracter dureza (esfuerzo maximo, N/cmz) se
estimo en los animales de los ensayos 1 al 10 mediante el ajuste a un Modelo Lineal
Mixto usando el procedimiento HPMIXED en SAS (version 9.3; SAS Inst. Inc., Cary, NC,
EE.UU.). El modelo incluyé como factores fijos el sexo (S), la raza (R), la dieta (D) y
la interaccion de raza con la dieta(R X D); como covariables el peso al sacrificio (PS)
y la edad al sacrificio (ES); y como efectos aleatorios el animal (A) y el efecto
residual (e). La varianza de los animales se considera heterogénea para la raza
(A~N(0, ajB))y la varianza homogénea para el efecto residual (e~N(O,02)). La

ecuacion para el modelo fue:

y=u+S+R+D+ (RxD)+b(PS)+b(ES)+A+e

En el caso del efecto del valor animal en el caracter del contenido de grasa

intramuscular se estimé de manera similar al del caracter dureza de la carne.

11.2. Efectos sobre el esfuerzo maximo

11.2.1.Estudio de asociacion de los polimorfismos de genes CAPN1 y CAST con la

dureza de la carne madurada a tiempo intermedio.

La asociacioén entre los 8 polimorfismos seleccionados de los genes CAPN1y CAST
[(rs17872000 (CAPN1_1), rs17871051 (CAPN1_2), rs17872050 (CAPN1_3),
rs110955059 (CAST_1), SNP rs210072660 (CAST_2), rs384020496 (CAST_3),
rs380750993 (CAST_4) y rs109221039 (CAST_5)] (Capitulo I) con la dureza de la carne
se llevd a cabo en los animales de los ensayos 1 al 10, mediante el ajuste al modelo
lineal mixto usando el procedimiento HPMIXED (High Performance Mixed procedure)

del SAS.
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El modelo incluyé la interaccidn de la raza con el genotipo del SNP (R X (), el
sexo anidado a la raza S(R), y la interaccidn de la dieta con la raza (D X R) como
efectos fijos; el peso al sacrificio anidado a la raza (PS(R)) se incluyé como
covariable; y el animal (4) y el efecto residual (e) se incluyeron como efectos
aleatorios. La varianza de los animales se considera heterogénea para la raza
(A~N(0, ajB))y la varianza homogénea para el efecto residual (e~N(0,02)). La

ecuacion para el modelo fue:
y=u+(RXG)+S(R)+(RxD)+b(PS(R)+A+e

Se estimaron las medias minimo cuadraticas (LSMeans) y error estandar de cada
genotipo segun la raza. Se utilizd el test de Bonferroni de comparaciones multiples
para comparar entre las medias minimo cuadraticas. Todos los polimorfismos se

analizaron independientemente con el mismo modelo estadistico.

11.2.2. Estudio de asociacion de los polimorfismos de los genes CAPN1 y CAST con la

dureza de la carne a distintos tiempos de maduracién.

Se realizé el estudio de asociaciéon de los SNPs [rs17872000 (CAPN1_1),
rs17871051 (CAPN1_2), rs17872050 (CAPN1_3), rs210072660 (CAST_2), rs109221039
(CAST_5)] (Capitulo 11), [rs41255587 (CAST_6), rs109221039 (CAST 5), rs210861835
(CAST_7), rs384811952 (CAST_8), BTA 7: g.98579763G>A (CAST_9), rs379698624
(CAST _10), rs208500290 (CAST_11), rs110607241 (CAST 12), BTA 7: g.98579864G>C
(CAST_13), rs109939022 (CAST_14) y BTA 7: g.98579865C>T (CAST_15)] (Capitulo I1l) y
[rs460530185 (microsatélite), SNP rs210072660 (CAST _2) y rs109221039 (CAST _5)]
(Capitulo IV) con el esfuerzo maximo (N/cm?) para la raza Parda de Montafia vy la

Pirenaica por separado en los animales de los ensayos 1 al 12.

El estudio de asociacién entre los SNPs anteriormente citados de los genes CAST
y CAPN1 con la dureza de la carne (esfuerzo maximo, N/cm?) se llevé a cabo mediante
el ajuste a un modelo mixto de medidas repetidas usando el procedimiento MIXED en
SAS (versién 9.3; SAS Inst. Inc., Cary, NC). Se aplica la correccién de Satterthwaite

para el ajuste de los grados de libertad. Esta correccidon se recomienda cuando no
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existe un numero igual de datos por animal o hay datos que faltan (Kaps y
Lamberson, 2009). Se testaron diferentes matrices de varianza-covarianza para
modelizar la estructura de la covarianza del modelo mixto. La matriz de varianza-
covarianza elegida fue VC (variance components) porque fue la matriz que convergio
de menor valor para los criterios BIC (Bayesian Information Criterion) y AIC (Aikake

Information Criterion).
Raza Parda de Montaia

El modelo incluye como factores fijos: el SNP o el niUmero de copias de cada alelo
para el microsatélite (se codificaron incluyendo 0, 1 o 2), el tiempo de maduracion, y
su interaccion (SNP X M), la dieta anidada al sexo y su interaccidn con el tiempo de
maduracion (D(S) X M) y el experimento (E). Ademas, inicialmente se incluyeron el
peso canal y edad al sacrificio como covariables, sin embargo como no resultaron
significativos en ninguno de los modelos se eliminaron. El efecto animal (A) y el

efecto residual (e) fueron incluidos como efectos aleatorios.
y=u+DS)XM +SNPxXxM+E+A+e
Raza Pirenaica

En la raza Pirenaica se dispone de menos observaciones, y solo hay dos
experimentos con mas de un tiempo de maduracién por lo que el modelo es

diferente del utilizado en Parda de Montana.

El modelo incluye como factores fijos: el SNP o el nimero de copias de cada alelo
para el microsatélite (se codificaron incluyendo 0, 1 o 2), el tiempo de maduracion, y
su interaccion (SNP X M) y la dieta anidada al sexo y su interaccion con el tiempo de
maduracion (D(S) x M). Inicialmente se incluyeron el peso canal y edad al sacrificio
como covariables, sin embargo como no resultaron significativos en ninguno de los
modelos se eliminaron. El efecto animal (A), Experimento y el efecto residual (e)

fueron incluidos como efectos aleatorios.

y=u+DS)XM +SNPxM+A+E+e
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Se estimaron las medias minimo cuadraticas (LSMeans) y error estandar de cada
genotipo y dieta anidada en el sexo para cada tiempo de maduracion. Se utilizo el test
de Bonferroni de comparaciones multiples para comparar entre las medias minimo
cuadraticas. Todos los polimorfismos se analizaron independientemente con el

modelo estadistico correspondiente a cada raza.
11.2.3.Estudio de asociacion de haplotipos.

Se utilizoé el software PLINK (Purcell et al., 2007) para estimar el desequilibrio de
ligamientos entre los 3 SNPs del gen CAPN1 [(rs17872000 (CAPN1_1), rs17871051
(CAPN1_2), rs17872050 (CAPN1_3)] y 5 SNPs del gen CAST [rs110955059 (CAST 1),
SNP rs210072660 (CAST_2), rs384020496 (CAST_3), rs380750993 (CAST_4) vy
rs109221039 (CAST_5)] mediante el coeficiente de correlacién multiple, r’. En el caso
del Capitulo Il se estimo el desequilibrio de ligamiento entre los 3 SNPs del gen CAPN1
[(rs17872000 (CAPN1_1), rs17871051 (CAPN1_2), rs17872050 (CAPN1_3)] y 2 SNPs
del gen CAST [rs210072660 (CAST_2) y rs109221039 (CAST_5)], mientras que en el
Capitulo Il se estimd en los 11 SNPs aislados en la regiéon 3’UTR [rs41255587
(CAST_6), rs109221039 (CAST_5), rs210861835 (CAST_7), rs384811952 (CAST_8), BTA
7: g.98579763G>A (CAST_9), rs379698624 (CAST_10), rs208500290 (CAST_11),
rs110607241 (CAST_12), BTA 7: g.98579864G>C (CAST_13), rs109939022 (CAST_14)y
BTA 7: g.98579865C>T (CAST_15)]. En el Capitulo IV el desequilibrio de ligamiento se
calculé para el microsatélite situado en la regién promotora (rs460530185) y dos

SNPs del gen CAST [SNP rs210072660 (CAST_2) y rs109221039 (CAST_5)].

Los valores para el test de equilibrio de Hardy-Weinberg y la heterocigosidad
observada y esperada para cada SNP se calcularon usando PLINK. El estudio de las
fases de ligamiento de los SNPs se llevd a cabo con el software PLINK usando el
algoritmo E-M (Expectation-Maximisation) para asignar los haplotipos individuales
para los Capitulos |, Il y Il. En el caso del Capitulo IV, se utilizo el programa Beagle que
permite estimar las fases haplotipicas cuando en los estudios se incluyen

microsatélites.
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La asociacidon entre los haplotipos y la dureza de la carne en el Capitulo | se llevd
a cabo en los animales de los ensayos 1 - 10, mediante el procedimiento HPMIXED en
SAS. El modelo al que se ajusté fue similar al que se usd para el estudio de asociaciéon
de los SNPs, pero incluye el efecto de la raza anidada al haplotipo (H(R)). Los
haplotipos para cada individuo se codificaron incluyendo 0, 1 o 2 para indicar el

numero de copias de cada haplotipo. La ecuacién del modelo fue el siguiente:
y=u+HR)+S(R)+ (RxD)+b(PS(R))+A+e

En el caso de los Capitulos II, lll y IV se utilizaron los animales de los ensayos 1 -
12, mediante el procedimiento HPMIXED en SAS, analizando la raza Parda de
Montana y la Pirenaica por separado. El modelo al que se ajusté fue similar al que se
usé para el estudio de asociacién de los SNPs, pero incluye el efecto de la interaccién
del tiempo de maduracién con el haplotipo (H X M). Los haplotipos para cada
individuo se codificaron incluyendo 0, 1 o 2 para indicar el nimero de copias de cada

haplotipo. La ecuacién del modelo fue el siguiente:
y=u+D(S)XM +HXM+E+A+e

Sélo se consideraron los haplotipos con una frecuencia igual o superior al 1%. Se
estimaron las medias minimo cuadraticas (LSMeans) y error estandar de cada
haplotipo segun la raza. Se utilizd el test de Bonferroni de comparaciones multiples
para comparar entre las medias minimo cuadraticas. Todos los haplotipos se

analizaron independientemente con el mismo modelo estadistico.

11.3. Estudio de asociacion de los SNPs de los genes candidatos y el

contenido de grasa intramuscular

El estudio de asociacion entre los SNPs de los genes TG, RORC, LEP, FASN,
DGATI1, FABP4, SCD1, CAPN1 y CAST con el contenido de grasa intramuscular se llevo
a cabo mediante el ajuste a un modelo mixto usando el procedimiento MIXED en SAS
(versién 9.3; SAS Inst. Inc., Cary, NC). Se aplica la correccién de Satterthwaite para el

ajuste de los grados de libertad.
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Raza Parda de Montaiia

El modelo incluye como factores fijos: el SNP (SNP) y el sexo anidado a la dieta
(S(D)); y el peso canal caliente (PCC) y la edad al sacrificio como covariables. Sin
embargo, la edad al sacrificio no fue significativa en ninguno de los modelos por lo
qgue se elimind de ellos. En el modelo se incluyeron como efectos aleatorios el

experimento y el efecto residual.
y=u+S(D) +SNP+PCC+E+e
Raza Pirenaica

El modelo incluye como factores fijos: el SNP (SNP) y el sexo anidada a la dieta
(S(D)); y el peso canal caliente y la edad al sacrificio como covariables. Sin embargo,
ninguno de estos parametros fue significativo en ninguno de los modelos por lo que
se eliminaron de ellos. En el modelo se incluyeron como efectos aleatorios el

experimento y el efecto residual.
y=u+S(D) +SNP+E+e

Se estimaron las medias minimo cuadraticas (LSMeans) y error estandar de cada
genotipo y dieta anidada en el sexo para cada tiempo de maduracidn. Se utilizo el test
de Bonferroni de comparaciones multiples para comparar entre las medias minimo

cuadraticas.
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Resultados y Discusion

En este apartado se presentan los resultados obtenidos para dar cumplimiento a los
objetivos planteados en este trabajo. Como consecuencia del trabajo desarrollado en Ia
realizacion de la Tesis doctoral que se presenta, se ha publicado un articulo, una patente y
varias comunicaciones a congresos (ver Anexos) en los cudles se basard la exposicion de

resultados y discusion de la presente memoria.






CAPITULO I. Aislamiento de una nueva mutacion en el
gen calpastatina (CAST) y estudios de asociacion con
la dureza de la carne de vacuno
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En los ensayos realizados desde el afio 2003 hasta el 2013 (experimentos 1-10,
Tabla 1 de Material y Métodos) en los que se evalud el caracter esfuerzo en el
musculo Longissimus thoracis tras una maduracién intermedia (7,9 + 0,08 dias) se
constatd que existia una elevada variabilidad entre animales del mismo sexo, misma
alimentacion, y peso y edad al sacrificio similares. En la Figura 9 se representan los
valores promedio y desviacion estandar de cada lote de animales analizado,

considerando todos los experimentos.
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Figura 9. Promedio y desviacion estandar del esfuerzo a maduracién intermedia de
cada lote de cada experimento. Las barras verticales indican la desviacién estandar.

Por este motivo, se evalud la proporcién de varianza fenotipica del caracter
esfuerzo debida al animal en cada una de las razas estudiadas. El valor fenotipico del

esfuerzo maximo fue 70,77 + 20,49 y 53,00 + 16,59 N/cm? para las razas Parda de
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Montafa y Pirenaica, respectivamente. La varianza fenotipica y la varianza animal
para el esfuerzo fueron mayores en Parda de Montana (0]% = 420,01; 02 = 284,13)
que en Pirenaica (af2 = 275,27; 62 = 138,7). La varianza residual fue 0,99. De esta
manera la varianza debida al animal fue de un 67,6 y 50,4% para Parda de Montafia y
Pirenaica, respectivamente. Esta elevada variabilidad atribuible al animal podria
deberse a factores genéticos, y en concreto a genes de gran efecto como se han

descrito para la dureza de la carne.

En vista de estos resultados, se decidié estudiar los genes CAST y CAPN1, que
como ya se ha comentado en la revisidn bibliografica estan muy relacionados con el
caracter dureza de la carne. Para ello, se secuenciaron 3 fragmentos de DNA
gendmico tanto de CAPN1 como de CAST y posteriormente se secuencié la mayor
parte del cDNA del gen CAST con el objetivo de buscar polimorfismos asociados a este
fenotipo. Se realizd un estudio de asociaciéon entre los polimorfismos y haplotipos
encontrados y el fenotipo dureza de la carne en la poblacién estudiada. Por ultimo, se
puso a punto una metodologia mas rapida para la deteccién de una nueva variante

génica asociada al caracter dureza.
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1. Busqueda de polimorfismos en los genes CAPN1 y CAST

El rango del valor animal para el caracter esfuerzo y el nimero de los animales
seleccionados para la busqueda de polimorfismos por raza fue el siguiente:

Parda de Montana:
- 10 animales entre -33,77 y -16,95.

— 10 animales entre 20,07 y 48,18.

Pirenaica:
- 5 animales entre -31,18 y -6,18.

- 5animales entre 13,95y 22,31.

A partir del DNA gendmico de estos 30 animales se amplificaron 3 fragmentos
del gen CAPN1 (exén 9, exdn 14/intron 14 e intron 17) y 3 del gen CAST (intrén 5,
intrén 12 y exdén 30/3’UTR) en los que se habian descrito, anteriormente,

polimorfismos asociados a la dureza de la carne en otras razas.

En el gen CAPN1 se encontraron 7 SNPs (Tabla 16), de los cuales tres de ellos se
encontraban en zona codificante. Dos de las mutaciones encontradas, en el exén 9
(rs17872000; CAPNI1_1) y en el exén 14 (rs17871051; CAPN1_2) habian sido
previamente descritas por Page et al. (2002), y denominadas en la bibliografia como

CAPN1_316 y CAPN1_530, respectivamente.

Tabla 16. Polimorfismos encontrados en los exones 9 y 14 y los intrones 14 y 17 del
gen CAPN1 secuenciado a partir de DNA gendmico.

BTA Localizacion Posicion en UMD 3.1 Ref SNP Nomenclatura
29 exon 9 g.44069056G>A rs433866111
exon 9 £.44069063G>C rs17872000 CAPN1_1
exon 14 g.44085642G>A rs17871051 CAPN1_2
intrén 14 g.44085769C>T rs17871058
intrén 14 g.44085989C>T rs17871059
intrén 17 g.44087629T>C rs17872050 CAPN1_3
intrén 17 g.44087655G>A rs17872051
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El tercer SNP en zona codificante fue una sustitucion silente localizada en el exén
9 (BTA29: 2.44069056G>A). Los otros 4 SNPs encontrados se localizan en 2 intrones.
De estos 4 SNPs, uno del intrén 17 (rs17872050; CAPN1_3) ya fue descrito por White
et al. (2005) y denominado en la bibliografia como CAPN1_4751. Los polimorfismos
CAPN1_1 y CAPN1 2, y el CAPN1_3 fueron genotipados para los estudios de

asociacién porque ya habian sido asociados anteriormente con la dureza de la carne.

En el gen CAST se aislaron 14 polimorfismos a partir de la secuenciacién del
intrén 5, intrén 12 y exén 30/3’UTR a partir de DNA gendmico (Tabla 17). Ninguno de

estos polimorfismos estd localizado en zona codificante.

En el intréon 5 se encontraron 3 SNPs, de los cuales el CAST 1 (rs110955059) fue
descrito por primera vez por Schenkel et al. (2006). Dichos autores encontraron
relaciéon entre el SNP y la dureza de la carne madurada a distintos tiempos de
maduracién. Asimismo, este SNP ha sido estudiado en posteriores estudios (p. ej.
Pinto et al. (2010) en la raza Nellore, Curi et al. (2010) en cruzados de Bos indicus y
Bos taurus y Avilés et al. (2013a) en la raza Limusin). En el intrédn 12 se encontraron 4
SNPs, el SNP rs380750993 (CAST _4), que no habia sido anteriormente descrito, se
eligid por su localizacidon en la parte media del gen, en el intrén 12. En el exén 30 o
region 3’UTR fueron localizados 11 SNPs, 8 de los cuales modifican posibles sitios de
unién a miRNA (ver Capitulo ll). EI SNP CAST_5 descrito por primera vez por Barendse
(2002), modifica un posible sitio de unién del miRNA BTA-miR-542-5p. En este mismo
estudio, se encontrd asociacién entre el SNP y la dureza de la carne. Esta asociacion
ha sido estudiada posteriormente por diversos autores en diferentes razas y cruces
(Casas, 2006; Curi et al., 2009; Johnston y Graser, 2010; Lee et al., 2014b; Li et al.,
2010; Morris et al., 2006; Tait et al., 2014; Van Eenennaam et al., 2007).
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Tabla 17. Polimorfismos encontrados en el gen CAST (UMD 3.1. BTA7:8.98444979-

98581253).
Secuenciacion Polimorfismo Localizacion Posicion en UMD 3.1 Ref SNP Nom. Tesis"

DNA indel intron 5 g. 7:98533778 - 7:98533779 -/T rs518385158

DNA SNP intrén 5 £.98533869T>C rs209238027

DNA SNP intrén 5 £.98533961C>G rs110955059 CAST_1

DNA indel intron 12 £.98545049-98545051 ACA/-  rs797781081

DNA SNP intrén 12 £.98545111C>T rs797998695

DNA indel intrén 12 £.98545150delG rs385836076

DNA SNP intrén 12 £.98545188T>A rs380750993 CAST 4

cDNA SNP exoén 6 £.98534197T>C rs109677393

cDNA SNP exon 9 £.98541469C>T rs110741130

cDNA SNP exén 9 £.98541475G>A rs109531514

cDNA SNP exoén 8 g.98539771C>T rs208769026

cDNA SNP exoén 7 g.98535683A>G rs210072660 CAST 2

cDNA SNP exon 7 g.98535716G>A rs384020496 CAST_3

cDNA SNP exon 24 g.98566770G>C No descrito

cDNA SNP exon 24 £.98566734C>T No descrito

cDNA SNP exon 21 £.98563530A>G rs382777604

cDNA SNP exon 18 g£.98554376T>C rs385988348

cDNA SNP exon 18 £.98554382T>C No descrito

cDNA SNP exon 18 £.98554385T>C rs379869591

cDNA SNP exon 18 £.98554388G>A rs109917981

cDNA SNP exon 18 £.98554418T>C rs109617221

cDNA SNP exon 18 g£.98554427T>C rs385318650

cDNA SNP exon 17 g£.98552479T>C rs110165615
cDNA/DNA SNP exon 30 g.98579574A>G rs41255587
cDNA/DNA SNP exon 30 g£.98579663A>G rs109221039 CAST 5
cDNA/DNA SNP exon 30 £.98579691T>C rs210861835
cDNA/DNA SNP exén 30 g£.98579763G>A No descrito
cDNA/DNA SNP exon 30 g.98579842A>G rs208500290
cDNA/DNA SNP exon 30 £.98579852C>T rs110607241
cDNA/DNA SNP exon 30 g.98579856G>A No descrito

! Nom. Tesis: Nomenclatura Tesis
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Los SNPs descritos por Barendse (2002) y Schenkel et al. (2006) han sido
incluidos en sendos test comerciales. El test “Gene Star Tenderness” (Bovigen LLC
Harahan, LA) incluye el SNP descrito por Barendse (2002), mientras que el test
“Igenity Tender-GENE” (MerialLimited, Duluth; GA) contiene el SNP identificado por
Schenkel et al. (2006). En la presente Tesis el SNP CAST:c.155C>T (NM_174003)
descrito por Barendse et al. (2007b) que produce un cambio aminoacidico en la
posicién p.Pro52Leu (GenBank NM_174003) se encontré fijado para la poblacién
estudiada. Este SNP ha sido también asociado en dos analisis de asociacidon que
incluia las razas Angus, Brahman, Belmont Red, Hereford, Murray Grey, Santa
Gertrudis y Shorthorn (Barendse et al., 2007b) y Agnus, Charolés, Limusin, Hereford y
Simental (Ekerljung, 2012).

Finalmente, a partir de la secuenciacién de 2.822 pb del gen CAST cDNA se han
encontrado 23 SNPs, 7 de los cuales ya habian sido encontrados a partir de la
secuenciacién inicial (Tabla 17). De estos SNPs, los SNPs CAST_2 (rs210072660) y
CAST_3 (rs384020496) localizados en el exén 7, producen un cambio aminoacidico en
las posiciones p.Thr182Ala (CAST_2) y p.Glul93Lys (CAST_3) (GenBank NM_174003).
El SNP CAST_2 habia sido identificado anteriormente mediante el alineamiento de las
secuencias del gen CAST depositadas en GenBank en poblaciones bovinas, pero no
habia sido caracterizado (Motter et al.,, 2009). Estos dos SNPs también fueron

genotipados para los estudios de asociacién.

1.1. Estudios de asociacion con el esfuerzo del musculo Longissimus thoracis

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los 8 SNPs seleccionados para cada una

de las razas y la poblacidn total se muestran en la Tabla 18.

Todos los SNPs se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0,05),
excepto el SNP CAPN1_3 que presenté un déficit de animales heterocigotos en la

poblacién de Parda de Montafa y en la poblacién total.
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Tabla 18. Nimero de animales por genotipo y frecuencia alélica de los polimorfismos
de los genes CAPN1 y CAST en las razas Parda de Montaiia (PM) y Pirenaica (Pl).

SNP Genotipo n Alelo Frecuencia
Total PM Pl Total PM Pl

CAPN1_1 GG 171 127 44 0,94 0,94 0,94
CG 23 17 6
CcC 0 0 0

CAPN1_2 GG 70 61 9 0,59 0,64 0,54
AG 88 58 30
AA 34 21 13

CAPN1_3 CcC 33 29 4 0,65 0,64 0,66
CT 71 44 27
1T 91 70 21

CAST 1 CcC 93 75 18 0,68 0,71 0,61
GC 79 52 27
GG 23 16 7

CAST 2 AA 83 66 17 0,66 0,68 0,60
GA 93 65 28
GG 20 13

CAST 3 AA 4 3 1 0,86 0,86 0,86
AG 46 33 13
GG 146 108 38

CAST 4 1T 102 81 21 0,71 0,73 0,63
AT 72 48 24
AA 21 14 7

CAST 5 AA 120 91 29 0,78 0,73 0,74
GA 64 45 19
GG 11 7 4

1.1.1. Efectos ambientales

El efecto del sexo sobre el esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis
dependio de la raza estudiada (P < 0,001). El esfuerzo se vio afectado por el sexo en la
raza Parda de Montaifa pero no en la raza Pirenaica (Figura 10). En la raza Parda de
Montafa, la carne de los animales castrados fue un 26,5% mas tierna que la de los
machos enteros (P = 0,002). Esta diferencia puede deberse en parte al hecho de que

la castracion puede afectar al tipo de fibras musculares (Brandstetter et al., 1998).
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Sin embargo, en la raza Pirenaica, la carne de machos enteros, castrados y
hembras tuvo valores similares de esfuerzo. El diferente efecto de la castracidn sobre
la dureza segun la raza ya fue descrito por Mandell et al. (1997). Estos autores
sugirieron que la diferencia de madurez de los machos entre razas puede ser la
responsable de las diferentes respuestas a la castracién. De hecho, la raza Pirenaica
es de madurez tardia, mientras que la raza Parda de Montafia puede ser clasificada
como intermedia (Piedrafita et al., 2003). Por lo tanto, la diferencia de dureza entre
animales castrados y enteros de la misma edad seria mas evidente en la raza Parda de

Montafa, ya que los animales estan mas cerca de la madurez.
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Figura 10. Efecto del sexo sobre el esfuerzo medido en el musculo Longissimus
thoracis tras una maduracion intermedia en la raza Parda de Montafa y Pirenaica. Las
barras verticales indican el error estandar. Dentro de una raza, letras diferentes
indican diferencias al P < 0,05 con correccion de Bonferroni.

La alimentaciéon afectd al esfuerzo en ambas razas (Figura 11). En la raza Parda
de Montaiia, las dietas basadas en pienso y las de leche y pienso produjeron carne
mas tierna que la obtenida con dietas forrajeras (mezcla completa y con pasto
suplementado con concentrado). Los animales alimentados con pasto y leche
mostraron valores intermedios. En la raza Pirenaica, los animales alimentados con
mezcla completa y pienso presentaron carne mas tierna que los animales

alimentados con pasto suplementado con pienso (P < 0,05).
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Figura 11. Efecto de la alimentacion sobre el esfuerzo medido en el musculo
Longissimus thoracis tras una maduracién intermedia. Las barras verticales indican el
error estandar. Dentro de una raza, letras diferentes indican diferencias al P < 0,05
con correccion de Bonferroni.

La dieta puede afectar a la dureza a través del tipo de dieta o del plano
nutricional (Muir et al., 1998). Segun estos autores, estos factores no afectan a la
dureza de la carne cuando los animales tienen un peso al sacrificio similar. En este
estudio, el esfuerzo ha sido corregido por el peso al sacrificio, y por tanto las
diferencias que se observan no se pueden atribuir a diferencias en este pardmetro. En
la revisién llevada a cabo por Andersen et al. (2005), los autores afirmaron que
cuando hay una disminucion de la tasa de degradacion de proteinas, puede haber un
incremento del crecimiento de la musculatura asociada a un aumento de la dureza,
por ejemplo tras una restriccion en el plano de nutricién o en machos enteros frente
a castrados. Ademads, otros autores apuntan que las dietas pueden provocar
diferencias en el contenido de grasa intramuscular (Blanco et al., 2010), lo que puede
repercutir en la dureza (French et al., 2000). En el presente estudio, las dietas con
mayor aporte energético resultan en carnes mas tiernas que las dietas con menor

aporte energético tedrico.
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1.1.2. Efecto de los SNPs
1.1.2.1. Efecto de los SNPs de CAPN1

En el presente estudio, el esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis no
se vio afectado por ninguno de los 3 SNPs del gen CAPN1 estudiados: CAPN1_1 (P =
0,39), CAPN1_2 (P =0,29) y CAPN1_3 (P = 0,90) en ninguna de las dos razas (Figura
12).

CAPN1_1 CAPN1_2 CAPN1_3
80 1 68,5 1 68,5 169,2 68,8 65.9
70 - 62,7 I 58,0 62,4 _67,2 68,2 67,8 58,4 62,6 I 67I,5 59,3 58,9 I
E60 - L - I I
<50 - . -
2
9“40 . 1 .
$30 - . -
=
‘%20 - - i
w
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CC‘GC‘GG‘CC‘GC‘GG‘ CC‘CT‘W‘CC‘CT‘TT‘
Parda de | Pirenaica Parda de Pirenaica Parda de Pirenaica
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Figura 12. Efecto de los SNPs de CAPN1 sobre el esfuerzo medido en el musculo
Longissimus thoracis tras una maduracidn intermedia de las razas Parda de Montafia
y Pirenaica. Las barras verticales indican el error estandar.

Esta falta de asociacion puede ser debida al bajo numero de animales
genotipados, y a un numero desequilibrado de genotipos en la poblacidn estudiada
para el SNP CAPN1_1, en el que no se encontraron animales con genotipo CC. En el
estudio realizado por Allais et al. (2011) se describe una baja frecuencia de animales
CC (< 1%) en la raza Charolés y Blonda de Aquitania. De la misma manera que ocurre
en el presente estudio, tampoco se encontraron diferencias en la dureza de la carne
para el SNP CAPN1_1 en cruces con las razas Retinta y Limusin, pero si en Charolés a 7
dias de maduracion del musculo Longissimus dorsi (Avilés et al., 2013a). Asi mismo,
no se detectd el efecto del SNP CAPN1_1 en la dureza de la carne en ganado Brahman
a los 7 dias de maduracidn en el musculo Longissimus (Casas et al., 2005) ni en cruces

con razas checas (Kaplanova et al., 2013).
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Otros estudios apoyan la falta de asociacion descrita en este estudio entre el SNP
CAPN1_2 y la dureza de la carne en las raza Brahman a 7 dias de maduracion (Casas

et al., 2005) y en la raza Hanwoo a 7 dias de maduracién (Lee et al., 2014b).

Como se ha comentado anteriormente, White et al. (2005) encontraron una
asociacion entre CAPN1_3 (intron 17) y la dureza de la carne en una poblacién de la
raza Brahman (Bos indicus), otra de razas Bos taurus y otra de animales cruzados Bos
taurus x Bos indicus. Esta asociacién en la que se describen diferencias favorables
para el genotipo CT frente al homocigoto TT ha sido confirmada posteriormente por
otros autores en cruces de Bos taurus y Bos indicus (Curi et al., 2009), y en la raza

Nelore (Pinto et al., 2010).
1.1.2.2. Efecto de los SNPs de CAST

El efecto de los SNPs de CAST sobre la dureza de la carne a maduracion
intermedia dependié de la raza estudiada mostrando efecto en la carne de la raza
Parda de Montafia (CAST 1, P=0,019; CAST 2, P=0,008; CAST 4 P=0,011), pero no

en la raza Pirenaica (Tabla 19).

En la raza Parda de Montafia, para el SNP CAST_1, la carne de los animales con el
genotipo GC fue mas tierna que la carne de animales con el genotipo GG,
presentando el genotipo CC valores intermedios. Sin embargo, en la raza Pirenaica no
hubo diferencias entre genotipos. El efecto observado en el presente estudio para el
alelo G de CAST 1 en la raza Parda de Montafia fue mayor que el encontrado por
Schenkel et al. (2006), donde el efecto fue de 1,66 N/cm?. Schenkel et al. (2006)
asocié el genotipo CC con los animales con una carne mas tierna frente a los
genotipos GG (-11,27 N) y el genotipo GC tuvo una dureza intermedia a los 7 dias de
maduracién. Este estudio fue llevado a cabo en animales cruzados (Angus, Limusin,
Charolés y Simmental) de diferente sexo (machos, hembras y castrados). Asi mismo,
el efecto del genotipo CC frente a los genotipos CG y GG de este SNP ha sido

encontrado por Pinto et al. (2010) en la raza Nellore.
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Tabla 19. Medias minimo cuadraticas y error estdndar de los datos de esfuerzo
(N/cm?) del masculo Longissimus thoracis a maduracién intermedia para los SNPs de
CAST segun la raza.

SNP  P-valor' Raza Genotipo

CC GC GG
CAST_1 0,019 Pardade Montana 67,99 + 3,37ab 64,92 +3,42a 81,02 +5,23b
Pirenaica 59,75+4,11 59,92+3,64 69,36+5,05

AA GA GG
CAST 2 0,008 Pardade Montana 67,00+ 3,43a 66,68 +3,20a 84,33 +5,60b
Pirenaica 60,65+4,26 59,54+3,56 69,48 +5,04

AA AG GG
CAST 3 0,795 Pardade Montana 65,65+13,30 64,49+4,03 69,25+3,15
Pirenaica 62,83+13,76 62,64+4,61 62,02+3,49

AA AT TT
CAST 4 0,011 Pardade Montana 82,67 +5,36a 65,44 +3,49b 67,15+ 3,29b
Pirenaica 69,17 +5,06 60,44+3,78 59,15+ 3,96

AA GA GG
CAST 5 0,110 Pardade Montana 68,02+3,22 65,26+3,66 80,42+7,11
Pirenaica 59,95+3,68 60,59+3,84 72,38+%6,27

! Raza x SNP.

Al igual que en la raza Pirenaica en la que no hubo efecto del genotipo del SNP
CAST 1, Avilés et al. (2013a) no encontraron asociacién en carne cocinada en las
razas Limusin, Charolés y Retinta. Sin embargo, este estudio asocié el alelo C a una
carne mas tierna midiendo la dureza de carne cruda (sin cocinar) en Limusin. Sin
embargo, en un panel sensorial utilizando los mismos animales, fue el alelo G de este

marcador el que aparecid asociado a una carne mas tierna(Avilés et al., 2015).

Para el polimorfismo CAST_2, los genotipos AA y GA mostraron valores mas bajos
para el caracter esfuerzo que el genotipo GG en la raza Parda de Montafa. No se
encontraron diferencias en el cardcter esfuerzo entre los genotipos AA y GA.

Finalmente, para CAST 4 el genotipo AA presentd mayor esfuerzo que el genotipo AT

100



Resultados y Discusion — Capitulo |

y TT, pero no se encontraron diferencias significativas en la dureza entre los

genotipos AT y TT en la raza Pirenaica.

En este estudio, los genotipos GG, GG Y AA de los SNPs CAST_1, CAST 2 y
CAST_4, respectivamente, presentaron una fuerza de corte mayor que otros
genotipos y un efecto negativo sobre la dureza de la carne en la raza Parda de
Montana. En la raza Pirenaica, a pesar de no encontrar diferencias significativas, si
que se observd que estos genotipos presentaron una fuerza de corte mayor. Para
estos tres SNPs las diferencias estimadas entre los genotipos fueron similares. Los
genotipos heterocigotos, GC (CAST_1), GA (CAST_2) y AT (CAST_4), no mostraron
diferencias significativas con los genotipos CC (CAST_1), AA (CAST _2) y TT (CAST _4), ni
valores de dureza intermedia como habia sido publicado con anterioridad (Allais et

al., 2011; Casas et al., 2006; Chung y Davis, 2012; Schenkel et al., 2006).

La asociacion entre el SNP CAST_5 y la dureza encontrada por Barendse (2002),
en la cual el genotipo GG fue asociado a la carne mads dura, no fue encontrada en
nuestro estudio. Este estudio se llevd a cabo en machos de las razas Angus, Belmont
Red, Braham, Hereford, Santa Gertrudis y Shorthorn, y ha sido confirmado
posteriormente en diferentes razas y cruces como son: Hereford, Angus, Red Angus,
Limusin, Charolés, Gelvieh y Simmental y cruces de Bos taurus y Bos indicus (Casas et
al., 2006); en Jersey x Limusin, Angus y cruces de Hereford (Morris et al., 2006);
Charolés x Angus (Van Eenennaam et al., 2007); cruces de Angus, Rubia Gallega,
Canchim, con Nellore (Bos indicus) (Curi et al., 2009), Angus, Hereford, Murray Grey y
Shorthorn y razas Bos indicus (Johnston y Graser, 2010); 3 razas puras chinas (Li et al.,

2010), Angus (Tait et al., 2014), y Hanwoo (Lee et al., 2014b).

En el presente estudio, las diferencias entre los genotipos alternativos para
CAST 1, CAST_2y CAST_4 estuvieron entre 13,034 y 17,346 N/cm?’ sobre la media del
esfuerzo maximo para la raza Parda de Montafa. Ademas, en el estudio de Schenkel
et al. (2006) el genotipo heterocigoto tiene una dureza intermedia, lo que no ocurre
en el presente estudio. Esto, unido a que los SNPs CAST 1 y CAST 4 no son

mutaciones causales, sino que estdn localizadas en regién intrénica, indican que el
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polimorfismo CAST_2 podria ser la mutacidn causal del efecto encontrado en este
estudio. En el estudio de Motter et al. (2009) se concluia que el SNP rs210072660
(CAST_2) no tenia ningun efecto sobre la funcién de la proteina, lo que contradice los

resultados de este estudio.

1.2. Analisis de los haplotipos y estudio de asociacion

Los resultados del analisis del desequilibrio de ligamiento se muestran en la
Tabla 20 por parejas de SNPs. El desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de los
genes CAPN1 y CAST obtuvo unos valores desde 0,00006 a 0,02800, resultado

esperado debido a su localizacién en diferentes cromosomas.

Tabla 20. Andlisis de desequilibrio de ligamiento con el software PLINK.

SNP4 SNP, r?
CAPN1_1  CAPN1_2 0,011
CAPN1_1  CAPN1_3 0,003
CAPN1_2  CAPN1_3 0,164

CAST 1 CAST 2 0,756
CAST 1 CAST 3 0,177
CAST 1 CAST 4 0,884
CAST 1 CAST 5 0,404
CAST 2 CAST 3 0,152
CAST 2 CAST 4 0,718
CAST 2 CAST 5 0,316
CAST 3 CAST 4 0,166

CAST 3 CAST 5 0,009
CAST 4 CAST 5 0,371

Este analisis sefiala la existencia de dos bloques de ligamiento que segregan
conjuntamente (Figura 13), destacando el alto valor de desquilibrio de ligamiento
constituido por los SNPs CAST 1, CAST_ 2y CAST_4 (r* de 0,71 a 0,88) en el segundo
bloque de ligamiento. Es destacable, que 19 de los 20 animales con genotipo GG de

CAST 2 fueron homocigotos para los alelos Gy A de CAST 1y CAST 4 indicando que
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estos genotipos estan en alto desequilibrio de ligamiento. Ademas el efecto

detectado para el esfuerzo de la carne es similar en los tres SNPs.
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Figura 13. Analisis del desequilibrio de ligamiento mediante el software HAPLOVIEW.
El color y el niUmero indican el valor D’ (desequilibrio de ligamiento).

El analisis de haplotipos identificé 7 y 19 haplotipos para los de genes CAPN1 y

CAST, respectivamente. Para el gen CAPNI1, 5 haplotipos tuvieron una frecuencia

mayor al 1%, representando el 98,97% del total de los haplotipos identificados (Tabla

21). No se encontraron asociaciones entre los haplotipos de CAPN1 con la dureza de

la carne.

Tabla 21. Frecuencia, medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de
fuerza de corte (N/cm?) del musculo Longissimus thoracis tras una maduracion
intermedia para los haplotipos mas frecuentes de CAPN1.

n2 copias del haplotipo (hap.)

Hap. Frec.  P-valor' Raza
0 1 2
h1 GAT 395% 065 PardadeMontafia  6953+4,24  6844+612 65410984
Pirenaica 56,86 £ 9,75 56,05+ 12,33 65,22 £ 14,70
h2 GGC 30,6% 0,98 Parda de Montafia 67,44 + 3,20 69,98 £ 6,99 65,97 £ 9,58
Pirenaica 58,61 + 8,76 58,80+ 10,12 60,72 +17,60
h3 GGT 23,2% 0,88 Parda de Montafia 67,96 £ 3,31 66,81 +7,01 68,62 £9,42

Pirenaica

53,25 +10,46

60,33+ 11,95

64,55 + 16,18

! Interaccién entre el haplotipo y la raza.
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Para el gen CAST, 8 haplotipos tuvieron una frecuencia superior al 1%, que

representa el 94,38% del total de haplotipos. Los haplotipos h2 (GGGAG) y h5

(CGGTA) mostraron diferencias con la dureza de la carne (P < 0,05) (Tabla 22).

Tabla 22. Frecuencia, medias minimo cuadraticas y error estdndar de los datos de
fuerza de corte (N/cm?) del musculo Longissimus thoracis tras una maduracién
intermedia para los haplotipos mas frecuentes de CAST.

n2 copias del haplotipo (hap.)

Hap. Frec. P-valor' Raza
0 1 2
hl CAGTA 61,0% 0,28 Pardade Montafia 94,27 +8,53 91,06 + 10,08 99,48 + 11,96
Pirenaica 63,96 +11,74 59,60+15,80 61,36+18,27
h2 GGGAG 13,8% 0,04 Pardade Montafia 81,60+ 7,76a 90,46+9,96a 112,75+ 14,42b
Pirenaica 55,81+11,89 58,62+ 14,03 70,49 + 20,01
h3 GGAAA 7,7% 0,90 Pardade Montafia 93,16 +8,78 96,71 +11,25 -
Pirenaica 63,77+9,84 61,70%+12,79 59,45 + 24,38
h4 GGGAA 3,8% 0,30 Pardade Montafia 87,99+6,12 100,24 +9,69 96,60 + 20,27
Pirenaica 61,45+13,25 61,83+16,62 -
h5 CGGTA 2,8% 0,003 Pardade Montafia 85,29 + 8,84a 104,59 + 11,55b -
Pirenaica 61,64 £ 14,52 - -
h6 GGAAG 1,5% 0,96 Pardade Montafia 78,05+ 14,49 79,09 + 18,42 -
Pirenaica 57,78 +22,74 61,06 + 30,59 -
h7 CAGTG 1,5% 0,40 Pardade Montafia 84,35+ 14,23 72,79 + 18,97 -
Pirenaica 60,17 £+ 24,03 58,67 +£29,45 -
h8 CAATG 1,0% 0,36 Pardade Montaia 86,00+ 14,97 71,14+ 18,93 -
Pirenaica 61,92 +21,83 56,92 +31,65 -

! Interaccién entre el haplotipo y la raza. En

una fila, medias con letras diferentes indican

diferencias al P < 0,05 con correccién de Bonferroni.
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Los animales homocigotos h2/h2 (n = 7) producen carne menos tierna que los
animales con una sola copia o con ninguna copia de h2 (Tabla 22). Los animales
heterocigotos para este haplotipo tiene una dureza mayor que los que no tienen
ninguna copia pero las diferencias no son significativas (P = 0,07). Este haplotipo esta
compuesto por los alelos G, G y A de los SNPs CAST 1, CAST 2 Y CAST 4,
respectivamente, que fueron asociados con la dureza de la carne en el estudio de
asociacion individual de los SNPs. Los animales con una copia del haplotipo h5 (n =
11) tienen una carne mads dura que los animales sin ninguna copia de este haplotipo.
No se encontraron animales homocigotos h5/h5. Este haplotipo contiene los alelos C,
Gy T para los SNPs CAST_1, CAST_2 y CAST_4, respectivamente, siendo el alelo G del
SNP CAST 2 el Unico que se asocia a la dureza de la carne. Estos resultados son
consistentes con los resultados obtenidos en los estudios de asociacidn individual de
los SNPs, indicando que el SNP CAST 2 puede ser el causante del efecto encontrado

en este estudio.

1.3. Significacion biolégica del nuevo polimorfismo rs210072660 (CAST_2)

asociado a la dureza de la carne

Para valorar el impacto de este SNP sobre la dureza de la carne en las
poblaciones estudiadas se calculd el porcentaje de varianza debida al SNP. La varianza
fenotipica, animal y del SNP rs210072660 (CAST_2) para el esfuerzo de la carne en
Parda de Montafa fue 420, 288 y 78,0, respectivamente, mientras que en Pirenaica
fue de 275, 130 y 14,1. Por lo tanto, la proporcion de varianza fenotipica explicada
por el SNP rs210072660 (CAST 2) fue de 18,56 y el 5,11% para la raza Parda de

Montafa y Pirenaica, respectivamente.

El polimorfismo rs210072660 (CAST 2) se localiza en el exdn 7 del gen CAST y
causa un cambio en la secuencia aminoacidica en la posicion 182 (NM_174003:
p.Thr182Ala). La sustitucion Thr182Ala es una sustitucidn no conservativa. Los analisis
in silico del efecto del cambio aminoacidico sobre la funcionalidad de la proteina
mostraron que la sustitucién Thrl82Ala era tolerable con valores de SIFT de 1. El

programa Polyphem también la definié como benigna. Este cambio aminoacidico esta
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localizado en el exdn 7, en el dominio L de la proteina. La funcidn del dominio L no
esta clara, pero se ha descrito que puede interaccionar con el dominio DIl de la
calpaina en su forma inactiva (libre de calcio) a través de la secuencia aminoacidica
gue se encuentra entre los exones 4 y 7 (De Tullio et al., 2009; Melloni et al., 2006). El
nivel de protedlisis y de tenderizacién en la carne depende de la concentracion de
calpaina inactiva, y la asociacion entre la calpaina, todavia inactiva, con la calpastatina
citosdlica puede regular esta concentracién. A concentraciones nanomolares de ca®
la calpaina permanece inactiva, pero la entrada de Ca** en la célula activa la calpaina.
Esta interaccion calpaina-calpastatina es altamente especifica, pero la estabilidad del
complejo calpaina-calpastatina depende de las cargas electrostaticas localizadas en
las regiones que interactian entre ambas proteinas. A este respecto, la
hidropaticidad asociada con cada aminoacido cambia de -0,7 a 1,8 para Thr y Ala,
respectivamente, en la escala de Kyte-Doolittle. Ademas, Thr es uno de los
aminodcidos fosforilables, y la introduccién de grupos fosfato negativo afecta
negativamente a la estabilidad de la interaccién (De Tullio et al., 2009). La sustitucién
de Thr (rs210072660, alelo A) por Ala (rs210072660, alelo G) puede generar una
union mas estable entre calpaina y calpastatina. Esta hipdtesis es apoyada por
Barendse et al. (2007b) que encontraron un cambio Pro52Leu, también localizado en
el dominio L, que cambiaba la hidropaticidad en este punto de la calpastatina (de 1,6
a 3,8). Este cambio aminoacidico (Pro52Leu) también ha sido asociado con la dureza
de la carne, y los autores plantean como hipdtesis que el cambio en la hidropaticidad
de esta region puede afectar a la unidon de la calpastatina a las membranas celulares y

a la calpaina.

1.4. Distribucion de las frecuencias genotipicas. Deteccion rapida mediante

discriminacion alélica con sondas “Beacon”.

Con el objetivo de optimizar el tiempo de genotipado y disminuir el tiempo entre
la toma de muestra de sangre y el envio de resultados a empresas interesadas en el
SNP CAST_2 (rs210072660) se puso a punto la discriminacién alélica mediante sondas

“Beacon”. Ademas, debido a la baja representacion de animales homocigotos para el
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alelo G, se recogieron muestras de sangre de animales en granja y matadero de las
razas Parda de Montafa (n = 240), Pirenaica (n = 135), Serrana de Teruel (n = 34) y
también de animales mestizos (n = 55), con el objetivo de aumentar el nimero de
animales GG y validar el efecto del SNP CAST_2 en una poblacién mayor. Con esta
metodologia mas rdpida se pretendia agilizar el genotipado de los animales tras el

sacrificio y poder determinar el tiempo de maduracién éptimo para cada canal.

La especificidad de la técnica se comprobdé mediante la comparacién de los
resultados de genotipado mediante RFLPs y sondas “Beacon” de 466 animales. La
especificidad de la técnica fue del 100%. En cuanto al tiempo de genotipado, en 2 h
30 minutos de media se pudo dar el resultado de 30 muestras mediante sondas
“Beacon”. Sin embargo, mediante RFLPs este tiempo subiéo a 6 h 30 m debido al
tiempo utilizado en la digestién con enzimas de restriccién y corrido electroforético.
La disminucién del tiempo en el diagndstico podria favorecer, tras el sacrificio en el
matadero, la separacién de estos animales en el mismo, siguiendo un circuito

diferente de maduracion.

En la Figura 14 aparecen representadas las frecuencias de los genotipos del SNP
CAST_2 para cada una de las razas Parda de Montafa, Pirenaica, Serrana de Teruel y
de animales mestizos. Los animales mestizos estaban formados en su mayoria por
cruces con la raza Frisona. Todas las poblaciones se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg para el polimorfismo CAST 2. Las frecuencias del genotipo GG son
muy similares, entre un 7 y 8%, para las razas Parda de Montafa, Serrana de Teruel y
de animales mestizos y algo superior en Pirenaica (14%). Sin embargo, la frecuencia
del genotipo GA en la raza Serrana de Teruel (29%) es menor que en el resto de las

poblaciones (41 — 43%).
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Parda de Montafia Pirenaica

Serrana de Teruel Conjunto mestizo

BAA BAG mGG

Figura 14. Frecuencias genotipicas del SNP CAST_2 de las razas Parda de Montafia,
Pirenaica, Serrana de Teruel y de animales mestizos.
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Los resultados recogidos en el Capitulo | fueron obtenidos Unicamente con
animales procedentes de la estacion experimental La Garcipollera perteneciente al
CITA. Dicha finca incorpora animales de diferentes ganaderias del Pirineo oscense. Sin
embargo, se ampliod la base de datos con animales de diferentes origenes de las razas
Parda de Montafia y Pirenaica con objeto de confirmar los resultados obtenidos en
dicho capitulo. Ademas se amplié el estudio incorporando datos de esfuerzo de la

carne medido a distintos tiempos de maduracion.

La varianza fenotipica y animal del esfuerzo medido en ambas razas y en los
distintos periodos de maduracion estudiados se presenta en la Tabla 23. Como en el
caso del Capitulo 1, la varianza debida al animal fue muy elevada para las dos razas y

los diferentes tiempos de maduracion.

Tabla 23. Valor fenotipico y varianzas en la raza Parda de Montafa y Pirenaica para
las maduraciones estudiadas.

Maduracidn Maduracidn Maduracidn
corta media larga
Parda de Montaina
valor fenotipico, N/cm2 88,4 +14,1 66,3+19,4 57,3+17,8
varianza (¢?) 197,8 376 315,6
varianza animal (0%,) 139,4 253,7 211,2
(0%.)/(0%), % 70,5 67,5 66,9
residual 1,40 0,99 0,99
Pirenaica
valor fenotipico, N/cm? - 49,6 + 15,8 50,77 £+ 16,50
varianza (0?) - 248,8 272,4
varianza animal (0°,) - 89,9 144,3
(0%a)/(0%), % - 36,1 53,0
residual - 1,02 0,01

En este estudio se han incluido los 3 SNPs del gen CAPN1 y los SNPs CAST 2
(rs210072660) y CAST 5 (rs109221039) del gen CAST. No se estudiaron los SNPs
CAST 1 y CAST 4, ya que éstos no son mutaciones que afecten a un cambio

aminoacidico o que modifiquen la secuencia diana de unién de factores de

111



Resultados y Discusion — Capitulo Il

transcripcion o miRNAs. Tampoco se incluyd en el estudio el SNP CAST 3
(rs384020496) debido a su cercania en el genoma al SNP CAST 2, y porque en los
resultados del capitulo anterior no mostraron ningun indicio que nos hiciese
sospechar del posible efecto del mismo sobre el fenotipo dureza de la carne en la
poblacién estudiada. Ademas, se ha incluido en el estudio la dureza medida en
distintos tiempos de maduracion ya que en estudios publicados se ha encontrado que
el efecto de algunos SNPs dependen del tiempo de maduracién. Debido a que en el
Capitulo | se discutieron los resultados para maduraciones intermedias, en este
capitulo nos centraremos en discutir especialmente los resultados para maduraciones

cortas y largas, evitando redundancias.
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1. Estudio de asociacion de los polimorfismos de CASTy CAPN1

La Tabla 24 muestra el nUmero de animales de cada genotipo vy las frecuencias
alélicas de los 5 SNPs analizados para cada una de las razas (Parda de Montaiia y
Pirenaica) y la poblacion total estudiada. Los SNPs se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg, excepto el SNP CAPN1_3 (rs17872050) que muestra un déficit de
animales heterocigotos, confirmando los resultados encontrados en el Capitulo I.
Como puede observarse las frecuencias son muy similares a las descritas en el

capitulo anterior para cada una de las razas y la poblacidn total.

Tabla 24. Numero de animales para cada genotipo y frecuencia alélica de los
polimorfismos genotipados de los genes CAST y CAPN1, en las razas Parda de
Montafa y Pirenaica.

. n Frecuencia
SNP Genotipo Alelo
Total PM PI Total PM Pl
CAPN1_1 GG 250 189 61 G 0,88 0,87 0,94
CG 62 54 8
CcC 6 6 O
CAPN1_2 GG 119 107 12 G 0,6 0,64 047

AG 145 101 44
AA 53 37 16

CAPN1_3 T 136 110 26 T 063 0,63 0,64
CcT 134 94 40
cC 50 44 6

CAST_2 AA 141 118 23 A 065 0,68 0,54
GA 136 104 32
GG 4 27 17

CAST_5 AA 189 152 37 A 0,77 0,79 0,7
GA 116 89 27
GG 16 8 8

1.1. Efectos ambientales

La dureza del musculo Longissimus thoracis se vio afectada por la interaccion
entre la alimentacién anidada al sexo y el tiempo de maduracidn de la carne en la

raza Parda de Montafia (P < 0,001) (Figura 15). En la maduracién corta no hubo
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diferencias en el esfuerzo entre tratamientos. Al igual que otros autores, no han
encontrado estas diferencias en terneros castrados (Realini et al., 2004). Sin embargo,
las hembras alimentadas con silo de maiz y concentrado durante 2 meses antes del
sacrificio presentaron menor esfuerzo que las alimentadas durante 1 mes en la carne
madurada durante 1 dia. Franco et al. (2009) relacionaron estas diferencias con el
desigual contenido en grasa intramuscular. El esfuerzo en la maduracién corta fue
maximo, tal y como presentan varios estudios previos (Franco et al., 2009; Morgan et
al., 1993; Realini et al., 2004; Wu et al., 2014). En las primeras 24 horas post mortem
se dan importantes cambios estructurales en las proteinas del musculo. Existe mayor
dureza en estas primeras fases de la maduracién porque algunas proteinas
comienzan a degradarse tras el sacrificio pero otras, como la nebulina lo hacen a

partir de las 48 horas (Wu et al., 2014).

—e=—forraje castrado —e—forraje entero =#—pienso entero
100 -

90 -

80 - 75,4a

70 - 66,0a

52,0b

Esfuerzo, N/cm?

40 -

30 T T 1
corta media larga
Maduracién

Figura 15. Evolucidn del esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis a lo
largo de la maduracion segun el manejo en la raza Parda de Montafia. En cada
maduracidn, diferentes letras (a, b) indican diferencias significativas (P < 0,05).

La tenderizacion entre la maduracién corta e intermedia fue diferente segun la
alimentacion recibida por los terneros (P < 0,01). El esfuerzo se redujo para los

cebones (machos castrados de edad menor o igual a 48 meses) alimentados con
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forraje y los enteros alimentados con pienso (P < 0,001) tal y como se ha encontrado
en estudios previos (Campo et al., 2000; Maher et al., 2005; Realini et al., 2004). La
tenderizacidn hasta los 7 dias causa un cambio en la composicién de las fracciones
proteicas del sarcoplasma, que estdn relacionados con la dureza. Las proteinas
sarcoplasmaticas no tienen impacto sobre la estructura muscular y la dureza, pero, se
dan cambios en la composicion de la fraccion soluble de las proteinas durante la
tenderizacion (Bowker et al., 2012). Sin embargo, el esfuerzo no varié en los terneros
alimentados con forraje (P > 0,05), probablemente debido a que la cobertura grasa de
la canal fuera escasa. Una cobertura grasa protege a la carne y su escasez hace que se
produzca el acortamiento de las fibras musculares durante el enfriamiento de las
canales tras el sacrificio, y menor protedlisis durante el rigor mortis (Bowling et al.,
1977). En este sentido, la menor cobertura grasa pudo llevar a una mayor velocidad
de enfriamiento de la canal y por lo tanto una menor tasa de reduccion en la

actividad de la calpastatina (Morgan et al., 1993).

Como consecuencia de esta diferente tenderizacién, los terneros enteros
alimentados con forraje presentaron mayor esfuerzo que los cebones alimentados
con forraje y los terneros enteros alimentados con pienso (P < 0,001) en la
maduracién intermedia. Generalmente se describe una mayor dureza de los terneros
alimentados con forraje que los alimentados con pienso (Archile-Contreras et al.,
2010). Otros estudios no encuentran diferencias en la maduracién intermedia (Costa
et al., 2013; Crouse et al., 1985; Duckett et al., 2013). También hay estudios que
encuentran una mayor dureza para terneros castrados alimentados con pienso que
los alimentados con forraje (Realini et al., 2004). Sin embargo, en estos estudios

también hay diferencias en el peso al sacrificio, que afecta a la dureza de la carne.

El esfuerzo disminuyd entre la maduracién media y larga para todos los
tratamientos aunque en mayor medida en los enteros alimentados con pienso (P <
0,001), al igual que se ha encontrado en estudios previos (Claus et al., 2010; Morgan
et al., 1993). Asi, los terneros enteros alimentados con pienso presentaron el menor

esfuerzo (P < 0,001) mientras que los alimentados con forraje presentaron mayores
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valores en la maduracion larga en el presente estudio. Los terneros alimentados con
forraje presentaron un 12,5% mas de esfuerzo que los cebones alimentados con
forraje, aunque la diferencia no fue significativa. French et al. (2000) no encontraron
diferencias en la alimentacién cuando la carne se madurd 7 y 14 dias y concluyeron
gue cuando se sacrifican a un peso o espesor de grasa subcutdnea fijo se minimizan

las posibles diferencias que hubieran podido aparecer inicialmente con la dieta.

En la raza Pirenaica (Figura 16), la dureza de la carne del musculo Longissimus
thoracis se vio afectada por interaccion entre la alimentacidén anidada al sexo y la
maduracién (P = 0,03). En el tiempo de maduracion corto en el cual sélo habia
muestras de cebones alimentados en pastoreo o con mezcla completa, no hubo
diferencias en el esfuerzo (P > 0,05), al igual que ocurrié en la raza Parda de Montafia.
De manera similar en otros estudios, el acabado con silo y distintas proporciones de
concentrado en cebones no tuvo efecto sobre la dureza de la carne madurada 2 dias
(Faucitano et al., 2008) o en hembras alimentadas con 40-70% heno de alfalfa: 60-
30% concentrado frente a las de pastoreo en una maduracién corta (Pordomingo et

al., 2012).

=—6=pasto cebodn
100 -
mezcla completa cebén
90 -
=== pienso cebon
80 -
o .
g 70 - 73.5a pienso entero
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z~ = pienso hembra
O 60 - 53.3b
N
g [ oaneoos | oy
% 50 a75b T -34%P>005 T g5,
- 46.2b 13,7% Psg 05 L
- -0,5%, P>0,05 39.9b
0 37.9b 38.1b
30 T T 1
corta media larga

Maduracion

Figura 16. Evolucion del esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis a lo
largo de la maduracién segun el manejo en la raza Pirenaica. En cada maduracién,
diferentes letras (a, b) indican diferencias significativas (P < 0,05).
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La carne de los cebones en pastoreo presenté mayor dureza que la de los
alimentados con pienso (P = 0,01) o mezcla completa (P = 0,02) en la maduracion
media y larga. De acuerdo con estos resultados, Moloney et al. (2011) describieron,
una carne mas dura a 7 dias post mortem en los animales castrados en pastoreo que
los alimentados con concentrado. Otros autores, sin embargo describieron que los
animales que se encuentran en pastoreo obtuvieron una carne mas tierna que los
alimentados con concentrado. Este efecto se detectd a 7 y 20 dias de maduracion en
animales castrados de la raza Hereford (Del Campo et al., 2008). Sin embargo, estos
animales presentaron diferente peso al sacrificio, lo que puede afectar a la dureza de
la carne. Tras 15 dias de maduracion, en terneros sacrificados con peso similar, la
dureza no fue diferente entre terneros alimentados con distinto ratio

forraje:concentrado 70:30 vs. 60:40 (Marino et al., 2006).

En los animales alimentados con pienso, no hubo diferencias debidas al sexo en
el esfuerzo medido tras maduraciéon media o larga (P < 0,05). Aunque sin la correccion
de Bonferroni, los terneros enteros presentaron mayor esfuerzo que las hembras en
la maduracion media y larga (P = 0,02). Al igual que en el presente trabajo, carne de
los terneros enteros y castrados madurada 11 dias no presentd diferencias en la

dureza de la carne (Destefanis et al., 2003).

Al contrario que ocurre en la raza Parda de Montafia en el presente estudio, la
tenderizacidon en la raza Pirenaica no es significativa entre la maduracién media y
larga, y el esfuerzo entre la maduracién intermedia y larga se mantiene o disminuye
ligeramente. Campo et al. (2000) encontraron diferentes pautas de maduracién para

la raza Parda Alpina, de la cual procede la Parda de Montafia, y la Pirenaica.

1.2. Efectos de los SNPs

1.2.1. Efectos de los SNPs del gen CAPN1

La dureza de la carne no se vio afectada por el SNP CAPN1_1 ni CAPN1_2 en
ninguna de las maduraciones y las razas estudiadas (P > 0,05). Como en la muestra

analizada en el capitulo anterior el polimorfismo CAPN1_1 presenta un numero
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desequilibrado de genotipos en la poblacién estudiada (Tabla 25), a pesar de haber

incrementado el tamafio de la muestra.

Tabla 25. Efecto del SNP de la CAPN1 sobre el esfuerzo del musculo Longissimus
thoracis segun la maduracion (M) y la raza estudiada.

P-valor
SNP _— Genotipo
SNP SNPxM
CAPN1_1 CcC CG GG
Parda de Montana 0,75 0,29 corta - - -
media 66,34+6,92 72,11+2,92 74,07 +1,95
larga 64,33+6,90 64,70+2,95 64,93 +1,97
Pirenaica 0,92 0,12 media - 45,23 + 4,67 48,74 + 2,69
larga - 49,87 +5,16 47,26 + 2,88
CAPN1_2 AA AG GG
Parda de Montana 0,60 0,53 corta 91,02+3,56 87,25+2,39 90,08 + 2,50
media 74,89 +2,87 74,43+2,16 73,55+2,20
larga 67,10+£2,99 62,99 +2,19 64,25+ 2,25
Pirenaica 0,11 0,51 media 54,34 +3,73 46,80+2,71 46,76 £ 3,97
larga 52,38 +4,04 46,87 +2,88 42,59 15,05
CAPN1_3 cC CcT T
Parda de Montana 0,88 0,45 corta 89,93+3,15 86,74+ 2,66 90,10+ 2,35
media 72,91+2,71 75,06+2,28 73,84+2,11
larga 65,05+2,80 64,23 +2,30 65,33 +2,18
Pirenaica 0,06 0,40 media 42,12+4,99 46,79+2,59 51,76 £ 2,96
larga 35,95+5,94 46,90+ 2,76 50,44 + 3,33

Como se describié en el capitulo anterior, Allais et al. (2011) describieron una
baja frecuencia de animales CC (< 1%) en la raza Charolés y Blonda de Aquitania, no
encontrando asociacién con el esfuerzo a 7 dias de maduracion, pero si en la raza
Charolés a 14 dias de maduracién para el SNP CAPN1_1. Otros autores describen un
efecto de este SNP en maduraciones cortas en poblaciones de razas del tronco Bos
taurus y sus cruces (Corva et al., 2007; Johnston y Graser, 2010; Page et al., 2002) y
Bos indicus (Corva et al., 2007; Johnston y Graser, 2010; Page et al., 2002). Asi, Corva
et al. (2007) encontraron que los animales con el genotipo GG para los SNPs CAPN1_1

y CAPN1_2 poseen carne de mayor dureza que los animales con genotipo CC y GA,
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respectivamente, en muestras maduradas durante 1 dia. Resultados similares para
estos dos SNPs fueron encontrados por Johnston y Graser (2010) en una poblaciéon
formada por varias razas de zonas templadas del tronco Bos Taurus y en otra
poblacién de varias razas tropicales del tronco Bos indicus, en los musculos
Longissimus thoracis et lumborum y semitendinosus madurados durante 2 dias. Page
et al. (2002) realizaron un estudio en el que se encontré que el SNP CAPN1 1 se
asocid al esfuerzo en una poblacién cruzada de Jersey x Limusin, en el musculo
Longissimus lumborum madurado durante 1, 2 y 3 dias. EIl SNP CAPN1 2 no se
encontré asociado en maduraciones cortas, pero en una poblacién cruzada de
Piedmontese x Angus se asocid a la dureza del musculo Longissimus thoracis

madurado durante 14 dias (Page et al., 2002).

Posteriormente, confirmaron la asociaciéon de los SNPs CAPN1_1 y CAPN1_2 en
carne madurada durante 14 dias en dos poblaciones, una de ellas formada por
animales cruzados de Simmental x Angus y otra de animales cruzados de Angus,
Charolés, Gelvieh, Limusin, Hereford, Red Angus y Simmental x Angus, Hereford y
Marc Ill (Page et al., 2004). White et al. (2005) encontraron que los animales con el
genotipo CC para el SNP CAPN1_1 presentan una carne menos dura que los animales
con genotipos CG y GG madurada 14 dias en una poblacién cruzada de Bos indicus x
Bos Taurus. En la raza Nelore en carne madurada a 7 y 21 dias también se encontré

un efecto aditivo sobre la dureza de la carne del SNP CAPN1_1 (Pinto et al., 2010).

De la misma manera que ocurre en el presente estudio, en varios estudios
realizados con anterioridad, tampoco se vio afectada la dureza de la carne en
diferentes tiempos de maduracién por el polimorfismo CAPN1_1 o CAPN1_2. Avilés et
al. (2013a) no encontraron diferencias en el SNP CAPN1_1 en cruces con las razas
Retinta y Limusin, pero si en Charolés a 1, 7 y 21 dias de maduracién del musculo
Longissimus dorsi. Ademas, no se detectd el efecto de los SNPs CAPN1_1vy CAPN1_2
en la dureza de la carne en ganado Brahman a los 7, 14, 21 dias de maduracion en el
musculo Longissimus (Casas et al., 2005) ni en cruces de razas checas para CAPN1_1.

(Kaplanova et al., 2013).
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Finalmente, Van Eenennaam et al. (2007) y Tait et al. (2014) tampoco
encontraron efectos del SNP CAPN1_1 en la dureza de carne madurada 14 dias en las
razas Brangus, Red Angus, Hereford, Brahaman, Charolés x Angus, Angus, Red Poll, y
Pinzgauer. Sin embargo, Tait et al. (2014) se encontraron que la diferencia de efectos
en dureza entre animales homocigotos para alelos alternativos fue consistente con lo

encontrado en otras razas y estudios.

En nuestro estudio, CAPN1_3 no afect6 a la dureza en la raza Parda de Montaia
pero tendid a afectar a la dureza en la raza Pirenaica (P = 0,06). Esta tendencia se
debe a que el genotipo CC es mas blando que el TT en los dos tiempos de maduracion
(P = 0,02). Tras correccion por Bonferroni este efecto desaparece. Nuestros
resultados son consistentes con otros estudios en los que se asocia este SNP a la
dureza de la carne. White et al. (2005) fueron los primeros en describir una
asociacion entre este SNP (CAPN1_3)y la dureza de carne madurada a 7, 14 y 21 dias
en poblaciones de la raza Brahman (Bos indicus), razas Bos taurus y de animales
cruzados Bos taurus x Bos indicus. Esta asociacién en la que se describen diferencias
favorables para el genotipo CT frente al homocigoto TT ha sido confirmada
posteriormente por otros autores en cruces de Bos taurus y Bos indicus en carne
madurada a 14 dias (Curi et al., 2009), y en la raza Nelore en carne madurada a 7, 14

y 21 dias (Pinto et al., 2010).

Sin embargo, este efecto sobre la dureza de la carne encontrado en la raza
Pirenaica hay que tomarlo con cautela ya que este SNP se encuentra en desequilibrio
de HW y por lo tanto la distribucidon de genotipos de la muestra analizada podria no
ser representativa de toda la poblacién, pudiendo mostrar un sesgo en el muestreo,
asi como otros efectos como migracién, estructuracion de la poblacién analizada,
endogamia o deriva genética entre otros. En este sentido seria interesante
incrementar el namero de animales en la raza Pirenaica para confirmar esta

asociacion.
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1.2.2. Efectos de los SNPs del gen CAST

En la raza Parda de Montafia, la interaccion entre el SNP CAST 2y la maduracion
fue significativa (P = 0,01) (Tabla 26). En la maduracién corta no hubo efecto del SNP
pero en la maduracién intermedia el genotipo GG presentd una dureza 14% (P = 0,01)
y 16,7% (P = 0,0004) superior al genotipo AG y AA, respectivamente. Estos resultados
corroboran los efectos encontrados en el Capitulo | del SNP CAST 2 sobre la dureza
de la carne en maduraciones intermedias. De esta forma, el efecto encontrado del
gen CAST sobre la dureza de la carne en la raza Parda de Montafia se deberia al SNP
CAST 2 que se localiza en el exdn 7 y causa un cambio aminoacidico Thr182Ala. Sin
embargo, en la maduracién larga, la dureza no difirié entre genotipos (P = 0,10)
aunque si se observd que la carne de los animales con el genotipo GG fue mds dura
que la del AA (P = 0,04) y GA (P = 0,07) (Tabla 26). La tendencia encontrada en el
efecto del SNP podria ser debido a la mayor dureza del genotipo GG en maduraciones
intermedias y largas. La disminucion de la dureza de la carne con un tiempo de

maduracién mas larga hace que el efecto de este SNP sea de menor magnitud.

Tabla 26. Efecto del SNP del gen CAST sobre el esfuerzo del musculo Longissimus
thoracis segun la maduracion (M) y la raza estudiada’.

P-valor )
SNP M Genotipo
SNP SNPxM

CAST_2 AA GA GG

Parda de Montana 0,05 0,01 <corta 89,05+2,22 88,29+2,45 89,03+4,16
media 71,35+2,01a 73,70+ 2,14a 85,72 £ 3,24b
larga 63,61+2,04 64,49+2,21 70,62+3,31

Pirenaica 0,10 0,78 media 47,45+3,79 45,72+3,68 54,51+4,19
larga 47,82+4,06 44,87+3,80 52,06+5,02

CAST_5 AA GA GG

Parda de Montana 0,71 0,77 corta 88,15+2,16 90,65%+2,53 85,22+6,95
media 73,07+2,00 75,09+2,20 76,21+5,65
larga 64,66+2,01 6509+2,30 66,38+5,64

Pirenaica 0,001 0,09 media 47,05+3,36b 47,12 +3,47b 60,76 + 4,80a
larga 47,45+ 3,47b 43,34+3,76b 67,05 +6,51a

' En una maduracién, letras diferentes indican diferencias al P < 0,05 con correccién de
Bonferroni.
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No se encontraron diferencias en la raza Pirenaica, aunque si se observé que los
animales con genotipo GG presentaron una dureza de la carne mayor que los
genotipos AA (12,9%) y GA (16,0%) en la maduracion intermedia. Sin embargo, la
diferencia desaparecié en la maduracidn larga. Es posible que la falta de significacion
sea debida al bajo numero de animales GG presentes en la poblacién de Pirenaica,

por lo que seria interesante incrementar el nUmero de animales de esta raza.

En este estudio no se encontraron diferencias entre los genotipos del SNP
CAST_5 en la raza Parda de Montafia a ningln tiempo de maduracion de la carne. No
obstante, se encontraron diferencias entre los genotipos del SNP CAST 5. Los
genotipos AA y GA mostraron valores mas bajos para el caracter dureza que el
genotipo GG en la maduracion intermedia y larga. No se encontraron diferencias

significativas en el caracter dureza entre los genotipos AAy AG.

Como en el caso del estudio de Barendse (2002), el genotipo GG fue asociado a
la carne mas dura. Este efecto ha sido encontrado en multitud de estudios descritos
en el Capitulo | del apartado Resultados y Discusion y en la Revisidn Bibliogréfica y
Antecedentes de la presente memoria. En estos estudios el efecto del SNP se hace
mas evidente a maduracién intermedia y disminuyen con el tiempo de maduracién
(hasta los 28 dias), no encontrando diferencias significativas en tiempos cortos (Curi
et al., 2009; Johnston y Graser, 2010; Morris et al., 2006). En nuestro estudio el
efecto de este SNP se ha encontrado sélo en Pirenaica y no en Parda de Montaiia, al
igual que ha sido mostrado en otros estudios en los que la asociacidn de este SNP ha
estado ligado a la raza y a la distribucidon de genotipos en las mismas, lo que implica
gue este efecto no puede hacerse extensivo a todas las razas de bovino (Allais et al.,

2011).

De esta forma, nuestros analisis y los estudios de diferentes polimorfismos de
este gen en otras razas revelan que diferentes polimorfismos del gen presentan

efectos distintos en funcion de la raza.
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2. Estudio de asociacion de haplotipos

Los polimorfismos CAPN1_1, CAPN1_ 2 y CAPN1_3 y por otro lado los

polimorfismos CAST_2 y CAST_5 forman los dos bloques haplotipicos utilizados para

los estudios de asociacién (Figura 17 y Tabla 27).

Parda de Montana

Pirenaica

CAPN1_1

CAPN1_2 -

CAPN1_3

CAST_5
CAPN1_1

CAPN1_2 -

CAPN1_3 /

Block 1 (18 kb)

Block 2 (43 ki)

Block 1 (18 ki)

Block 2 (43 kb)

4

5

4

5

Figura 17. Analisis del desequlibrio de ligamiento mediante el software HAPLOVIEW.
El color representa el valor de D’ (desequilibrio de ligamiento) (desde D’ =1 (rojo)
hasta D’=0 (blanco) y el numero indica el desequilibrio de ligamiento indicado con el
coeficiente de correlacion (r?) entre cada SNP.

Tabla 27. Andlisis de desequilibrio de ligamiento indicando los coeficientes de
desequilibrio de ligamiento D’ y r? entre cada SNP, asi como el valor LOD.

2

SNP1 SNP2 Raza D' LOD r
CAPN1_1 CAPN1_2 Pardade Montafia 0,720 3,47 0,045
Pirenaica 1 0,87 0,067
CAPN1_1 CAPN1_3 Pardade Montafia 0,244 0,93 0,015
Pirenaica 0,699 0,78 0,053
CAPN1_2 CAPN1_3 Pardade Montafia 0,909 18,43 0,263
Pirenaica 1 13,95 0,632
CAST 2 CAST 5 Parda de Montafia 0,684 15,94 0,269
Pirenaica 0,899 9,50 0,406
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Los haplotipos empleados para el estudio de asociacion fueron los que
presentaron una frecuencia superior al 1% en la poblacién estudiada. En el gen
CAPN1 se estudiaron 4 haplotipos (Figura 18) siendo el mayoritario el GAT, seguidos
del GGC, GGT y CGC en ambas razas. En el gen CAST, el genotipo mayoritario fue el
AA, seguido del GG y GA en ambas razas.

haplotipos de CAPN1 haplotipos de CAST
100 - 100 -
90 | - 90 | i
80 - 80 -
70 - 70 -
X X
g 60 1 m CGC g 60 1 mAG
e 0 - e 50 -
g > mGGT 8 " GA
(8] [8)
o 40 - 40 -
2 mGGC £ B GG
30 - 30 -
B GAT mAA
20 - 20 -
10 - 10 -
0 - 0 -
Parda de Pirenaica Parda de Pirenaica
Montafia Montafia

Figura 18. Frecuencia de los haplotipos estudiados en CAPN1. Se muestran los
haplotipos con una frecuencia superior al 4%.

En este estudio, no se encontrd ninguna asociacién entre los haplotipos del gen
CAPN1 y la dureza de la carne del musculo Longissimus thoracis en ninguna de las dos
razas estudiadas, Parda de Montafia y Pirenaica (Tabla 28), confirmando los
resultados anteriormente descritos en el Capitulo I, y del andlisis de asociacidn

individual de los SNPs en el presente capitulo.
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Tabla 28. Efecto de los haplotipos mas frecuentes de CAPN1 estudiados en las dos
razas en el esfuerzo del musculo Longissimus thoracis segun la maduracion (M). Se
muestran los resultados de los haplotipos con una frecuencia superior al 4%.

Haplotipo Fl’—valor M n2 copias del haplotipo
Hap™ HapxM 0 1 2

GAT

Parda de Montana 0,82 0,51 corta 90,50+2,45 87,37 +2,34 90,03 3,72
media 73,48 +£2,16 74,52+2,10 73,76 + 3,07
larga 65,18+2,21 64,09+2,14 66,44 + 3,16

Pirenaica 0,11 0,51 media 46,76+ 3,97 46,80+ 2,71 54,34 +3,73
larga 42,59 +5,05 46,87+2,88 52,38 +4,04

GGC

Parda de Montana 0,90 0,90 corta 89,80+2,22 88,15+2,79 88,08 + 3,48
media 73,96 +2,00 74,78 £2,38 72,78 £3,10
larga 65,23 +2,05 64,51+2,42 64,50+ 3,30

Pirenaica 0,07 0,39 media 51,28 +2,68 45,89 +2,56 45,02 +5,93
larga 51,28 +2,94 45,30+2,80 38,24 +6,42

GGT

Parda de Montana 0,93 0,09 corta 88,99+2,06 86,11+ 3,08 93,31 +4,00
media 73,86+1,92 73,56+2,49 75,09 + 3,49
larga 64,58 +1,93 66,77 +2,54 61,92 +3,84

Pirenaica 0,07 0,71 media 51,28 +2,68 45,89 +2,56 45,02 +5,93
larga 51,28 +2,94 45,30+2,80 38,24 +6,42

CGC

Parda de Montana 0,39 0,95 corta 88,88+ 1,89 90,85+ 4,96 -
media 73,93+1,80 74,11+3,12 58,58 +11,03
larga 64,82+1,83 65,30+£3,11 54,40+11,03

Pirenaica 0,99 0,11 media 48,59 +2,60 45,53 +4,88 -
larga 46,95+2,77 50,13 +5,25 -

' Hap: Haplotipo.

En cuanto a los haplotipos del gen CAST, las interacciones entre el haplotipo AAy
el AG y la maduracién fueron significativas en la raza Parda de Montafia (Tabla 29).
No se observaron diferencias entre el nimero de copias de cada haplotipo en las
maduraciones corta y larga, pero si en la maduracién intermedia. En el haplotipo AA,

los animales que no tienen ninguna copia poseen una carne mas dura que los
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animales con una o dos copias (P = 0,04) de este haplotipo. En el caso del haplotipo

AG, no se han encontrado animales con dos copias para el haplotipo, por lo que las

diferencias se dan entre los animales con una copia, con carne mas tierna, y los

animales sin ninguna copia (P = 0,006). El resto de haplotipos (GG y GA) no afectaron

al esfuerzo.

Tabla 29. Efecto de los haplotipos mas frecuentes de CAST estudiados segun la raza
sobre el esfuerzo del musculo Longissimus thoracis en funcién de la maduracion.

. P-valor n2 copias del haplotipo

Haplotipo Hapl  Hapx M M 0 1 >

AA

Parda 0,15 0,04 corta 88,58 £ 4,04 89,23+2,34 88,59+2,41
media 83,89+3,19a 72,55+2,08b 72,78 +2,14b
larga 69,57 + 3,25 64,33+2,14 64,12+2,16

Pirenaica 0,08 0,81 media 54,46 + 4,19 45,42 +3,63 48,04 + 3,84
larga 52,02 £ 5,01 44,64 £3,76 48,25+ 4,09

GG

Parda 0,33 0,12 corta 88,58 +1,82 89,05+2,35 88,9016,77
media 71,94 +1,98 76,87 +2,43 82,5916,91
larga 64,12 + 1,81 65,00+ 2,26 70,72+6,01

Pirenaica 0,001 0,08 media 46,74 +3,3b 47,57 £3,51b 60,74 +4,79a
larga 47,21 +3,44b 43,66+3,78b 67,01+6,51a

GA

Parda 0,35 0,19 corta 89,15+1,95 88,45+ 3,18 86,56 +7,75
media 73,02 +1,83 75,71+2,60 85,70+5,63
larga 64,45 + 1,86 64,56 +2,69 76,18 £5,63

Pirenaica 0,49 0,92 media 49,47 + 2,62 45,42 +3,36 46,48+7,20
larga 48,44 + 2,83 45,36 £3,61 44,52+7,90

AG

Parda 0,11 0,006 corta 88,67 +£1,87 89,04 +4,43 -
media 75,16 +1,79a 63,01 + 3,88b -
larga 65,16 + 1,81 60,45 + 4,08 -

"Hap: Haplotipo.

Estos resultados son consistentes con el efecto observado en los estudios de

asociacién de los SNPs CAST 2 y CAST 5 en la raza Parda de Montafia. En estos

estudios, los animales que poseen el genotipo GG son animales con carnes mas duras
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en maduraciones intermedias, mientras que el SNP CAST 5 no tuvo ningun efecto. En
el estudio haplotipico, los animales que tienen el alelo A del CAST 2 (haplotipos AA, y
AG) son menos duros que los que tienen otro haplotipo en los que estaria el alelo G,
asociado a la dureza. Es destacable que en estos dos haplotipos, uno tiene el alelo Ay
el otro G para el SNP CAST_5 lo que indicaria que el efecto haplotipico recogido en el

analisis se debe principalmente al SNP CAST 2.

En la raza Pirenaica (Tabla 29), el haplotipo GG muestra diferencias significativas
segln el nimero de copias (P = 0,001). Los animales que presentan dos copias de este
haplotipo tienen una carne mas dura que los animales con una o ninguna copia en

ambos tiempos de maduracién.

El resto de los haplotipos no afectd al esfuerzo con excepcidn del haplotipo AA
qgue tendio a afectar a la dureza, de manera que los animales O copias del alelo AA
fueron mas duros que los animales con 1 o 2 copias del misma. Los alelos G del SNP
CAST 2 y CAST_5 se han mostrado asociados a un incremento de la dureza,
resultando sélo este ultimo significativo en Pirenaica. En este sentido, considerando
los resultados del anadlisis de los SNPs el efecto encontrado en el haplotipo GG podria
deberse al alelo G del SNP CAST_5 aunque no podria descartarse un efecto aditivo del
alelo G del CAST_2. Sin embargo, los efectos encontrados sobre la dureza de la carne
del CAST_5 fueron 47,25 + 3,33, 45,23 + 3,47 y 63,90 + 5,09 N/cm? para los genotipos
AA, AG y GG, respectivamente, siendo muy similares a los encontrados para el
haplotipo GG (46,97 + 3,31, 45,62 + 3,50 y 63,87 + 5,08 N/cm2 para 0, 1 y 2 copias,
respectivamente), y diferentes a los encontrados para el SNP CAST 2 (47,64 + 3,77,
45,29 + 3,65y 53,29 + 4,29 para los genotipos AA, AG y GG, respectivamente).

En el caso del SNP CAST 5 y debido a que el efecto del mismo consiste en
modificar un sitio de unién para un miRNA, parece razonable llevar a cabo un estudio
de la funcionalidad del mismo. Los estudios realizados sobre la funcionalidad de este

gen se muestran en el Capitulo lll.
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Como se ha mostrado en el capitulo anterior, se han encontrado diferencias en la
dureza del musculo Longissimus thoracis entre los genotipos del SNP CAST 5
(rs109221039) en la raza Pirenaica. A pesar de que otros autores han encontrado el
mismo efecto en otras razas (Barendse, 2002), no se ha comprobado el efecto
funcional que puede tener este SNP sobre la dureza de la carne. Este SNP estd situado
en la region 3’UTR del gen. La regién 3’UTR ha ganado interés debido a la importancia
en la regulacién de la funcién del gen (Hughes, 2006), especialmente por poseer sitios
de unidén a miRNAs que regulan la transcripcion y traduccién del gen. Por este motivo,
nos planteamos un estudio funcional de la regién 3’UTR del gen. Para ello, se llevd a
cabo la secuenciacion de esta region en la totalidad de animales (n = 321).
Posteriormente, se realizaron estudios de asociacion de los SNPs encontrados,
incluyendo el SNP CAST_5, que pudieran modificar la secuencia diana de unién de
miRNAs en esta region y por tanto, puedan influir en la dureza de la carne.
Finalmente, se llevd a cabo un estudio funcional mediante luciferasas de los

haplotipos mas frecuentes de esta region.

Los resultados presentados en este capitulo fueron obtenidos con el mismo
numero de animales que en el Capitulo Il. La varianza fenotipica y animal del esfuerzo
medido en ambas razas y en los distintos periodos de maduracion estudiados se
presenta en la Tabla 23 de Capitulo Il. Como en el anterior capitulo, se ha incluido en
el estudio la dureza medida en distintos tiempos de maduracion ya que en estudios
publicados se ha encontrado que el efecto de algunos SNPs depende del tiempo de
maduracién. Se incluye el efecto del SNP CAST 5 a pesar de ser incluido en el capitulo
anterior para dar una idea global de todos los SNPs del 3’UTR, y porque se estudiaron
los haplotipos incluyendo a dicho SNP y por tanto se incluyé también en el estudio de

luciferasas.
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1. Estudio de asociacion de los polimorfismos de la region 3’UTR de
CAST

Como se muestra en el Capitulo |, inicialmente se habian encontrado 7
polimorfismos, entre ellos el SNP CAST 5. Al secuenciar el fragmento de 375 bp
correspondiente a la region 3'UTR de CAST, para genotipar la totalidad animales de la
raza Parda de Montafia y Pirenaica (n = 321) se detectaron 4 SNPs mas (Tabla 30). De
los 11 SNPs, 8 habian sido previamente descritos, mientras que 3 se describieron por
primera vez en el presente trabajo (CAST_9, CAST 13 y CAST_15). Ademas, en la
bibliografia se han realizado pocos estudios de asociacidén con la dureza de la carne en
la region 3’UTR, con excepcion del SNP CAST 5 (Barendse, 2002) y CAST_6 (Corva et
al., 2007).

Tabla 30. Polimorfismos encontrados en la regién 3’UTR de CAST mediante
secuenciacion de un fragmento de 375 bp.

Posicion UMD 3.1 Referencia SNP Nomenclatura Tesis

g.7:98579574G>A rs41255587 CAST 6 !
g.7:98579663A>G  rs109221039 CAST 5 !
g.7:98579691T>C  rs210861835 CAST 71
g.7:98579733G>C  rs384811952 CAST_8

g.7:98579763G>A No descrito CAST_9 !
g.7:98579792C>T  rs379698624 CAST_10
g.7:98579842G>A  rs208500290 CAST 111
g.7:98579852C>T  rs110607241 CAST 12 1
g.7:98579856G>A No descrito CAST_13 !
g.7:98579864G>C  rs109939022 CAST_14
g.7:98579865C>T No descrito CAST 15

! encontrados en la primera secuenciacion recogida en el Capitulo I.

La Tabla 31 muestra el nUmero de animales de cada genotipo vy las frecuencias
alélicas de 10 SNPs analizados para las dos razas por separado y en la poblacién total.
Los datos del CAST 13 no se presentan de aqui en adelante porque sélo se encontré
en un animal con genotipo GA de los 321 analizados. Todos los SNPs se encontraron
en equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0,05). Con respecto a CAST_8y CAST_10, sélo se
encontraron en 4 animales en heterocigosis de la raza Parda de Montafia y ninguno
en la Pirenaica (Tabla 31), por lo que se puede suponer que estos dos SNPs podrian

estar ligados.

133



Resultados y Discusion — Capitulo 1l

Tabla 31. Numero de animales para cada genotipo y frecuencia alélica de los SNPs del
3’UTR de CAST, en la poblacién total y en las razas Parda de Montana (PM) y Pirenaica
(P1).

. n Frecuencia

SNP Genotipo total  PM Pl Alelo — @l PM PI

CAST 6 AA 39 26 13 G 067 070 055
AG 134 9 38
GG 147 127 20

CAST 5 AA 189 152 37 A 077 079 0,70
GA 116 89 27
GG 16 8 8

CAST 7 cc 15 7 8 T 078 080 0,70
cT 114 87 27
T 192 155 37

CAST 8 AA 0 0o o G 099 099 0,00
AG 4 4 0
GG 317 245 72

CAST 9 AA 2 0o 2 G 095 098 0,83
AG 29 8 21
GG 290 241 49

CAST 10 T 0 o o C 099 099 0,00
TC 4 4 0
cc 317 245 72

CAST 11 AA 8 7 1 G 08 081 0,88
AG 95 79 16
GG 218 163 55

CAST 12 T 15 7 8 C 078 080 0,71
TC 113 87 26
cc 193 155 38

CAST 14 cc 53 28 25 G 060 065 0,44
cG 148 117 31
GG 120 104 16

CAST 15 T 2 o 2 C 095 098 0,83
TC 29 8 21
cc 290 241 49
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Efectos ambientales

Los efectos ambientales para el esfuerzo medido en el musculo Longissimus
thoracis tras distintas maduraciones son los mismos que los descritos en el Capitulo Il,
puesto que se utiliza la misma poblacion de animales y el mismo modelo estadistico

para el estudio de asociacion del esfuerzo con los polimorfismos encontrados.

1.1. Efectos de los SNPs

En la raza Parda de Montaiia, los SNPs CAST 5, CAST 6, CAST 7, CAST 9,
CAST 11, CAST 12, CAST 14 y CAST_15 no tuvieron efecto sobre el esfuerzo medido
en el musculo Longissimus thoracis en ninguno de los tiempos de maduracion (P >
0,05) (Tabla 32). Tal y como se ha explicado con anterioridad, este es el primer
estudio sobre el efecto de CAST_7, CAST_9, CAST_11, CAST_12, CAST_14 y CAST_15
sobre la dureza de la carne por lo cual no podemos comparar con otros resultados.
Los resultados obtenidos en el CAST_5 no se vuelven a discutir dado que ya se han
analizado en el Capitulo Il. Con respecto a la ausencia de efecto del CAST_6, Corva et
al. (2007) no encontraron efecto de este SNP sobre la dureza de la carne medida en
carne tras 1 dia post mortem en animales castrados cruzados de las razas Angus,
Hereford y Limusin. Es posible que la falta de asociacién, en este caso, sea debida a la
falta de maduracion de la carne. Sin embargo, este SNP afectd a la dureza medida a
los 7 dias post mortem (Li et al., 2010). Dicho estudio separd el andlisis en razas
nativas chinas y razas extranjeras (Limusin, Angus...) y sus cruces. Tal y como hemos
observado, las distintas razas no se deberian agrupar porque el efecto de los SNPs es

fuertemente dependiente de la raza.

En la raza Parda de Montaiia, el esfuerzo se vio afectado por la interaccidn entre
el tiempo de maduracién y el SNP para CAST 8 y CAST 10 (P < 0,05). Estos SNPs
muestran diferencias entre el genotipo homocigoto y el genotipo heterocigoto en
tiempos de maduracion intermedios, siendo los animales heterocigotos un 26%
menos duros que los homocigotos (P < 0,001). En tiempos de maduracién largos, se

observa la misma tendencia con una diferencia de dureza del 16%, sin embargo la
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diferencia no es significativa (P = 0,12). No obstante, este efecto debe de ser tomado
con cautela ya que solo encontramos 4 animales heterocigotos para estos SNPs
(Tabla 32). Estos resultados deberian de ser validados en una poblacién con una

mayor frecuencia de los alelos Ay T para CAST_8y CAST_10, respectivamente.

En cuanto a la raza Pirenaica, los SNP CAST 6, CAST 9, CAST 11, CAST 14y
CAST_15 no afectaron al esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis en la
maduracién media y larga (Tabla 33). Sin embargo, los polimorfismos CAST 5, CAST 7
y CAST_12 se asociaron al esfuerzo medido en la carne (P < 0,001). Se observé una

tendencia en la interaccion de estos SNPs con la maduracién (P < 0,10).

En el CAST 5, el genotipo GG presentd un mayor esfuerzo que el AG y AA (P <
0,05) en ambas maduraciones. Los genotipos AA y AG presentaron un esfuerzo similar
(P>0,05). En el CAST 7y CAST 12, el genotipo CC presentd mayor esfuerzo que el CT
y TT (P < 0,05), que presentaron valores similares, en ambas maduraciones. Hay que
resefiar que los genotipos GG, CC y TT, para el CAST 5 CAST 7 y CAST 12
respectivamente, presentaron valores muy similares. Igualmente, los valores de las
medias minimo cuadraticas para los genotipos heterocigotos y los alternativos a los
mencionados anteriormente presentaron valores muy similares. Esto se debe a que
los SNPs CAST_5 y CAST_7 se encontraron completamente ligados, mientras que
estos dos con el CAST_12 presentaron un alto desequilibrio de ligamiento (Figura 19).
El posible efecto de estos SNPs sobre la modificacion de posibles sitios de union de

miRNA se mostrara en el apartado 3 del presente capitulo.
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Tabla 32. Medias minimo cuadraticas y error estdndar de los datos de esfuerzo
(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis a maduracién (M) corta, media y larga para
los SNPs de la regién 3’UTR de CAST en la raza Parda de Montafia®.

P-valor .
SNP SNP v SNPXM Genotipo
CAST 6 0,37 0,001 0,89 AA AG GG
corta 93,19+5,07 88,74+2,46 88,70+ 2,24
media 79,37+3,51 73,64+2,14 73,50+ 2,05
larga 67,36 £3,53 64,49+2,22 64,83 + 2,07
CAST 5 0,71 0,001 0,77 AA GA GG
corta 88,15+2,16 90,65+ 2,53 85,22 +6,95
media 73,07+2,00 75,09+2,20 76,21 £ 5,65
larga 64,66 +£2,01 65,09 +2,30 66,38 £ 5,64
CAST 7 0,98 0,001 0,82 CcC CT TT
corta 85,22 +7,08 90,06+ 2,53 88,61 +2,16
media 76,89+6,00 73,91+%2,22 73,90+ 2,00
larga 65,66 £599 64,75+2,32 64,99 £ 2,02
CAST 8 0,01 0,001 0,02 AA AG GG
corta - - -
media - 99,57 +8,15a 73,67 +1,88b
larga - 77,17 £8,14 64,96 £ 1,89
CAST 9 0,72 0,001 0,45 AA AG GG
corta - 92,87 +7,83 88,97 £ 1,86
media - 68,90 £ 5,67 74,14 £ 1,79
larga - 60,71 £ 6,59 65,05+ 1,81
CAST_10 0,01 0,001 0,02 1T TC CcC
corta - - -
media - 99,57 +8,15a 73,67 +1,88b
larga - 77,17 £+ 8,14 64,96 + 1,89
CAST_11 0,91 0,001 0,88 AA AG GG
corta 85,20+7,08 89,98+2,61 88,73+2,12
media 76,82+6,00 74,50+2,28 73,54 + 1,97
larga 65,61+5,99 65,18+2,38 64,71 £ 1,99
CAST 12 0,98 0,001 0,82 CcC TC TT
corta 88,61+2,16 90,06+2,53 85,22 +£7,08
media 73,90+2,00 73,91+%2,22 76,89 £ 6,00
larga 64,99+2,02 64,75+2,32 65,66 £ 5,99
CAST_14 0,40 0,001 0,24 CcC CG GG
corta 87,29+4,42 89,11+2,36 89,11 +2,32
media 81,33+3,33 73,05%2,09 73,50 £ 2,08
larga 69,80+3,40 64,25+2,15 64,57 £ 2,11
CAST 15 0,65 0,001 0,35 TT TC cC
corta - 92,50+ 7,77 88,98 + 1,85
media - 67,00 £ 5,64 74,20+ 1,79
larga - 61,59 16,18 65,02 £ 1,80

! Diferente letra indica diferencias significativas (P < 0,05) con correccién de Bonferroni.
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Tabla 33. Medias minimo cuadraticas y error estdndar de los datos de esfuerzo
(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis a maduracién (M) media y larga para los

SNPs de la regién 3’UTR de CAST en la raza Pirenaica.

P-valor .
SNP Genotipo
SNP M  SNPxM

CAST. 6 0,08 094 0,34 AA AG GG
media 52,37+4,12 46,42 +3,17 50,71 + 3,60
larga 58,00+5,64 45,16 +3,31 49,39 + 3,93

CAST_5 0,0005 0,94 0,09 AA AG GG
media 47,05+3,36b 47,12+3,47b 60,76 £ 4,80a
larga 47,45+3,47b 43,34+3,76b 67,05%6,51a

CAST_7 0,0005 0,94 0,09 cC CcT 1T
media 60,76 +4,80a 47,12+3,47b 47,05+ 3,36b
larga 67,05+6,51a 43,34+3,76b 47,45+3,47b

CAST_9 0,43 0,05 0,30 AA AG GG
media 58,46 + 8,73 50,25+3,66 47,30+3,12
larga - 47,46 + 3,97 47,24 + 3,25

CAST_11 0,22 0,33 084 AA AG GG
media 55,76 +11,50 52,01+3,45 46,94 + 2,52
larga - 51,92+4,26 46,16 £ 2,67

CAST_12 0,0006 0,94 0,09 cC TC 1T
media 46,98 +3,35b 47,22+3,48b 60,75 £ 4,80a
larga 47,39+3,46b 43,41+3,76b 67,03%6,51a

CAST_14 0,055 0,26 0,39 cC CG GG
media 52,00+3,63 45,29 +3,55 47,55 + 3,98
larga 51,75+3,94  43,02+3,73 49,36 £ 4,31

CAST_15 0,43 0,06 0,30 cC TC 1T
media 47,30%3,12 50,25 + 3,66 58,46 £ 8,73
larga 47,24 £3,25 47,46 £ 3,97 -

Tal y como se ha explicado anteriormente, varios SNPs de la regién 3’'UTR han
sido estudiados por otros autores (Allais et al., 2011; Barendse, 2002; Corva et al.,
2007; Li et al., 2010) encontrando diferentes resultados en los estudios de asociacién
realizados dependiendo de la raza estudiada. La mayoria de los estudios se han
llevado a cabo con el SNP CAST 5, ya descrito con anterioridad por Barendse (2002),
gue ha sido asociada a la dureza de la carne en diferentes razas bovinas por varios
autores como hemos descrito en los Capitulos | y Il del apartado de resultados y

discusion.
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Como se ha explicado en parrafos anteriores, Corva et al. (2007) no encontraron
asociacién entre el SNP CAST 6, situado a 89 pb en direccién 5’ del gen del CAST 5,
con la dureza de la carne a 1 dia de maduracién en el misculo Longisimus lumborum
en animales castrados cruzados de las razas Angus, Hereford y Limusin. Sin embargo,
en carne madurada a 7 dias se encontré una relacion entre el polimorfismo vy la
dureza de la carne en razas Angus, Hereford, varias razas chinas y sus cruces. Tanto
Corva et al. (2007) como Li et al. (2010), indicaron en sus estudios de desequilibrio de
ligamiento que estos dos SNPs se encuentran débilmente ligados, segregando

independientemente.

Allais et al. (2011) describieron un SNP a 1375 pb en direccidn 3’ del SNP CAST_5
y lo asociaron al caracter dureza de la carne del musculo Longissimus thoracis en la
raza Charolesa a 14 dias de maduracién. Este SNP no se ha estudiado en el presente
estudio, ya que se sitUa lejos de la regién estudiada en el presente estudio. Li et al.
(2010) describieron otros SNPs, denominados 2857, 3029 y 3088 (en relacion a la
secuencia depositada en el GenBank AF_159246.1), que se encontraron fijados en las

razas Parda de Montafa y Pirenaica en la presente Tesis.
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2. Analisis de los haplotipos y estudio de asociacion con el esfuerzo

medido en el

maduraciones

musculo Longissimus thoracis en distintas

Los resultados del analisis del desequilibrio de ligamiento de los SNPs de la

region 3'UTR en la raza Parda de Montafia se muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Analisis del desequilibrio de ligamiento mediante el software HAPLOVIEW
en la raza Parda de Montaiia. El color representa el valor de D’ (desequilibrio de
ligamiento) (desde D’=1 (rojo) hasta D’=0 (blanco)) y el nimero indica el desequilibrio
de ligamiento indicado con el coeficiente de correlacién (r°) entre cada SNP.

En dicha figura se puede ver al alto grado de desequilibrio de ligamiento que se
encuentra entre CAST 5y CAST 7, asi como éstos con CAST_12. Concretamente, el
SNP CAST_5 presentd una r’ de 0,95 con los SNPs CAST 7 y CAST _12, mientras que
CAST 12 y CAST_7 estuvieron completamente ligados (r’= 1). Los SNPs CAST 8 y
CAST _10, que resultaron asociados al esfuerzo del musculo Longissimus thoracis en

Parda de Montafia, también aparecieron completamente ligados.
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Los resultados del andlisis del desequilibrio de ligamiento de los SNPs de la
region 3’'UTR en la raza Pirenaica se muestran en la Figura 20. Los SNPs CAST 8 vy
CAST_10 se encuentran fijados para raza Pirenaica y han sido eliminados para este
andlisis. Los SNPs CAST 5 y CAST_7 estuvieron completamente ligados (r* = 1),
mientras que estos dos con el CAST 12 se presentaron un alto desequilibrio de
ligamiento (r* = 0,96). Debido al alto grado de ligamiento existente entre ellos, estos
SNPs estuvieron asociados al esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis con

unos resultados muy similares, tal y como se ha podido ver en el apartado anterior.
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Figura 20. Andlisis del desequilibrio de ligamiento mediante el software HAPLOVIEW
en la raza Pirenaica. El color representa el valor de D’ (desequilibrio de ligamiento)
(desde D’=1 (rojo) hasta D’=0 (blanco)) y el nimero indica el desequilibrio de
ligamiento indicado con el coeficiente de correlacion (r%) entre cada SNP.

De los haplotipos presentes en la poblacién estudiada, 6 y 7 presentaron en una
frecuencia superior al 1% en la raza Parda de Montaifa y Pirenaica, respectivamente
(Tabla 34 y Figura 21). La frecuencia de los haplotipos fue diferente en la raza Parda

de Montana y Pirenaica.
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Tabla 34. Haplotipos estudiados en la regiéon 3’UTR de CAST presentes en la raza
Parda de Montaia y Pirenaica con una frecuencia superior al 1%.

Haplotipo Nomenclatura Tesis
GATGGCGCGC H1
AGCGGCATCC H2
AATGGCGCCC H3
AGCGACGTCT H4
GATGGCBCCC H5
GGCGGCATCC H6
AATGGCGCGC H7
100 -
100 -
90 - 90
_ 9,8
80
80 - mH6
70 - mH7
N 70 - m H7
< 60 - m H6 60 4
‘S mH5
[ = .
g 50 mH5 50 - T
§ 40 - H3 40 -
(19
30 - mH2 30 - A
20 - mH1 20 - H3
10 - 10 - mH1
0 - 0 -
Parda de Montafia Pirenaica

Figura 21. Frecuencia de los haplotipos estudiados en la regiéon 3'UTR de CAST en la
raza Parda de Montafia y Pirenaica. Se muestran los haplotipos con una frecuencia
superior al 1%.

En la raza Parda de Montana, el haplotipo mas frecuente fue el H1, con una
frecuencia fue superior al 60%, seguido por el haplotipo H2 con una frecuencia
ligeramente superior al 15% y el H3 con una frecuencia que rozé el 10%. El resto de
los haplotipos en la raza presentaron frecuencias inferiores al 5%. En la raza
Pirenaica, el haplotipo mas frecuente fue también el H1, con una frecuencia algo

superior al 40%. Los haplotipos H3 y H4 fueron los siguientes en importancia,
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superando el 16%. El haplotipo H2 y H5 no alcanzaron el 10% y H6 y H7 superaron

ligeramente el 2%.

En la raza Parda de Montafia, no se encontrd asociacion entre los haplotipos de
la region 3’UTR y el esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis en ninguna

de las maduraciones (Tabla 35).

Tabla 35. Efecto de los haplotipos (H) de CAST estudiados en la raza Parda de

Montana en el esfuerzo del musculo Longissimus thoracis segun la maduracion (M).

P-valor

Haplotipo!
pIOtip M  HxM

M

n2 copias del haplotipo

1

H1 0,52 0,001 0,26

H2 0,82 0,001 0,92

H3 0,53 0,001 0,98

H5 0,78 0,001 0,09

H6 0,77 0,001 1,00

H7 0,23 0,001 0,09

corta
media
larga

corta
media
larga

corta
media
larga

corta
media
larga

corta
media
larga

corta
media
larga

88,17 + 3,98
80,06 + 3,07
97,31+3,13

88,76 + 2,03
73,50+1,91
64,54 + 1,93

89,04 +1,90
73,83+1,81
64,81 +1,83

89,44 +1,86
73,74 +1,79
64,83 + 1,80

89,12 +1,89
74,02 +1,81
64,94 + 1,83

89,03 +1,86
73,82 +1,79
65,20+ 1,81

89,12 +2,33
73,04 + 2,07
63,92 +2,12

89,95 + 2,86
74,88 +2,41
65,89 + 2,52

88,47 + 3,99
74,67 £ 2,94
65,03 + 3,00

82,97 + 4,86
77,07 £3,72
65,34 + 3,86

87,80+4,7
72,90+4,38
63,92 +4,7

88,36 £9,84
86,61 +7,81
58,02 + 8,59

88,98+2,41
73,39+ 2,15
65,29+ 2,18

86,98 + 8,02
77,45+ 6,47
63,67 + 6,46

80,44 +7,19
72,69+7,18

79,92 +11,04
54,59 + 11,05
45,15 +11,04

' Haplotipos con una frecuencia superior al 1%.
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En el andlisis individual de los SNPs, los SNPs CAST 8 y CAST 10 aparecieron

asociados a la dureza de la carne. Sin embargo, el haplotipo que contenia el alelo Ay

T para CAST_8 y CAST_10, respectivamente, presentd una frecuencia inferior al 1%

(frecuencia haplotipica de 0,6%) y no fue incluido en los estudios de asociacién

haplotipica. Por este motivo, no se pudo confirmar los resultados de los estudios de

asociacion de los SNPs.

Tabla 36. Efecto de los haplotipos mas frecuentes de CAST estudiados en la raza
Pirenaica en el esfuerzo del musculo Longissimus thoracis segin la maduracion.

1 P-valor n2 copias del haplotipo
Haplotipo
M  HxM 0 1 2
H1 0,04 0,20 0,76
media 51,70+3,50 44,51+3,47 48,99+3,99
larga 51,48+3,84 4291+3,65 49,51+4,36
H2 0,63 0,50 0,72
media 47,70+2,49 49,74+3,79 55,55+11,69
larga  46,83+2,64 50,30 14,88
H3 0,02 0,36 0,20
media 50,24+259 43,88+3,05 63,70+11,50
larga  48,88+2,81 43,51+3,22 77,24+11,53
H4 0,50 0,06 0,35
media 47,66+3,02 49,40%+3,62 58,18+8,72
larga 47,52+3,16 46,81 +3,91 -
H5 0,97 0,06 0,36
media 48,03+2,62 49,14 +3,80 -
larga 47,92+2,80 46,57 +3,94 -
H6 0,01 0,23 0,59
media 47,94+2,75 65,28 £6,96 -
larga  47,31+2,90 61,53+7,63 -
H7 0,82 0,37 0,14
media 48,46+2,54 41,10+7,09 -
larga 47,35+2,68 51,44+9,30 -

1 . . .
Haplotipos con una frecuencia superior al 1%.

En la raza Pirenaica, los haplotipos H1, H3 y H6 se encontraron asociados al

esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis (P < 0,05) (Tabla 36). Sin

embargo, en los tres haplotipos cuando se comparan las medias segun el numero de
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haplotipos en cada maduracion, las diferencias no son significativas con la correcciéon
de Bonferroni. Sin dicha correccién y para ambas maduraciones, los animales que
presentan una copia del haplotipo H1 (n = 60) tienen una carne mds tierna que los
animales con ninguna copia (n = 48) (P = 0,02). Los animales con 2 copias (n = 24)

presentaron valores intermedios.

Sin la correccién de Bonferroni, los animales que presentan una copia del H3
tienen una carne mas tierna que los animales que no tienen copia (P = 0,03) y no
presentan diferencias con los animales con dos copias debida a la alta variabilidad de
este haplotipo en la maduracién intermedia. En la maduracién larga, los animales con
2 copias presentaron mayor esfuerzo que los animales con una (P = 0,005) o ninguna
copia (P = 0,02). Sin embargo, este efecto debe de ser tomado con cautela ya que

sélo aparecieron 3 animales con dos copias para este haplotipo.

En cuanto a la comparaciéon de medias del haplotipo H6 sin correcciéon de
Bonferroni, los animales que no presentan ninguna copia del haplotipo H6 tienen una
carne mas tierna que los animales con una copia en la maduraciéon media (P = 0,015)
y larga (P = 0,05). En el caso de este haplotipo se encontré una baja frecuencia del
mismo en la poblacidn (2%), por lo que la asociacion encontrada con el esfuerzo
medido en el musculo Longissimus thoracis deberia ser tomada con cautela. Sin
embargo, los resultados son consistentes con los del andlisis individual de los SNPs,
en el que los alelos G, Cy T de los SNPs CAST 5, CAST 7y CAST 12 se asociaron con
carnes mas duras. Debido al alto grado de ligamiento entre estos SNPs no es posible
descartar ninguno de estos SNPs, ni combinaciones entre ellos como responsables del

efecto encontrado.
3. Analisis funcional de los SNPs en la region 3’UTR del gen CAST

Con el objetivo de estudiar el posible efecto funcional de los SNPs y haplotipos
gue se han descrito en los apartados anteriores se realizé un analisis funcional de los
mismos. Primero, se llevd a cabo un andlisis in silico de los posibles sitios de unién de

mMiRNA y posteriormente un estudio de actividad luciferasa. Para ello se eligieron los 4
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haplotipos mas frecuentes en Pirenaica (H1, H3, H4 y H2, ordenados segun
frecuencia), que a su vez eran los 3 mas frecuentes en Parda de Montafia (H1, H2 y
H3). Ademds, los haplotipos H1 y H3 se habian asociado a carnes menos duras. Por
otra parte, se eligieron dos haplotipos que tuvieran el alelo alternativo, asociado a
carnes mas duras, para CAST 5, CAST 7y CAST 12 (H2 y H4) (Figura 22). En todos los
casos se tuvo en cuenta que los haplotipos seleccionados predijesen modificaciones

de los posibles sitios de unién a miRNAs.

3.1. Estudio in silico de los posibles sitios de unién de miRNA

La unién de un miRNA a la region 3’UTR de CAST podria causar modificaciones
post-transcripcionales, que podrian influir en la dureza de la carne porque los miRNA
pueden regular la expresidn de los genes mediante la degradacién del mRNA o
represion de la traduccién del transcrito. De los 10 SNPs descritos, 7 de ellos afectan a

posibles sitios de unién de miRNAs (Figura 22).

Los SNPs CAST 5 y CAST_7, que se encuentran totalmente ligados en Pirenaica,
modifican el posible sitio de unién del miRNA bovino bta-miR-542-5p. Segun el
estudio in silico cuando en la secuencia aparecen los nucleétidos son G y C para los
SNPs CAST_5 y CAST_7, respectivamente, se crea un posible sitio de unidén para el
miRNA bta-miR-542-5p. Sin embargo, esto no ocurre cuando los nucledtidos son A'y
T, respectivamente. Por otro lado, los SNPs CAST_11, CAST_12, CAST_14 y CAST_15,
pueden verse afectados por varios miRNA dependiendo del haplotipo estudiado. Los
SNPs CAST 6, CAST 8y CAST_10, de los cuales el CAST 8 y CAST 10 se asociaron a la
dureza de la carne en Parda de Montana, no modifican sitios de unidn para los

miRNAs independientemente del alelo encontrado.
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3.2. Estudio de la actividad luciferasa

El fragmento de 750 pb amplificado para ser ligado al vector pmirGlo para el
estudio de la actividad luciferasa se muestra en la Figura 23, e incluye los SNPs
estudiados. Este fragmeto es de mayor tamano que el utilizado para el genotipado
por secuenciacion, ya que diversos estudios han indicado que en las zonas préximas
al codén stop existen mayor nimero de secuencias diana para miRNAs, que pueden

ser reguladoras de los genes.

5'-GTACAAGTTAAAGTTCACACTATTTGGTATCTGCATATAAAATCTR AAGAAGAAAAGG
Coddn STOP CAST_LUC_F (Diana para subclonaje Xhol)
CTTTGATAACAGAAACAATTTCTGGGTGGCTTGGAGACAGTGGTATTTGCTGAGTCTTTTGACCTCCTAAACATTGTCTGTTA

TTCTTTTCCTGAAAAGAAACTGAATTTGTCTGGTTCACCTGTGTTATTCTACTGAGTATTGATAAACTTTAAATTTTTAAAAAT

TGCCTTCAGTTGGGAGAGAAAGGAACTTTATATTTCTAAGAGATACATTTGATAGTTTCTTAAAGCAGCACACAAAAAAGGA

AAAACCTTTGCAAACTTTTGCACATTCTCCCCACAGTGCCTGTAAATCTCATTAGTATTTITC(A/G)ATTTGCACTTATTTTIGTT
CAST_UTR-2F (Secuenciacién) 8.7:98579574G>A
CAST 6
GTTAGCATTTGGAAAACGATGCCTCACGTGTTCTTCAGTGTTCTGATTTCTCATGACCCCTTTCCTCTT(G/A)GACTTGTGGAC
g.7:98579663A>G
CAST 5

TGTGTTTGATGTTTCT(C/T)TGGGTTGTTGTTTATAAGT CAGTCATAAAATACTGTGCATT(C/G)GGCACATGTCTCCTCTTGA
2.7:98579691T>C 2.7:98579733G>C
CAST 7 CAST 8
GCTGCTAATC(A/G)TAGAGACCCTGGACAGACCAGGAAGCGC(T/C)GCACCCCCCTTTCAGGTTGAACTTCTCTTTGCCAGA
8.7:98579763G>A 8.7:98579792C>T
CAST 9 CAST_10
GGTTAGGACTTCC(A/G)CACCTTGTC(T/C)GCAGAGACCCA(C/G)(T/C)GGGACTTGACT CAAGTCAGAAGAGCAAAACGCA
g.7:98579842G>A  g.7:98579852C>T  g.7:98579864G>C  g.7:98579865C>T

CAST 11 CAST 12 CAST 13 CAST 14 CAST_UTR-2R
GACTCTGTCACTGCATAGCAAGTTTCAAGAATAACAAAACCTAATGCTTAGAATAC GAGT -3’
(Secuenciacion) CAST_LUC_R (Diana parasubclonaje Sall)

Figura 23. Fragmento de DNA amplificado para llevar los estudios de la actividad
luciferasa. Los nucleédtidos en rojo indican el codén stop. En naranja se indican los
cebadores utilizados para amplificar el fragmento clonado. En verde se indican los
cebadores utilizados para genotipar mediante secuenciacion los diferentes
polimorfismos. Los SNPs estdn indicados en rojo.
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El promedio de los 3 experimentos luciferasa independientes realizados para
cada haplotipo y para el vector vacio pmirGlo quedan reflejados en la Figura 24. No se
encontraron diferencias en la actividad luciferasa entre 4 haplotipos estudiados (P >
0,05). Sin embargo, la actividad luciferasa de los 4 haplotipos fue un 30% inferior que
la actividad emitida por las células transfectadas con el vector pmirGlo vacio (P <
0,05), lo que hace pensar que la regiéon 3’UTR del gen CAST es una zona activa. Sin

embargo, los SNPs no produjeron modificaciones en la actividad de esta zona.

a
e)
s 12 -
S ]
=)
© 1 - b b
T b
w8 0,8 -
9
S 506 -
]
k-] 0,4 -
(1]
°
S 02 -
O T T T T 1
pMirGLO H1 H2 H3 HA

Figura 24. Actividad luciferasa (URL) de los cuatro haplotipos mas importantes
descritos y del vector pmirGLO que no contiene la zona 3'UTR del gen que se ha
incluido como control positivo. Diferentes letras indican diferencias al P < 0,05.

La zona mas proximal al coddn stop se aislé para la caracterizacién del gen CAST
a partir del cDNA (Capitulo I) de 5 animales de la raza Parda de Montafia y 3 de la raza
Pirenaica con genotipos alternativos para el SNP CAST_4 y valores extremos para el
caracter dureza. Aunque en esta zona no se encontraron polimorfismos, en el estudio
in silico con Microinspector se han encontrado varios posibles sitios de unién de
miRNA (bta-miR-2327, bta-miR-339, bta-miR-2320, bta-miR-339b, bta-miR-2334 vy

bta-miR-664) que puede afectar a la actividad luciferasa de la misma manera en los 4
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haplotipos y por tanto ser el efecto de la menor actividad luciferasa que se observa
entre los 4 haplotipos y el vector vacio.

El tipo celular elegido para el ensayo luciferasa son las células C2C12. Estas
células se diferencian a microtubulos con un cambio de medio de cultivo de suero
fetal bovino a suero de caballo. Sin embargo, la eficiencia de la transfeccidon
disminuye al aumentar el nimero de células diferenciadas a miotubos. Tras realizar
unas pruebas preliminares (resultados no mostrados) se decidié realizar la
diferenciacién a la vez que la transfeccion. El poco tiempo de diferenciacion (2 dias)
pudo afectar a los resultados finales de actividad luciferasa. No podemos descartar
gue esta zona produzca cambios en la expresidn de este gen, puesto que es posible
qgue las condiciones en las que hemos llevado a cabo nuestro estudio no hayan
permitido encontrar diferencias entre los distintos haplotipos. En otros estudios se
han identificado diferencias de expresion de miRNAs en el musculo Longissimus dorsi
asociados a diferentes estados de estrés (Zhao et al.,, 2012). Por tanto, unas
condiciones diferentes a las de nuestro estudio (otro tipo celular, otro medio de
cultivo, algun tipo de aditivo afadido al medio como 4cidos grasos oleico o linoleico,
vitaminas, etc. o condiciones de cultivo tales como pH o hipoxia) podrian provocar
gue se uniera algun miRNA a la regién 3’UTR del gen CAST o incluso de algun otro gen

relacionado con la dureza de la carne.

Otra posibilidad es que el SNP responsable del efecto fenotipico encontrado esté
en desequilibrio de ligamiento con los SNPs aqui descritos. En este sentido y como se
ha descrito anteriormente, Allais et al. (2011), describieron un SNP asociado al
caracter dureza de la carne del musculo Longissimus thoracis en la raza Charolés a 14
dias de maduracién, situado a 1045 pb en direccion 3’ del extremo de la zona clonada
para este estudio. Este SNP no se ha estudiado, ya que se situa lejos de la regién

estudiada en el presente estudio.

Ademas, se han descrito tres sefiales de poliadenilaciéon en la region 3’UTR
(Raynaud et al., 2005). Segun el trabajo de Nattrass et al. (2014) que estudia los

mecanismos que regulan la expresién del gen CAST en el musculo esquelético bovino,

150



Resultados y Discusion — Capitulo I/

esta sefial es capaz de variar la extensiéon del mRNA eliminando unos 1100 pb de la
secuencia del 3’UTR. Esto provocaria un acortamiento de la longitud del mRNA y una
disminucién del nimero de posibles sitios de unién de miRNA. Esto podria producir
alteraciones a nivel de traduccion de la proteina (Di Giammartino et al., 2011).
Finalmente, también han descrito otros autores que variaciones en la region 3’UTR
del gen pueden afectar a la estructura y estabilidad del mRNA y hacer que
mensajeros con una variante nucleotidica sea mas sensible a la degradacién por
nucleasas (Di Paola et al., 2002). En este estudio, se han encontrado haplotipos y
polimorfismos asociados al esfuerzo medido en el musculo Longissimus thoracis
aunqgue no se ha podido validar el efecto funcional de los SNPs asociados al fenotipo

dureza de la carne.
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1. Estudio de la region promotora del gen CAST

Con el objetivo de buscar polimorfismos que pudieran afectar a sitios de unién
de factores de transcripcién, y por lo tanto a la expresidon del gen, se secuencid la
regién 5’ proximal de los transcritos |, Il y Il (Raynaud et al., 2005) que se expresan en
musculo esquelético, asi como 678, 789 y 298 pb de la regién promotora que los

origina (Figura 25).

Microsatélit

G_\
5 1xa |e 1xb ly 1z dz

Promotor | Promotor I Promotor IlI
Ixalixb| 1y | 1z | 1u Transcrito|
Ixbl1ly | 1z ] 1u Transcritoll
1u Transcritolll

Figura 25. Representaciéon esquemadtica de la regién 5 proximal aislada de los
transcritos I, Il y lll. Se indica en azul la region promotora aislada para cada transcrito.

Los tres promotores localizados en la region 5’ proximal de los exones 1xa, 1xb y
1u carecen de caja TATA, siendo promotores ricos en islas CpG (Figuras 26 y 27).
Como se puede observar en la Figuras 26 y 27 en las regiones promotoras de los
transcritos | y Il existen tres islas CpG, ricas en dinucleétidos susceptibles de ser
metilados. Sin embargo, en la regién promotora que origina el transcrito Ill no se
predice ninguna isla CpG. Igualmente en la regidn que rodea a los exones 1y y 1z el
programa MethPrimer tampoco predijo ninguna isla CpG. Los promotores ricos en
islas CpG suelen tener multiples iniciadores de la transcripcién en la region
promotora (Deaton y Bird, 2011). En este sentido, estos promotores suelen ser ricos
en sitios de unidn a factores de transcripcidn Spl, ademas de estar sujetos a un
control epigenético, siendo una regulacién de la transcripcion a los diferentes

estimulos mas plastica (Carninci et al., 2006). Mutaciones en estos sitios de unién a
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factores de transcripcion podrian alterar la tasa de transcripcion del gen e influir en el

fenotipo dureza de la carne.
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Figura 26. Prediccién de islas CpG mediante el software MethPrimer. Prediccion en
las regiones promotoras de los transcritos | (1xa) y Il (1xb). Las regiones sombreadas
en azul indican islas CpG. Las lineas rojas indican dinucleétidos CG susceptibles de ser
metilados.
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Figura 27. Prediccién de islas CpG mediante el software MethPrimer. Prediccion en la
region promotora del transcrito Il (exdn 1u). Las regiones sombreadas en azul indican
islas CpG. Las lineas rojas indican dinucledtidos CG susceptibles de ser metilados.

En total se han aislado 36 polimorfismos, de los cuales 9 se han aislado por
primera vez en este estudio. En la regién promotora del transcrito | se han
encontrado 10 polimorfismos (Tabla 37). En esta region se han predicho 27 sitios de
union al factor de transcripcion Spl, mediante el programa informatico AliBaba 2.1.
Se puede observar que los diversos polimorfismos crean o destruyen posibles sitios
de unidn a factores de transcripcién. Por ejemplo, la mutacién rs110033820 crea un

sitio de union para AP-2 en presencia del alelo C. En el promotor | se ha encontrado el
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microsatélite CA descrito por Nonneman et al. (1999) (rs479041025), que fue

genotipado en este estudio y utilizado para realizar estudios de asociacion.

En el exdn 1xa se han encontrado dos mutaciones, una de ellas produce un
cambio aminoacidico en la posicién 17 del gen produciendo un cambio de alanina por
treonina. Este cambio aminoacidico produce un cambio deletéreo segun su valor SIFT
(0,01) y podria tener un impacto importante sobre la funcionalidad de la proteina.
Esta mutacidn se encontré en heterocigosis Unicamente en dos animales en la raza

Pirenaica.

En la regidn promotora del transcrito Il se han encontrado 12 polimorfismos y 53
sitios de unién al factor de transcripcion Spl (Tabla 38). En la tabla 38 se puede
observar que los diversos polimorfismos crean o destruyen posibles sitios de unién
Spl. Por ejemplo, la mutacién rs108980000 crea dos o un sitio de union para Spl
dependiendo de que sea el alelo C o A. Igualmente, los diferentes polimorfismos
crean o destruyen sitios de unién a factores de transcripcién que podrian tener
incidencia sobre la tasa de transcripcion de los diferentes transcritos del gen, y
afectar en ultima medida a la cantidad de proteina CAST, que podria influir sobre la

dureza de la carne.

En el exdn 1z, que formaria parte de los transcritos | y Il, se ha encontrado tres
mutaciones ya descritas que producen un cambio de aminodcido (Tabla 39). Este
cambio aminoacidico produce un cambio tolerable en funcién de su valor SIFT (0,44,
0,08 y 0,48 para los SNPs rs109727850, rs467894979 vy rs137601357,
respectivamente), por lo que se espera que no tenga un impacto importante sobre la
funcién de la proteina. El programa PolyPhen-2 también definié estos SNPs como

benignos.

En la regidén promotora del transcrito Il se han encontrado 9 polimorfismos y se

han predicho 4 sitios de unidn al factor de transcripcién Sp1 (Tabla 40).

Debido a la alta complejidad encontrada en la regidn promotora en cuanto a la

gran cantidad de polimorfismos que afectan a cambios aminoacidicos de la proteina y
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a posibles sitios de unidn de factores de transcripcién, asi como la posible metilacion
del mismo, no se llevaron a cabo estudios de asociacion entre los mismos y la dureza
de la carne. Sélo se estudié la asociacidn de los alelos encontrados en el microsatélite
y la dureza de la carne. La posible influencia del resto de polimorfismos en la
expresion del gen y funcionalidad del mismo, asi como su posible metilacién se

llevaran a cabo en futuros trabajos del grupo.

Tabla 37. Localizacion, posicion relativa en el genoma bovino (version UMD3.1),
tipo, variacion, nimero de acceso a la base de datos de polimorfismos/SNPs (dbSNP),
variacion aminoacidica y si afecta la unién de factores de transcripcion (FT) o region
codante (CDS) del polimorfismo en el gen de los polimorfismos localizados en la

region 1xa.

AT oot vt wowe ol Ui
Promotor transcrito |
222259388‘;44372' microsatélite  (CA)n  rs460530185
BTA7:98444558  SNP G/A  rs381773152 G: nada A: nada
BTA7:98444674  Indel G E:tjztli in: Sp1 del: nada
BTA7:98444750  SNP G/C  rs110033820 C: Spl G: AP-2, Spl
BTA7:08444828  SNP C/T  rs134789056 T: nada C: nada
BTA7:08444858  SNP T/C :tﬁztlz T: nada C: nada
BTA7:98444862  SNP A/C  rs137764065 A: nada C: nada
BTA7:98444869  SNP C/T  rs133635365 C: Spl T: Sp1
BTA7:08444920  SNP A/G  rs136105887 A:YY1,Spl  G:Spl
BTA7:08444919  SNP G/C  rs134974904 C:YY1,Spl  G:Spl
CDs/Exén 1xa
BTA7:08444990  SNP G/C  rs447936915 P/P CCG/CCC
BTA7:98445027  SNP G/A :tﬁ‘;tli A/T GCT/ACT
! Variacién.
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Tabla 39. Localizacidn, posicidn relativa en el genoma bovino, tipo, variacién, nimero
de acceso a la base de datos de polimorfismos/SNPs (dbSNP) y variacién aminoacidica
(AA) de los polimorfismos localizados en la region 1z en el gen CAST.

UmMD3.1.1 Polimorfismo  Variacion dbSNP Variacion AA
CDS/Exén 1z
BTA7: 98485261 SNP G/A rs109727850 D/G: GAT/GGT
BTA7:98485262 SNP G/T rs467894979 D/E: GAT/GAG
BTA7:98485273 SNP T/C rs137601357 L/P: CTG/CCG

Tabla 40. Localizacidn, posicién relativa en el genoma bovino, tipo, variacién, nimero
de acceso a la base de datos de polimorfismos/SNPs (dbSNP) y si afecta la unién de
factores de transcripcion de los polimorfismos localizados en la regién 1u en el gen
CAST.

Union de factores de

UMD3.1.1 Polimorfismo Variacion dbSNP .
transcripcién
Promotor transcrito lll

BTA7:98523977 SNP A/T rs136869649 A: nada

T: NF-E2, c-Jun, c-Fos
BTA7:98523978 SNP c/T rs134363702 T: nada

C: c-Jun, c-Fos
BTA7:98524004 SNP A/G rs137613442 A: Oct-1, C/EBPalph

G: Oct-1
BTA7:98524029 SNP A/G rs133205396 G: Sp1, MIG1, D1

A: nada
BTA7:98524070 SNP A/G En este estudio A: nada

G: GR
BTA7:98524139 SNP A/G rs134472819 G: Spl

A: c-Fos, c-Jun, GCNH,

AP-1, CRE-BP1
BTA7:98524167 SNP T/C rs384030144 T: nada

A: MEB-1, GLO
BTA7:98524220 SNP A/G rs135682399 A: nada

G: nada
BTA7:98524221 SNP T/C rs133396436 T: nada

C: nada
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2. Estudio de asociacion del microsatélite rs479041025 con la dureza

de la carne

El microsatélite rs479041025 situado en el promotor | presentd 15 alelos con

unas frecuencias alélicas para cada raza que aparecen en la Figura 28.

B Parda de Montafia M Pirenaica

N N W W b b N
o U1 O un O U»nn O
)

Frecuencia, %

[E
%]

10

121 123 127 129 133 135 137 139 141 143 145 147 149 151 153

Figura 28. Frecuencias alélicas del microsatélite del gen CAST para las razas Parda de
montafa y Pirenaica.

Los estudios de asociacidon mostraron que el alelo 129 estaba asociado a la
dureza de la carne en Parda de Montafia (Tabla 41), mientras que en Pirenaica se

encontrd una tendencia de significacion en el alelo 129 y 135 (Tabla 42).

En Parda de Montafia, los animales que presentaron 1 o 2 copias del alelo 129
presentaron una carne mas dura que los que no presentaban ninguna copia en la
maduracién intermedia de la carne. En cuanto a los diferentes tiempos de
maduracién, aunque todas las comparaciones fueron significativas a tiempos de
maduracién intermedia, tras correccién de Bonferroni sélo la comparacion de 2

copias contra O copias resultd significativa (P = 0,007). Igualmente, a maduraciones

161



Resultados y Discusion — Capitulo IV

largas la comparacion de 0 contra 1 copia resultd significativa, aunque esta

significacion se perdid tras la correccion de Bonferroni. El resto de los alelos del

microsatélite no estuvieron asociados con la dureza en ninguna de las dos razas,

Unicamente aparecié una tendencia en el alelo 135 en la raza Pirenaica (P = 0,09).

Tabla 41. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte

(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis segun la maduracion para los alelos mas
. 3T ~ 1

frecuentes del microsatélite de CAST en la raza Parda de Montafa".

P-valor » n2 de copias del alelo
Alelo Maduracion
Alelo AleloXM 0 1 2
129 0,02 0,006 corta 88,37+2,28 90,72+2,22 87,23+4,46
media 70,58 £ 2,15a 76,89 + 2,50ab 85,22 + 3,97b
larga 62,45+2,17 67,78+2,59 69,72+4,18
139 0,60 0,53 corta 89,61+2,14 81,53+4,39 89,71+12,80
media 74,17 +2,08 71,44+2,33 66,56+7,92
larga 64,89+2,10 62,78+3,42 65,46+7,92
143 0,46 0,23 corta 89,45+2,59 87,53+2,64 90,87 +3,15
media 76,30+2,38 73,61+2,35 70,59+2,72
larga 66,24+2,40 64,00+2,40 62,32+2,68

YEn una fila, medias con distinta letra difieren al P < 0,05 con correccién de Bonferroni.

Tabla 42. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte
(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis segin la maduracién para los alelos mas
frecuentes del microsatélite de CAST en la raza Pirenaica’.

P-valor .. n? de copias del alelo
Alelo Maduracidn
Alelo Alelo XM 0 1 2
129 0,06 0,098 media 46,79 +2,34 56,38+3,97 52,08+6,80
larga 46,69+2,55 5294+4,12 56,15+9,36
133 0,70 0,47 media 49,17 +2,40 47,58+3,42 40,11+7,07
larga 48,04 +2,59 47,47 +3,61 -
135 0,09 0,53 media 46,68 £3,43 53,13+4,13 59,22 +8,69
larga 46,39 +3,57 51,15+4,34 -
143 0,21 0,48 media 52,47 +3,49 46,79+3,34 44,38 +4,04
larga 49,30+3,97 46,56+3,44 45,23+4,56

lexs . .
Sélo se muestran los resultados de los alelos que presentaron una frecuencia superior al 5%

en cada poblacién.
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Es interesante resaltar que los efectos encontrados por el alelo 129 del
microsatélite y el SNP CAST 2 son muy similares (Tabla 43). Esto sugiere que estos
marcadores podrian estar detectando el mismo efecto, y no efectos diferentes
asociados a dos marcadores diferentes. Para estudiar el efecto del SNP y del
microsatélite conjuntamente sobre la dureza se llevé a cabo un analisis de asociacidon

haplotipico entre el microsatélite, y los SNPs CAST 2y CAST 5.

Tabla 43. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte
(N/cm?) del mdsculo Longissimus thoracis segin la maduracion (M) para el SNP
CAST_2 y el alelo 129 del microsatélite de CAST en la raza Parda de Montafia’.

P-valor ] )
Locus Maduracion Genotipo
SNP/alelo SNP/alelo x M
SNP AA GA GG
CAST_2 0,053 0,010 corta 89,05+2,22 88,29+2,45 89,03+4,16
media 71,35+2,01a 73,70+2,14a 85,72 +3,24b
larga 63,61+2,04 64,49+2,21 70,62%3,31
Microsatélite 0 copias 1 copia 2 copias
129 0,019 0,006 corta 88,37+2,28 90,72+2,22 87,23+4,46

media 70,58 +£2,15a 76,89 +2,50ab 85,22 +3,97b
larga 62,45+2,17 67,78+2,59 69,72+4,18

YEn una fila, medias con distinta letra difieren al P < 0,05 con correccién de Bonferroni.

3. Estudio de asociacion haplotipico

Los resultados del andlisis del desequilibrio de ligamiento (LD) de los SNPs
CAST 2, CAST 5 y el microsatélite de la poblacidon total, para la raza Parda de

Montafa y raza Pirenaica por separado se muestran en la Tabla 44 y Figura 29.

Este andlisis sefiala que el microsatélite y el SNP CAST 2 segregan
conjuntamente con una r’ moderada. En este sentido, de los animales homocigotos
para el alelo 129 del microsatélite (n = 50), 43 fueron del genotipo GG de CAST 2

indicando que estos genotipos estan en desequilibrio de ligamiento (D’= 0,85).
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Tabla 44. Andlisis de desequilibrio de ligamiento indicando los coeficientes de
desequilibrio de ligamiento D’ y r* entre cada SNP, asi como el valor LOD, el intervalo

de confianza y la distancia entre ambos marcadores (pb).

2

Poblacion Marcador1 Marcador2 D' LOD r Int. Confianza Distancia (pb)
Total
Micro_prom CAST 2 0,850 28,64 0,320 0,75-0,92 91311
Micro_prom  CAST 5 0,382 8,42 0,115 0,27-0,48 135291
CAST 2 CAST_5 0,742 25,84 0,308 0,64-0,82 43980
Parda de Montaia
Micro_prom  CAST 2 0,842 28,97 0,415 0,74-0,91 91311
Micro_prom CAST_5 0,401 8,57 0,159 0,29-0,5 135291
CAST 2 CAST 5 0,684 1594 0,269 0,56-0,78 43980
Pirenaica
Micro_prom  CAST 2 1 3,94 0,158 0,61-1,0 91311
Micro_prom CAST_ 5 0,434 1,32 0,059 0,14-0,68 135291
CAST 2 CAST 5 0899 9,5 0,406 0,71-0,97 43980
Poblacidn total Parda de Montafia Pirenaica
| |
3 g g g oD T g A
1 2 3 1 2 3 1 2 3
& ¢ *e | 00
11 15 a

Figura 29. Desequilibrio de ligamiento en la regién. El color representa el valor de D’
(desde D’ =1 (rojo) hasta D’ = 0 (blanco)) y la numeracién indica el valor de r.
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En el estudio de haplotipos se encontraron un total de 39 y 21 haplotipos en las
razas Parda de Montana y Pirenaica, respectivamente, cuyas frecuencias se muestran

en la Figura 30.

M Parda de Montafia M Pirenaica
45 40,

39,6

40

Frecuencia, %

H21 143AG

H1_143AA

H2_129GG
H3_129GA
H4_133GG
H5_147AA
H6_123AA
H7_149AA
H8_133GA
H9_139AA
H11_151AA
H12_145AA
H14_137AA
H15_129AA
H17_143GG
H18_135GG
H27_133AA
H28_123GG

Figura 30. Frecuencias haplotipicas de los SNPs CAST_2, CAST_5 y el microsatélite del
gen CAST. Se indican los haplotipos que presentan una frecuencia superior al 1% en
alguna de las dos razas.

Los estudios de asociacion mostraron un efecto del haplotipo H2_129GG y de la
interaccion del mismo con el tiempo de maduracion sobre la dureza de la carne en |la
raza Parda de Montafia (Tabla 45). La carne de los animales con 2 copias del
haplotipo H2_129GG fueron mas duros que los que tenian 0 6 1 copia en la
maduracién intermedia. El efecto no fue significativo para la maduracién corta y la

larga.
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Tabla 45. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte
(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis segin la maduracién para los alelos mas
frecuentes del blogue haplotipico (H) compuesto por los SNPs CAST 2, CAST 5 vy el

microsatélite gen CAST en la raza Parda de Montafia’.

. P-valor . n2 de copias del alelo indicado
Haplotipo n Maduracién
H HxM 0 1 2
H1_143AA 200 0,88 0,66 corta 85,15+299 85,85+2,95 88,56+ 3,99
media 74,67 £2,80 72,64+2,74 72,69 t3,21
larga 65,96 +2,84 6505+2,77 6571+3,28
H2_129GG 52 0,023 0,01 corta 85,42+2,01 86,36+2,80 94,20+7,64
media 70,30+£2,39b 78,74+3,10b 92,77 £9,62a
larga 63,89+2,14 66,71+2,86 80,00+ 8,28
H3 129GA 45 0,18 0,104 corta 86,54+2,66 86,42+4,18 84,39+9,90
media 72,33+2,65 79,20+3,55 84,40+7,98
larga 64,81+2,66 69,02+3,64 81,69%7,98
H9 139AA 41 0,60 0,449 corta 86,58 +2,53 80,58+4,79 -
media 73,42+2,53 72,17+3,78 73,27 +9,26
larga 65,55+2,54 65,20+3,88 72,32+9,25

1 - . .

Sélo se muestran los resultados de los alelos que presentaron una frecuencia superior al 5%
en cada poblacion. En una fila, medias con distinta letra difieren al P < 0,05 con correccién de
Bonferroni.

En la raza Pirenaica, se encontré un efecto en la interacciéon de los haplotipos
H1_143AA y H2 129GG con el tiempo de maduracion (Tabla 46). Los animales que
tenian 1 copia del haplotipo H1 presentaron una carne mas blanda al corte que los
gue tenian 0 copias, mientras que los animales con 1 copia del haplotipo H2 fueron
mas duros que los que tenian 0 a un tiempo de maduracion intermedio. En el estudio
haplotipico del Capitulo Il también se encontré un efecto del haplotipo GG sobre la
dureza de la carne en Pirenaica. Sin embargo, las estimas de los efectos encontrados

sobre la dureza de la carne son diferentes.
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Tabla 46. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte
(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis segin la maduracién para los alelos mas
frecuentes del bloque haplotipico (H) compuesto por los SNPs CAST 2, CAST 5 vy el
microsatélite gen CAST en la raza Pirenaica’.

. P-valor . Copias del alelo indicado
Haplotipo n —— Maduracién
H HxM 0 1 2
H1_143AA 57 0,90 0,017 media 52,50 + 3,50a 46,15 + 3,32b 45,50+ 4,30a,b
larga 49,86 +4,21 46,01+3,53 45,89+4,95
H2_129GG 11 0,77 0,007 media 46,75 +2,03b 58,43 +3,91a 56,39 +10,71a,b
larga 46,10+ 2,26 57,11+4,41 -
H8 133GA 16 0,77 0,70 media 48,68 £+2,45 46,82+3,56 42,39+11,42
larga 47,43 +2,74 47,95+ 3,97 -
H18 135GG 21 0,32 0,41 media 46,99 +3,23 52,67+4,01 58,81+8,46
larga 46,99 +3,46 50,23+4,43 -

'S6lo se muestran los resultados de los alelos que presentaron una frecuencia superior al 5%
en cada poblacién. En una fila, medias con distinta letra difieren al P < 0,05 con correccion de
Bonferroni.

En el caso del haplotipo H2 también se observaron diferencias significativas a un
tiempo de maduracion largo. Sin embargo, estas diferencias desaparecieron cuando
se llevd a cabo la correccidn de Bonferroni, aunque la comparacidon de 0 contra 1
copias del H2_129GG con un tiempo de maduracién intermedio estuvo cerca de la
significacidon (P = 0,064). Como era de esperar, el haplotipo compuesto por los alelos
129 del microsatélite y el alelo G de los SNPs CAST_2 y CAST_5 fueron asociados a una
carne mas dura. El haplotipo H3_129GA no aparecié asociado a la dureza de la carne
lo que nos hace pensar que el efecto que estamos detectando podria estar ligado al

SNP CAST_2.

Los haplotipos H15 129AA y H16_129AG no se asociaron a la dureza de la carne,
aunque esto puede ser debido al bajo nimero de estos haplotipos identificados en
los animales (n =10 y n = 1 para H15 y H16, respectivamente, en Parda de Montafia.

En Pirenaica no aparecieron estos haplotipos).

Para intentar separar el efecto del alelo 129 del microsatélite del alelo G del SNP

CAST 2 se infirieron las fases haplotipicas para el bloque compuesto por SNP CAST 2
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y el microsatélite del gen CAST. En total se encontraron 27 y 16 haplotipos en las
razas Parda de Montana y Pirenaica, respectivamente (Figura 31).

Los estudios de asociacion mostraron un efecto del haplotipo H2 129G y de la
interaccidon del mismo con el tiempo de maduracidn sobre la dureza de la carne en la
raza Parda de Montafia (Tabla 47). Como en el caso anterior de los haplotipos
compuesto por el microsatélite y los dos SNPs, la carne de los animales con una o dos
copias del haplotipo H2 fue mas dura que los que tenian 0 copias en la maduracion
intermedia, en las tres comparaciones posibles, aunque sdlo resultd significativa tras
correccion de Bonferroni la comparacion de 0 contra 2 copias. En tiempos de
maduracién largas, resultaron significativas las comparaciones de 0 contra 1 o 2

copias, aunque estas diferencias desaparecieron tras la correccidon de Bonferroni.

W Parda de Montafia M Pirenaica

H2_129G

H5_123A

H3_133G

H4_147A

H6_149A

H7_139A

H8_151G

H9 127A
H10_151A
H11 145A
H12 137G
H13_137A
H14 129A
H15 143G
H16_135G
H17 127G
H18 133A
H19 141G
H20_ 139G
H21 141A
H22_135A
H23 123G

H1_143A
H24_121G

Figura 31. Frecuencias haplotipicas del SNP CAST 2, y el microsatélite gen CAST.
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Tabla 47. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte
(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis en los tres tiempos de maduracién (M)
para los alelos mas frecuentes del blogue haplotipico compuesto por los SNPs

CAST_2, el microsatélite gen CAST en la raza Parda de Montafia'.

i P-valor Copias del alelo
Haplotipo n ———
H HxM 0 1 2
H1_143A 212 0,58 0,099 «corta 8587+259 84,68+253 89,39+2,95
media 75,97+2,98 73,06+2,85 70,89+3,25
larga 66,71+2,66 64,96+2,57 65,20+2,90
H2 129G 97 0,006 0,001 «corta 8589+229 86,57+2,77 87,21+4,19
media 69,67 +2,60b 76,95+ 2,98ab 85,98 + 4,67a
larga 63,04+2,36 68,75+2,73 71,82+4,21
H7_139A 47 0,32 0,24 corta 86,92+2,61 78,87+4,55 -
media 73,58+2,61 71,17+3,73 73,21+9,25
larga 65,65+2,62 64,74+3,81 72,32+9,24

! S6lo se muestran los resultados de los alelos que presentaron una frecuencia superior al 5%
en cada poblacion. En una fila, medias con distinta letra difieren al P < 0,05 con correccién de
Bonferroni.

En la raza Pirenaica, se encontré un efecto en la interaccion del haplotipo
H1_143A con el tiempo de maduracion (Tabla 48). Los animales que tenian 0 copias
del haplotipo H1 presentaron una carne mas dura que los que tenian 2 copias en un
tiempo de maduracién intermedio, aunque esta significacion desaparecid tras

correccion de Bonferroni.

No ha sido posible diferenciar los efectos de los alelos 129 del microsatélite y G
del SNP CAST_2, debido al alto desequilibrio de ligamiento encontrado entre los
mismos (D’= 0,85), y al bajo nimero de haplotipos con combinaciones diferentes a la

129G y que tuviesen el alelo G o el 129.

En la Tabla 49 se pueden ver los resultados comparativos de los resultados de
dureza para el SNP CAST 2, el alelo 129 del microsatélite y el haplotipo H2_ 129G
compuesto por el microsatélite y CAST 2. Se puede observar que la mayor
significacidén se obtiene para el haplotipo H2_129G presentando las medias minimo

cuadraticas resultados similares.
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Tabla 48. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte
(N/cm?) del musculo Longissimus thoracis en los tres tiempos de maduracién (M)
para los alelos mas frecuentes del bloque haplotipico compuesto por los SNPs
CAST_2, el microsatélite gen CAST en la raza Pirenaica’.

P-valor n? de copias del alelo
Haplotipo n
H HxM 0 1 2
H1_143A 59 0,96 0,02 media 52,45+3,47 46,52+3,34 44,72+4,08
larga 49,86 +4,20 46,30+3,53 45,39+4,85
H2 129G 17 0,25 0,42 media 46,82+2,33 56,44+3,90 52,0616,64
larga 46,67 £2,66 53,18+4,17 58,52+10,33
H3 133G 21 0,36 0,88 media 49,23+2,36 47,28+3,46 40,10+6,95
larga 48,17 +2,66 47,15+3,76 -
H16_ 135G 22 0,25 0,42 media 46,87 +3,36 52,97+4,07 59,24 +8,48
larga 46,79 +3,59 50,83 +4,39 -

! S6lo se muestran los resultados de los alelos que presentaron una frecuencia superior al 5%
en cada poblacién.

Tabla 49. Medias minimo cuadraticas y error estandar de los datos de fuerza de corte
(N/ecm?) del mdsculo Longissimus thoracis segin la maduracién (M) para el SNP
CAST 2, el alelo 129 del microsatélite y el haplotipo H2_129G compuesto por el
microsatélite y CAST_2 en la raza Parda de Montafia®.

Locus Prvalor Genotipo
SNP/A/H SNP/A/HxM
SNP AA GA GG

CAST_2 0,053 0,010 corta 89,05+2,22 88,29+2,45 89,03+4,16
media 71,35+2,0la 73,70t2,14a 85,72 +3,24b
larga 63,61+2,04 64,49+2,21 70,62+3,31

Microsatélite 0 copias 1 copia 2 copias
129 0,019 0,006 corta 88,37+2,28 90,72+2,22 87,23+4,46
media 70,58 +2,15a 76,89 +2,50ab 85,22 +3,97b
larga 62,45+2,17 67,78+2,59 69,72+4,18

Haplotipo 0 copias 1 copia 2 copias
H2_129G 0,0058 0,001 corta 8589+229 86,57+2,77 87,21+4,19
media 69,67 £2,60a 76,95+ 2,98ab 85,98 +4,67b
larga 63,04+2,36 68,75+2,73 71,824,221

1 . . . L. . re ., .
En una fila, medias con distinta letra difieren al P < 0,05 con correccién de Bonferroni.
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Se pueden plantear dos hipdtesis: 1) que sdlo haya un marcador asociado al
efecto de la dureza de la carne encontrado, y que debido al alto desequilibrio de
ligamiento entre el microsatélite y el alelo 129 se esté detectando el mismo efecto
con CAST_2 que con el microsatélite. 2) que haya dos marcadores asociados a
diferentes efectos sobre la dureza de la carne en el gen CAST, uno en la regidon
promotora (microsatélite) y otro en el exdon 7 (CAST_2). Debido a que las medias
minimo cuadrdticas son similares y no se observa un efecto aditivo cuando
consideramos conjuntamente el SNP y el microsatélite en el andlisis haplotipico, se

puede pensar que la explicacion mas plausible es la 1.

Como se explicd en el Capitulo I, el polimorfismo rs210072660 (CAST 2) se
localiza en el exén 7 del gen CAST y causa un cambio en la secuencia aminoacidica en
la posicién 182 (NM_174003: p.Thrl82Ala), que puede afectar a la unién de la
calpastatina a las membranas celulares y a la calpaina. El microsatélite esta localizado
en la regidn promotora, en el promotor I, y se ha descrito que microsatélites
localizados en el promotor pueden modificar la estructura secundaria del DNA vy
participan en la regulacién de la expresion génica (Kouzine y Levens, 2007; Sawaya et
al., 2012), estando estos microsatélites asociados generalmente a islas CpG, como es
el caso del promotor del gen CAST (Lawson y Zhang, 2008). Sin embargo, una
diferencia de dos nucledtidos (129 contra 131 o 127 pb) no parece suficiente para

justificar el efecto del alelo 129 sobre la dureza de la carne.

Otra posibilidad es que el causante del efecto observado sea la existencia de
determinados alelos o haplotipos de la regiéon promotora del gen afectando a
diferentes factores de transcripcion, y que estos alelos estén en desequilibrio de
ligamiento con el microsatélite y el SNP CAST_2. Nattrass et al. (2014) concluyeron
qgue el mecanismo que afecta a una carne mas dura, que esta mediado por los SNPs
de CAPN1 y CAST, podria ser consecuencia de una alteracién en la cantidad total del
MRNA y por lo tanto, de la cantidad de estas enzimas en el musculo. En el exdn 1xa se
ha encontrado un SNP que produce cambio aminoacidico A17T que es predicho como

deletéreo. Esta mutacidn se encontré en dos animales en heterocigosis en la raza
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Pirenaica cuyo, diplotipo para el haplotipo del microsatélite y CAST 2 fue
129/135 G/G y 135/139 G/A. Tres animales secuenciados con el diplotipo
129/129_G/G presentaron para este SNP el alelo salvaje en homocigosis no ligado a
efectos deletéreos. Por lo tanto, no parece que el efecto detectado sea debido a esta
sustitucion aminoacidica. De igual forma, los genotipos encontrados para los 3 SNPs
del exdn 1z, que formaria parte de los transcritos | y Il, no son exclusivos del diplotipo
129/129_G/G. En cuanto a los SNPs que pueden afectar a sitios de unidn de factores
de transcripcion (10, 12 y 9 para los promotores |, Il y I, respectivamente) no ha sido
posible inferir los haplotipos mas probables al tener Unicamente secuenciados 35
animales pertenecientes a 14 diplotipos diferentes para el haplotipo compuesto por
el microsatélite y el SNP CAST_2. En los tres animales secuenciados con el diplotipo
129/129 G/G no se encontraron alelos exclusivos del mismo aunque no es
descartable la existencia de algin haplotipo especifico del mismo. De esta forma, con
los datos que se tienen en estos momentos no se puede descartar el posible efecto
de SNPs en la regidon promotora del gen que estén afectando a la dureza de la carne.
La posible influencia de estos polimorfismos en la expresién del gen y funcionalidad

del mismo, asi como su posible metilacion se llevaran a cabo en futuros trabajos del

grupo.
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En este capitulo se estudié la posible asociacion del contenido de la grasa
intramuscular en el musculo Longissimus thoracis con varios SNPs de genes
candidatos que habian sido asociados al contenido de grasa intramuscular en
estudios publicados por otros equipos. En concreto, se estudiaron los genes
relacionados con el metabolismo lipidico y adipogénesis (Sintasa de los dcidos grasos
(FASN), proteina de union a dcidos grasos 4 (FABP4), acil-CoA diacilglicerol
aciltransferasa 1 (DGAT1), estearoil-CoA desaturasa (SCD), leptina (LEP), tiroglobulina
(TG), receptor huérfano asociado al RAR-y (RORC)) y la dureza de la carne (calpaina
(CAPN1) y calpastatina (CAST)). En los genes relacionados con el metabolismo lipidico
y adipogénesis se estudié el SNP que mayoritariamente se habia encontrado
relacionado con el contenido de grasa intramuscular en otros estudios. En el gen
calpaina se estudiaron 3 SNPs ya que con los tres se han encontrado asociaciones con
el contenido en grasa intramuscular en otras razas. Por ultimo, se estudiaron en el
gen CAST todos los SNPs que se habian genotipado para estudiar la dureza de la carne
aunque en la bibliografia no se han relacionado con el contenido en grasa
intramuscular en vacuno para descartar un posible efecto. En el capitulo Unicamente
se presentan los resultados de los SNPs CAST 2y CAST 5, asociados a la dureza de la

carne en la presente Tesis.

En primer lugar se estudid la proporcion de varianza fenotipica del caracter
contenido de grasa intramuscular debida al animal en cada una de las razas
estudiadas. El valor fenotipico del contenido de grasa intramuscular fue 1,99% + 1,27
para la Parda de Montafiay 1,89% + 1,07 para la raza Pirenaica. La varianza fenotipica
y la varianza animal fue algo superior en la raza Parda de Montaina (0]% =1,62; 02 =
0,54) que en Pirenaica (afz = 1,14; 62 = 0,36), siendo la varianza residual 0,50. Asi, la
varianza debida al animal fue de un 33,4 y 31,8% para Parda de Montafia y Pirenaica,
respectivamente. Como en el caso del cardcter esfuerzo, esta variabilidad atribuible al
animal fue alta, y podria deberse a factores genéticos, y en concreto a genes con

efecto sobre el contenido de grasa intramuscular ya descritos por otros autores.
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1. Estudios de asociacidon de polimorfismos de los genes FASN, FABP4,
DGAT1, SCD, LEP, TG, RORC, CAPN1 y CAST con el contenido de grasa
intramuscular en el musculo Longissimus thoracis.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs seleccionados® de los genes

relacionados con el metabolismo lipidico y adipogénesis (FASN, DGAT1, SCD, LEP, TG,

RORC) se muestran en la Tabla 50. En la tabla no aparece el SNP FABP4 (rs41729173)

del gen FABP4 porque en nuestra poblacién aparece fijado para el alelo C en ambas

razas.

Tabla 50. Nimero de animales por genotipo y frecuencia alélica de los polimorfismos
de los genes relacionados con el metabolismo lipidico y adipogénesis FASN, DGATI,
SCD, LEP, TG, RORC en la poblacion total y para las razas Parda de Montana vy

Pirenaica.
SNP  Genotipo n - - Alelo Frecuenu.a -
Total Parda Pirenaica Total Parda Pirenaica
FASN GG 233 192 41 G 0,85 0,88 0,74
AG 72 49 23
AA 11 4 7
DGAT1 GC/GC 261 232 29 GC 0,90 0,97 0,64
AA/GC 47 14 33
AA/AA 9 9
ScD CcC 159 128 31 C 0,70 0,73 0,62
TC 115 89 26
1T 34 20 14
LEP 1T 110 91 19 T 0,59 0,61 0,52
CT 152 116 36
cC 55 39 16
TG CcC 213 165 48 C 0,82 0,82 0,82
TC 91 71 20
T 13 10 3
RORC 1T 195 167 28 T 0,77 0,81 0,63
GT 98 65 33
GG 24 14 10

! La localizacién de los SNP en el genoma bovino esta detallada en la Tabla 7 (TG, RORC, LEP, FASN y
SCD) y 9 (DGAT1) del apartado de Material y Métodos.
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. s . s . 2
Las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs seleccionados” de los genes

relacionados con la dureza de la carne CAPN1 y CAST para cada una de las razas y la

poblacién total se muestran en la Tabla 51. Todos los SNPs estudiados en esta

poblacién se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 51. Numero de animales por genotipo y frecuencia alélica de los polimorfismos
de los genes CAPN1 y CAST en las razas Parda de Montafia y Pirenaica.

n Frecuencia
SNP Genotipo - : Alelo - -
Total Parda Pirenaica Total Parda Pirenaica
CAPN1_1 GG 247 186 61 G 0,88 0,87 0,94
CG 62 54 8
CcC 6 6
CAPN1_2 GG 119 107 12 G 0,61 0,64 0,61
AG 142 98 44
AA 52 37 15
CAPN1_3 1T 133 108 25 T 0,63 0,63 0,69
CcT 133 93 40
CcC 50 44 6
CAST 2 AA 140 117 23 A 0,65 0,68 0,71
GA 133 102 31
GG 44 27 17
CAST 5 AA 187 150 37 A 0,77 0,79 0,79
GA 114 88 26
GG 16 8 8

? La localizacién de los SNP en el genoma bovino estd detallada en la Tabla 7 del apartado de Material y

Métodos.
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1.1. Efectos ambientales

En ambas razas, el contenido de grasa intramuscular se vio afectado por la
alimentacion segun el sexo del animal (P < 0,05). En la raza Parda de Montafia, los
cebones alimentados con una mezcla completa presentaron la mayor cantidad de
grasa intramuscular, mientras que los terneros enteros alimentados con pienso la
menor (P = 0,03), presentando contenidos intermedios los cebones y terneros
acabados en pastoreo (Figura 32). Los terneros enteros en pastoreo tendieron a
presentar un menor contenido en grasa intramuscular que los terneros enteros
alimentados con pienso (P = 0,06 con correccion de Bonferroni). Los terneros
alimentados con forraje suelen presentar menor contenido de grasa intramuscular o
veteado que los alimentados con pienso (Muir et al., 1998; Van Elswyk y McNeill,
2014) porque el pienso proporciona mayor energia neta y glucosa para la sintesis de
grasa que los forrajes (Hocquette, 2010). La alimentacién recibida puede producir
diferencias en el contenido en grasa intramuscular, sin embargo si los animales son
sacrificados con pesos similares, como en este estudio, es posible que esas

diferencias no puedan ser detectadas (French et al., 2000; Steen et al., 2003)
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Figura 32. Contenido en grasa intramuscular segun la alimentacién y el sexo en la raza
Parda de Montaia. Diferentes letras (a, b) indican diferencias significativas (P < 0,05)
con correccion de Bonferroni.
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Los terneros castrados presentaron una mayor cantidad de grasa intramuscular
numérica que los enteros en pasto, las diferencias no fueron significativas. Estudios
previos sugieren que los terneros enteros presentan menor cantidad de grasa
intramuscular que los castrados (Destefanis et al., 2003; Marti et al., 2013; Padre et
al., 2006). Sin embargo, las diferencias dependen de la edad a la castracién y de la

edad de sacrificio de los terneros (Marti et al., 2013).

En la raza Pirenaica, las hembras alimentadas con pienso presentaron mayor
contenido en grasa intramuscular que los machos enteros alimentados con pienso (P
= 0,04 con correccion de Bonferroni) (Figura 33). Como se ha demostrado en otros
estudios, la carne de los machos tiene un contenido de grasa menor que la carne de
las hembras (Daza et al., 2014; Fiems et al., 2003; Sharaf Eldin et al., 2013). Al igual
gue en la raza Parda de Montafia, los terneros enteros y castrados presentaron
similar contenido en grasa intramuscular y no se han encontrado diferencias en la
cantidad de grasa intramuscular depositada entre los terneros alimentados con

forraje o pienso.
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—
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Castrado forraje  Castrado pienso Entero pienso Hembra pienso

Figura 33. Contenido en grasa intramuscular segun la alimentacidén y el sexo en la raza
Pirenaica. Diferentes letras (a, b) indican diferencias significativas (P < 0,05).

Sin embargo, habria que tener en cuenta que la deposiciéon de grasa
intramuscular de estas dos razas puede ser demasiado baja para mostrar diferencias
significativas debidas a la castracion o la dieta, que si son evidentes en razas que

engrasan mas. Ademas el peso y edad al sacrificio de los animales recogidos en este
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estudio es inferior al encontrado generalmente en los estudios realizados en EE. UU.

o paises del norte de Europa.

1.2. Efecto de los SNPs de los genes FASN, DGAT1, SCD, LEP, TG, RORC,
CAPN1 vy CAST.

El contenido de grasa intramuscular (GIM) no se asocié con ninguno de los SNPs
estudiados de los genes relacionados con el metabolismo lipidico y adipogénesis
FASN, DGAT1, SCD, LEP, TG y RORC en ninguna de las dos razas estudiadas (Tabla 52).
De manera similar, el contenido de grasa intramuscular tampoco se asocid con
ninguno de los SNPs estudiados de los genes CAPN1 y CAST en ninguna de las dos
razas, con excepcion del SNP CAPN1_3 en la raza Parda de Montafia (P < 0,05). Esta
falta de asociacion, puede deberse a la poca cantidad de grasa intramuscular que
presentan en general ambas razas, siendo la raza Pirenaica de madurez tardia
(Piedrafita et al., 2003), presentando un engrasamiento bajo-intermedio (Alberti et
al., 2008), y la Parda de Montana de madurez intermedia (Piedrafita et al., 2003).
Ademas, el engrasamiento es escaso debido a una edad temprana de sacrificio en la
gue los animales presentan poco grado de infiltracion grasa. Dada la similar respuesta

en ambas razas, la discusion se ha realizado de manera conjunta en ambas razas.

La mayoria de trabajos que estudiaron la relacion entre SNPs de FASN y el
contenido de grasa intramuscular se han realizado en razas japonesas como la Wagyu
y coreanas como la Hanwoo, dada la importancia econdmica que tiene la deposicion
de grasa intramuscular en estos mercados. Al igual que en la presente Tesis, no
encontraron relacidn entre el contenido de grasa intramuscular y dos SNPs de FASN
en ganado Hanwoo (Kim et al., 2017), Wagyu con un elevado contenido en grasa
intramuscular (GIM = 36%, Matsuhashi et al., 2011) , y en toros Fleckvieh (Barton et
al., 2016). Algunos de dichos estudios no presentan el contenido de grasa

intramuscular promedio ni su variabilidad.
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Por contra, se encontré efecto de SNPs de FASN con el contenido de grasa
intramuscular en varias razas de Bos taurus, Bos indicus y cruces, (GIM: 3,1 — 2%,
Mazzuco et al., 2016; GIM: 4,7%, Barendse, 2011), o el veteado en razas japonesas y
coreanas, con un promedio del 5,3 — 5,4 sobre una escala de 1 a 9 (Lee et al., 2014a;
Oh et al., 2012). Jeong et al. (2012) también encontraron una correlacién positiva
entre la abundancia de mRNA de FASN y el contenido de grasa intramuscular (GIM:
13,3%) en la raza Wagyu. En algunos de los estudios no presentan el contenido de
grasa intramuscular, lo que complica dilucidar si existe una cantidad minima

necesaria de este depdsito para poder encontrar efecto de los SNPs de FASN.

Al igual que en este estudio, no encontraron asociacién del SNP de DGAT1 y el
contenido de grasa intramuscular en el Longissimus thoracis en animales cruzados de
varias razas comerciales (Charolés, Hereford, Limusin, Simmental, Friesian y Holstein—
Friesian) (GIM: 2,4 - 3,9%, Pannier et al., 2010b), en animales de las razas Nelore,
Angus x Nelore, Rubia Gallega x Nelore, Canchim y cruces de Brangus y Braunvieh (no
hay dato de GIM, Curi et al., 2011), y en animales cruzados de las razas Retinta,
Charolés y Limusin (GIM: 1,7%, Avilés et al., 2013b) o toros Fleckvieh (sin dato de
GIM, Barton et al., 2016). Sin embargo, en toros Angus se encontré relacién entre el
SNP de DGAT1 y el contenido de grasa intramuscular tanto en el musculo Longissimus
dorsi (GIM (AA): 18,1% y GIM (GC): 12,9%) como en el Semitendinosus (GIM (AA): 12,1
y GIM (GC): 9,0%; Anton et al, 2011). De manera similar, Thaller et al. (2003)
encontraron efecto del SNP de DGAT1 sobre este depdsito en el musculo
Semitendinosus en la raza Holstein (GIM: 2,65%) y Charolés (GIM: 1,8%), y en el
musculo Longissimus dorsi en la raza Charolés (GIM: 3,2%) pero no la raza Holstein
(GIM: 5,8%). Otros estudios en los que se incluyen animales de distintas razas
encuentran efecto de varios SNPs de DGAT1 (GIM: 2,7 - 3%, Li et al., 2013; GIM: 7%,
Wu et al., 2012; veteado: 1,12 — 2,16 (escala 1 - 5) Yuan et al., 2013). Dichos estudios
incluyen el efecto de la raza en el modelo pero no analizan por separado las distintas
razas. Por otro lado, en el presente estudio el bajo nimero de animales con el
genotipo AA/AA pudo afectar a la falta de asociacién detectada, tal y como mostraron

Avilés et al. (2013b) en otras poblaciones espafiolas.
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La ausencia de efecto del polimorfismo del gen SCD ya se ha mostrado en
animales cruzados de las razas Retinta, Charolés y Limusin (Avilés et al., 2013b),
animales cruzados de Angus, Charolés, Hereford (Li et al., 2013), Brangus (GIM: 2,5%,
Baeza et al., 2013), o Limusin y Angus en el musculo Semimembranosus (GIM: 1%,
Ward et al., 2010). Sin embargo, otros autores encontraron el efecto del SNP del gen
SCD en animales cruzados de razas irlandesas en el musculo Longissimus thoracis
(GIM; 2,7%, Reardon et al., 2010), o en raza Simmental China (Wu et al., 2012).
También se ha encontrado relacién entre el SNP de SCD y el veteado (5,4 en escala 1 -

9) en la raza Hanwoo (Oh et al., 2011).

Confirmando la ausencia de asociacién entre el SNP de LEP y el contenido de
grasa intramuscular en el musculo Longissimus thoracis, en otros estudios tampoco se
encontrd asociacion en varias poblaciones animales de cruces comerciales (GIM:
1,7%, Avilés et al., 2013b; GIM: 2,3%, Pannier et al., 2009; GIM: 4%, Schenkel et al.,
2005). Tampoco se encontré efecto del SNP estudiado rs29004488 del gen LEP en el
musculo Longissimus thoracis en animales Simmental (GIM: 4,7% , Orru et al., 2011).
Sin embargo, existié efecto del SNP de LEP en varias razas de Bos taurus, Bos indicus y
cruces (GIM: 3,1 - 2%, Mazzucco et al., 2016) y en toros Angus en el musculo
Semitendinosus (GIM: 8 - 12%), aunque no se encontrd efecto en el Longissimus dorsi

(GIM: 14,4 - 15,5%, Anton et al., 2011).

Al igual que en los resultados obtenidos en la presente Tesis, tampoco se
encontrd asociacion entre el contenido de grasa intramuscular y el SNP del gen TG en
poblaciones con animales cruzados (GIM: 1,8 - 2,4%, Pannier et al., 2010b), de origen
europeo o asiatico (Zhang et al., 2015), o Simmental (GIM: 2 - 11%, Rincker et al.,
2006). Como en el caso de la DGATI1, el desequilibro en el porcentaje de animales con
diferentes genotipos del gen TG también puede haber influido en esta falta de
asociacién, ya que el genotipo TT se encuentra en una baja proporcién en las
poblaciones estudiadas. En este sentido, el genotipo TT se ha asociado a un mayor
veteado o deposicion de grasa intramuscular de la carne (Anton et al.,, 2011;

Barendse et al., 2004; Casas et al., 2007; Hou et al., 2011; Thaller et al., 2003) estando
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en muy baja proporcién en las poblaciones analizadas (Casas et al., 2007). Sin
embargo, es posible que dicho efecto se de en unas razas y no en otras, dado que
tanto Barendse et al. (2004) como Thaller et al. (2003) mostraron que el efecto del
SNP de TG sobre el contenido de grasa o veteado era dependiente de la raza.
Ademas, parece que la duracién del cebo también afecta al efecto del SNP de TG

sobre el contenido de la grasa intramuscular (Rincker et al., 2006).

Del mismo modo, aunque el alelo T del gen RORC se ha asociado a un
incremento del veteado de la carne (Avilés et al., 2013b; Barendse et al., 2010;
Barendse et al.,, 2007a) no encontramos asociacion en nuestras poblaciones,
posiblemente debido al bajo nimero de animales TT. En este sentido los animales TT
presentaron un mayor contenido de grasa intramuscular en Parda de Montana.
Barendse et al. (2010) si encontraron asociaciones con el veteado de la carne en
Brahman, Angus y en la poblacién total (que incluia ademds animales de la raza
Hereford), Unicamente encontraron esta asociacion con el contenido de grasa
intramuscular en la raza Angus, no en la Hereford ni Brahman, y también

considerando las tres razas conjuntamente.

Tal y como se ha nombrado anteriormente, sélo el gen CAPN1 resultd asociado
en la poblacién de Parda de Montafia en la presente Tesis. En este estudio, los
animales de la raza Parda de Montafia con el genotipo CT del SNP CAPN1_3 (n = 93)
presentan un menor contenido de grasa intramuscular que los que tienen el genotipo
TT (n = 108) (P = 0,03). De manera similar, en la raza Charolesa este marcador se
asocio al contenido de grasa intramuscular (GIM: 2,63%, Mufoz Mejia et al., 2012).
Sin embargo, no se encontrd esta asociacion en la raza Nellore y en varios cruces de

esta raza (GIM: 1,5%, Curi et al., 2010) .

En la presente Tesis, los SNPs CAPN1_1 (P = 0,06) y CAPN_2 (P = 0,08) tendieron
a afectar al contenido de grasa intramuscular en los animales de la raza Parda de
Montaia. En el SNP CAPN1_1, el genotipo CC (n = 6) presenta un contenido en grasa
intramuscular superior en 30-33% que los animales con el genotipo CT (P=0,09) y TT

(P = 0,06). Este resultado debe tomarse con cautela para el SNP CAPN1_1 debido al
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bajo numero de animales con el genotipo CC. Barendse (2011) sefialo el gen CAPN1
como un posible gen que podia ser asociado al contenido de grasa intramuscular. El
polimorfismo CAPN1_1, no fue asociado al contenido de grasa intramuscular en razas
Mejicanas (Bonilla et al., 2010), pero si se encontré una asociacién con el contenido
de grasa intramuscular y veteado en las razas Angus, Charolés, Hereford, Limusin y
Simmental (Li et al.,, 2013). Casas et al. (2005) no encontraron efecto del SNP
CAPN1_1 sobre el veteado (324, en una escala de 200 a 499) en la raza Brahman. En
el SNP CAPN1_2, los animales con genotipo AA (n = 37) presentaron un contenido en
grasa intramuscular un 19% mas que los animales con el genotipo AG (P = 0,16) y GG
(P = 0,08). Lee et al. (2014b) estudid los SNPs CAPN1_1, CAPN1_2 y otros 2
polimorfismos mds del mismo gen en la raza Hanwoo no encontrando asociacién
(GIM; 6,9%). Finalmente, Cheong et al. (2008b) asociaron el veteado de la carne con

un SNP en la region 3’UTR del gen CAPN1 en razas coreanas.

Aunque esta asociacidon también podria ser espuria, la existencia de asociaciones
del gen CAPN1 con el contenido de grasa intramuscular o veteado de la carne en
otras razas nos hace pensar que existe algin mecanismo mediante el cual el gen
influye en el contenido de grasa intramuscular o bien este SNP podria estar en
desequilibrio de ligamiento con el gen responsable del efecto sobre el contenido de
grasa intramuscular. No obstante, en la regidn gendmica donde se localiza el gen no
existen genes con una funcién relacionada sobre el contenido de grasa intramuscular
gue nos pueda sugerir la posible implicacién de algun gen ligado a CAPN1 (Figura 34).
Tampoco estan claros los mecanismos por los que el gen CAPN1 podria influir en el

contenido de grasa intramuscular.
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Figura 34. Localizacién del gen CAPN1 en el genoma bovino version UMD3.1.

Con respecto al efecto del gen CAST sobre el contenido en grasa intramuscular,
en esta Tesis no se ha encontrado ningun efecto de los SNPs evaluados, confirmando
los estudios previos en bovino. Li et al. (2013) no encontraron asociaciéon entre el
polimorfismo NM_174003.2: c.155C>T descrito por Barendse et al. (2007b) vy el
veteado de la carne en la raza Angus, Charolés, Hereford, Limusin y Simmental en el
musculo Longissimus thoracis. Tampoco se ha encontrado asociacidén de este mismo
SNP con el contenido de grasa intramuscular en el musculo Longissimus lumborum et
thoracis en una poblacion de animales cruzados (Flekvieh, Charolés, Simmental,
Galoway y Rubia de Aquitania) (Kaplanova et al., 2013), ni en el musculo Longissimus

dorsi con el SNP CAST _1 (Curi et al., 2010) ni con el SNP CAST_5 (Curi et al., 2009) en
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animales de las razas Nelore, Angus x Nelore, Rubia Gallega x Nelore, Canchim y

cruces de Brangus y Braunvieh.

Los resultados encontrados en el presente trabajo hacen necesario el
incremento del nimero de animales en las poblaciones de estudio para validar los
resultados encontrados (Barendse et al.,, 2010), e incrementar el numero de
genotipos en baja frecuencia ya que en muchos de los SNPs analizados algunos

genotipos se encontraban en muy baja proporcion.

188



Discusion general






Discusion General

Los consumidores son cada vez mas conscientes de la importancia de la calidad
de los alimentos que compran y de su relacidon con la salud, exigiendo un producto
sano y de calidad constante. La satisfaccién de los consumidores de carne de vacuno
estd basada en la palatabilidad, es decir, en la combinacién de sabor, jugosidad y
terneza. Los consumidores confieren a la terneza de la carne un papel primordial en
la calidad de dicha carne. Por lo tanto, debido a la importancia concedida por los
consumidores y a su elevada variabilidad se decidié proceder a su estudio en dos
razas autéctonas de Aragdn, Parda de Montaia y Pirenaica. Por otro lado, la grasa
intramuscular contribuye entre un 10 y un 15% a la variacién de la palatabilidad
(Dikeman, 1987), la cual puede verse comprometida si el contenido de grasa es
menor al 3%, pero mejora cuando los niveles de grasa intramuscular aumentan del
3% al 6% (Savell y Cross, 1988). Se ha sugerido que el contenido de grasa
intramuscular tiene un efecto indirecto en la dureza de la carne, reduciéndola, debido
a que el depdsito de grasa entre las fibras musculares desorganiza la estructura
intramuscular del tejido conectivo (Jeremiah et al., 2003). En estudios previos se
encontrd correlacién genética entre la dureza de la carne y la grasa intramuscular en
la raza Angus (r = - 0,47; Mateescu et al., 2014). Por lo tanto, se decidié incluir en la
Tesis doctoral el estudio de la grasa intramuscular. En el caso de la presente Tesis, la
correlacién entre la dureza de la carne y el contenido de la grasa intramuscular fue
muy bajo (r = - 0,18; P = 0,0016). Asi mismo, en otros estudios no se detectd una
relacidn clara entre la dureza y el contenido de grasa intramuscular (Razminowicz et
al., 2006). Parece ser que este proceso podria darse sélo en musculos con un alto
grado de engrasamiento (Nishimura et al., 1999). En este sentido, es remarcable que
las razas estudiadas en esta Tesis presentan poca cantidad de grasa intramuscular,
siendo la raza Pirenaica de madurez tardia con un engrasamiento bajo-intermedio
(Alberti et al., 2008), y la Parda de Montafia de madurez intermedia (Piedrafita et al.,
2003). Por otra parte, los animales fueron sacrificados a una edad temprana en la que

presentan poco grado de infiltracién grasa.

Los andlisis estadisticos realizados en la presente Tesis doctoral se han realizado

para las dos razas por separado. Diversos estudios que encuentran efecto de
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polimorfismos de los genes CAPN1 y CAST sobre la dureza de la carne analizan
conjuntamente animales de varias razas sin tener en cuenta el efecto de la raza. De
esta manera, se aumenta el nimero de animales de la poblacién para aumentar la
probabilidad de encontrar diferencias significativas. Sin embargo, este efecto racial
puede modificar la respuesta de los genes estudiados sobre los fenotipos en cuestion,
dependiendo de la arquitectura de genes que influyen sobre el caracter en cada raza.
Pueden existir, ademas, efectos epistaticos entre genes. Por otra parte, se ha
confirmado, en este y en otros estudios, que la asociacién de cada SNP a la dureza de
la carne esta ligada a la raza, lo que implica que este efecto debe evaluarse en cada
una de las razas por separado (Allais et al., 2011). El nUmero de animales necesario
para encontrar diferencias significativas en estos estudios es elevado (Barendse et al.,
2010) por lo que se recomienda realizar estudios de potencia de analisis para estimar
el numero de animales necesario para cada experiencia. Sin embargo, para ello seria
necesario conocer a priori las frecuencias alélicas de los polimorfismos de la
poblacién a estudiar y la variabilidad del caracter, y en nuestro estudio no se disponia
de estos datos antes de comenzar la presente Tesis. Seria recomendable seguir
ampliando la base de datos creada hasta el momento pero resultaba inabordable Ia

ampliacién en el marco de la presente Tesis.

La dureza de la carne se ha visto afectada por el sexo, la alimentacion y el tiempo
de maduracion de la carne. Sin embargo, por estar desequilibrados los datos en estos
factores ha resultado complicado obtener resultados concluyentes, por lo que
hubiera sido mds recomendable partir de una base de datos mas homogénea en

estos factores.

Es destacable que no se hayan encontrado efectos de ningun polimorfismo del
gen CAPN1 sobre la dureza de la carne contradiciendo diversos estudios en otras
razas (Curi et al., 2009; Dunner et al., 2013; Page et al., 2002; Page et al., 2004; Pinto
et al., 2010; White et al., 2005). Sin embargo, si se encontrd una tendencia en el SNP
rs17872050 (CAPN1_3) en la raza Pirenaica (P = 0,06), aunque dicha poblaciéon no
estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg. Seria recomendable seguir ampliando la

base de datos para tener mayor numero de animales de los genotipos menos
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frecuentes y poder confirmar que no existe efecto en las razas Parda de Montana y

Pirenaica.

En la presente Tesis doctoral se ha estudiado de manera detallada el gen CAST.
Se ha confirmado en carne con maduracién intermedia el efecto de SNPs
previamente descritos en otras razas como son el rs110955059 (CAST_1) (Schenkel et
al., 2006) en la raza Parda de Montafia y el rs109221039 (CAST _5) (Barendse, 2002)
en la raza Pirenaica. En la presente Tesis se ha asociado por primera vez el SNP
rs210072660 (CAST_2) a la dureza de la carne en la raza Parda de Montafia (Calvo et
al., 2012; Calvo et al., 2014). En la raza Pirenaica no se ha podido confirmar dicho
efecto probablemente por el desequilibrio de genotipos y menor numero de
animales. El SNP rs110955059 (CAST_1) no parece ser la mutacion causal del efecto
detectado en Parda de Montaina ya que esta localizada en regidén intrénica, indicando
gue el polimorfismo SNP rs210072660 (CAST_2) seria la mutacién causal del efecto
encontrado en esta raza. En este sentido, ambos SNPs presentan una correlacion
genética alta (0,756) indicando un alto desequilibrio de ligamiento. Ademas, el efecto
del SNP rs210072660 (CAST_2) ha sido confirmado en animales Nellore x Angus en
carne madurada durante 7 dias (Enriquez-Valencia et al., 2017). Seria interesante
estudiar el efecto de este SNP sobre la dureza de la carne en otras razas. Ademas,
seria recomendable ampliar la base de datos de las muestras maduradas a mayor
tiempo, para poder confirmar o descartar el efecto del SNP sobre la dureza de la
carne a maduraciones largas. De esta forma, se podria adaptar el manejo de la carne
tras el sacrificio, alargando o acortando las maduraciones para poder garantizar que
la carne comercializada tiene una terneza elevada y constante y poder fidelizar al
consumidor. En este sentido, en esta Tesis se ha puesto a punto una prueba rdpida
mediante discriminacion alélica por qPCR para disminuir el tiempo en el diagndstico y
poder separar canales de animales en el matadero tras el sacrificio, siguiendo un
circuito diferente de maduracion. Es destacable, la posible utilizacién de este
marcador en otras razas para llevar a cabo seleccién asistida por marcadores, ya que

el genotipo GG se ha encontrado en todos los grupos raciales analizados, aunque
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habria que validar el efecto de este polimorfismo en estas razas previo a su uso en los

diferentes esquemas de seleccion.

El efecto de este SNP sobre la dureza de la carne debe de ser validado mediante
pruebas funcionales como podria ser el estudio de la actividad inhibidora de la
protedlisis en musculo de animales con los genotipos alternativos en la posicién

Thr182Ala de la calpastatina (CAST).

Los resultados obtenidos sobre la asociacion entre el SNP rs210072660 (CAST _2)
y la dureza de la carne ha sido patentada en el “Procedimiento de prediccién de
dureza de la carne en ganado vacuno” (Calvo et al., 2012). Es destacable que esta
patente estd siendo explotada por la Asociacién de criadores de raza bovina Parda de
Montafia (ARAPARDA) para la mejora del caracter dureza en el programa de seleccién

de la raza Parda de Montafia junto con otros caracteres.

En nuestro estudio, también resultd significativo el SNP rs109221039 (CAST _5)
(Barendse, 2002) en la raza Pirenaica. Hasta el momento, no se habian realizado
estudios sobre el efecto funcional de este polimorfismo a pesar del elevado numero
de trabajos que habian asociado este SNP a la dureza de la carne. Estudios in silico
mostraron que este polimorfismo y otros localizados en la regién 3'UTR del gen CAST
pueden afectar a sitios de unién de microRNAs. Por este motivo, se extendié el
analisis de asociacidon a una region mds amplia de la regién 3'UTR, encontrando los
SNPs rs109221039 (CAST_5), rs210861835 (CAST_7) y rs110607241 (CAST_12)
asociados a la dureza de la carne en la raza Pirenaica pero no en la Parda de
Montafa. Se llevaron a cabo pruebas funcionales de la regién 3’'UTR del gen donde se
localizan estos polimorfismos. Sin embargo, en nuestro estudio no encontramos
diferencias en la actividad luciferasa entre los diferentes haplotipos estudiados,
aunque si se demostrd la funcionalidad de la zona estudiada. Es posible que las
condiciones en las que se ha realizado el estudio de la actividad luciferasa de los
diferentes haplotipos (tipo de cultivo celular, medio de cultivo, momento en el que se
realiza la diferenciacién celular, aditivos en el medio de cultivo, etc.) no sean las
adecuadas para que se modifique la funcionalidad del gen. También podria influir en

la falta de efecto encontrado la existencia de tres sefiales de poliadenilacién en la
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region 3’UTR, que podrian producir un acortamiento en la longitud del mRNA, una
disminucién de los posibles sitios de union de miRNAs (Nattrass et al., 2014) y alguna
alteracion en la traduccion de la proteina (Di Giammartino et al., 2011). Finalmente,
también podria ser que el SNP responsable del efecto fenotipico encontrado esté en
desequilibrio de ligamiento con los SNPs aqui descritos. En este sentido, Allais et al.
(2011), describieron un SNP asociado al caracter dureza de la carne del musculo
Longissimus thoracis, situado a 1045 pb en direcciéon 3’ del extremo de la zona

clonada para este estudio. Este SNP no se ha estudiado en el presente trabajo.

Finalmente, se estudié la regién promotora del gen CAST, encontrando 36
polimorfismos, 9 de los cuales se han aislado por primera vez en este estudio. Sin
embargo, ha sido inabordable estudiar su asociacién con la dureza de la carne en el
marco de la Tesis doctoral. Por lo tanto, son recomendables estudios futuros en esta
region, mediante el genotipado de los polimorfismos encontrados y el estudio de
asociacion con el caracter dureza de la carne. Se llevé a cabo un estudio de asociacién
entre un microsatélite localizado en el promotor y la dureza de la carne, se encontré
el alelo 129 del microsatélite rs479041025 asociado a la dureza de la carne. Los
resultados fueron similares a los encontrados para el SNP rs210072660 (CAST_2),
siendo 43 animales homocigotos para los alelos G y 129 (n = 50). Estos resultados
sugieren que ambos marcadores podrian estar detectando el mismo efecto. No se ha
podido separar el efecto del alelo 129 del microsatélite del alelo G del SNP
rs210072660 (CAST_2) mediante los estudios haplotipicos, ya que presentan un alto
desequilibrio de ligamiento entre ambos (D’ = 0,85). De esta manera, no podemos
descartar que el efecto detectado sea debido a alguno de los polimorfismos
encontrados en el promotor y no al SNP rs210072660 (CAST_2). Todo ello, nos lleva a
plantearnos futuros estudios en los que se podrian evaluar la posible relacién entre
los polimorfismos encontrados, tanto en el promotor, exdn 7 como en la regiéon 3’UTR
del gen CAST, con la expresion del gen y la funcionalidad de estas regiones. Debido a
que las regiones promotoras de los transcritos | y Il del gen son ricas en islas CpG no
podemos descartar el efecto de la posible metilacion de la regidn promotora.

También, podria ser interesante el estudio de los posibles transcritos del gen CAST
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debido a la posible poliadenilacion alternativa de la region 3’UTR o la posible union

de miRNAs a la regién 3’'UTR ampliando la region estudiada.

A pesar de no encontrar efecto de los polimorfismos estudiados del gen CAPN1
en la dureza de la carne si que se ha observado que el SNP rs17872050 (CAPN1_3)
afecta al contenido de grasa intramuscular. Aunque no se conoce como puede influir
este gen en el contenido de grasa intramuscular, la existencia de asociaciones del gen
CAPN1 con el contenido de grasa intramuscular o veteado de la carne en otras razas
nos hace pensar que existe algin mecanismo mediante el cual el gen influye en el
contenido de grasa intramuscular o bien este SNP podria estar en desequilibrio de
ligamiento con el gen responsable del efecto sobre el contenido de grasa
intramuscular. Sin embargo, no se ha encontrado asociacién del contenido de grasa
intramuscular con ninguno de los polimorfismos estudiados de los genes FASN,
FABP4, DGAT1, SCD, LEP, TG, RORC y CAST. Esto puede ser debido a que las razas
estudiadas en la presente Tesis doctoral, Parda de Montaina y Pirenaica, son razas con
poco engrasamiento (Piedrafita et al., 2003) o por la baja frecuencia de algunos de los
genotipos de alguno de los polimorfismos. Seria, por lo tanto, interesante buscar
otros SNPs de otros genes y aumentar la poblacién a estudiar para intentar encontrar

asociaciones con el contenido de grasa intramuscular.
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La dureza de la carne se ha visto afectada por el sexo, la alimentacién y el
tiempo de maduracion de la carne en los animales de las razas Parda de

Montafa y Pirenaica.

El esfuerzo disminuyd entre la maduracién corta y media, y media y larga
para todos los tratamientos, excepto en los terneros alimentados con forraje
entre la maduracidon corta y media en los animales de la raza Parda de
Montana. Este efecto sdlo se observd entre las maduraciones corta y media
en la raza Pirenaica, desapareciendo entre las maduraciones media y larga.
En general, los animales alimentados con forraje o en pastoreo presentaron

carnes mas duras.

No se han encontrado efectos sobre la dureza de la carne en el musculo
Longissimus thoracis en ninguno de los tres polimorfismos estudiados en el
gen CAPNI1 en las razas Parda de Montafia y Pirenaica, aunque si se encontré
una tendencia para el SNP rs17872000 (CAPN1_3) en la raza Pirenaica. Este
efecto fue similar al encontrado en la bibliografia, en el que el genotipo CT

presentd una carne mas blanda que el genotipo TT.

En el gen CAST se confirmé el efecto descrito por Schenkel et al. (2006) en el
SNP rs110955059 (CAST_1), mostrando el genotipo GG una carne mas dura
qgue los otros genotipos a un tiempo de maduracién intermedio en la raza

Parda de Montana.

El SNP rs210072660 (CAST _2) del gen CAST se ha asociado, por primera vez, a
la dureza de la carne en el musculo Longissimus thoracis en la raza Parda de
Montafa. En la maduracién intermedia el genotipo GG presenté una dureza
superior a los genotipos AG y AA. Los estudios de asociaciéon haplotipica
confirmaron estos resultados. Esta variante génica se localiza en el exén 7 y
causa una sustitucion no conservativa en la secuencia aminoacidica
(NM_174003: p.Thr182Ala) en el dominio L de la proteina, que podria afectar
a la estabilidad del complejo calpaina-calpastatina influyendo en |Ia

concentracion celular de calpaina libre. En la raza Pirenaica no se ha podido
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10.

confirmar dicho efecto probablemente por el desequilibrio de genotipos y

menor humero de animales.

El SNP rs109221039 (CAST_5) del gen CAST descrito por Barendse (2002) se
ha asociado a la dureza de la carne en el misculo Longissimus thoracis en la
raza Pirenaica en maduraciones medias y largas. Los genotipos AA y GA

mostraron valores menores para el caracter dureza que el genotipo GG.

El estudio de un fragmento de la region 3’'UTR del gen CAST (de 375 pb)
reveld la presencia de 11 SNPs, 8 de los cuales pueden modificar posibles
sitios de unién de miRNAs. Los polimorfismos rs109221039 (CAST_5),
rs210861835 (CAST_7) y rs110607241 (CAST_12) de la regiéon 3’UTR del gen
CAST, que presentan un alto desequilibrio de ligamiento, se asociaron a la

dureza de la carne en el musculo Longissimus thoracis en la raza Pirenaica.

El estudio de la funcionalidad de esta regién 3'UTR del gen CAST mediante la
actividad luciferasa no mostré diferencias entre los 4 haplotipos estudiados,
sin embargo, la actividad de los 4 haplotipos fue un 30% inferior que la
emitida por las células transfectadas con el vector pmirGlo vacio, lo que hace

pensar que la region 3'UTR del gen CAST es una zona activa.

Se aislaron 36 polimorfismos a partir de la secuenciacidon de las regiones
promotoras y regidon 5’ proximal de los transcritos |, Il y Il del gen CAST,
algunos de los cuales podian afectar a la unidn de factores de transcripcion

segun el analisis in silico realizado.

Los estudios de asociacion del microsatélite (CA) rs479041025 localizado en
el promotor | del gen CAST, y que presentd 15 alelos, mostraron que el alelo
129 estaba asociado a la dureza de la carne en Parda de Montafia a tiempos
de maduraciéon intermedia, resultando significativa la comparacién de 2
copias frente a 0 copias del alelo 129. El microsatélite y el SNP rs210072660
(CAST_2) presentaron un alto desequilibrio de ligamiento (D’ = 0,85),
observandose efectos muy similares en cuanto a la dureza de la carne por el

alelo 129 del microsatélite y el SNP rs210072660 (CAST_2). No se ha podido
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separar el efecto del alelo 129 del microsatélite del alelo G del SNP
rs210072660 (CAST_2) mediante los estudios haplotipicos, sugiriendo que
estos marcadores podrian estar detectando el mismo efecto. De esta forma,
no se puede descartar el posible efecto de SNPs en la regidon promotora del
gen que estén afectando a la dureza de la carne o que el efecto detectado

por el alelo 129 del microsatélite sea debido al SNP rs210072660 (CAST_2).

El contenido de grasa intramuscular de la carne se ha visto afectada por el
sexo y la alimentacién en los animales de las razas Parda de Montaifa y
Pirenaica. En general los animales en pastoreo o alimentados con forraje

presentaron menor contenido de grasa intramuscular.

Los animales con genotipo CT del SNP rs17872050 (CAPN1_3) del gen CAPN1
presentaron un menor contenido de grasa intramuscular que los animales
qgue tienen el genotipo TT en los animales de la raza Parda de Montaia. El
efecto por el cual el gen CAPN1 influye en el contenido de grasa

intramuscular no esta claro.

Los SNPs estudiados de los genes sintasa de los dcidos grasos (FASN),
proteina de union a dcidos grasos 4 (FABP4), acil-CoA diacilglicerol
aciltransferasa 1 (DGAT1), estearoil-CoA desaturasa (SCD), leptina (LEP),
tiroglobulina (TG), receptor huérfano asociado a RAR-y (RORC), calpaina
(CAPN1; SNPs rs17872000 (CAPNI_1) y rs17871051 (CAPNI1_2)) vy
calpastatina (CAST) no presentaron asociacién con el contenido de la grasa
intramuscular. Esto puede ser debido a que las razas estudiadas en la
presente Tesis doctoral, Parda de Montana y Pirenaica, son razas con poco
engrasamiento y sacrificadas a edades tempranas o por la baja frecuencia de

algunos de los genotipos de alguno de los polimorfismos.
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First we looked for putative causative mutations in the CAST and CAPN1 genes associated with meat tenderness
and found a total of 31 and 7 polymorphisms, respectively, in the Parda de Montafia and Pirenaica breeds.
Tenderness was not affected by mutations in CAPNI. However, three SNPs located at intron 5 (BTA7:
£.98533962C>G on UMD 3.0), exon 7 (g.98535683A>G) and intron 12 (g.98545188T>A) of the CAST gene
were significantly associated with meat tenderness at 7 days post-mortem in the Parda de Montafia breed.
The haplotypes h, and hs showed significant associations with meat toughness being consistent with the

ﬁﬁg:rrrﬁ'ss SNP association results, which showed that the g.98535683A>G SNP in CAST might be the causative mutation
Cattle of the effect found in this study. This mutation changes the amino acid sequence at position p.Thr182Ala
CAST (NM_174003). This amino acid substitution could affect the interacting regions between the calpastatin L-domain
CAPN1 and calpain, and then could generate a more stable union between calpain and calpastatin.

SNP © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction The incorporation of molecular information into breeding

Meat tenderness is consistently rated by consumers as the single
most important component of meat quality (Miller, Huffman, Gilbert,
Hamman, & Ramsey, 1995; Ouali et al, 2006). It depends not only
on production factors such as breed, genotype, age, diet, growth
pattern or slaughter weight, but also on technological factors such as
slaughtering conditions, ageing time and cooking process (Geay,

programmes has been recommended to increase their efficiency
(Dekkers, 2004; Meuwissen & Goddard, 1996). Koohmaraie et al.
(1995) proposed the exploitation of calpastatin polymorphisms
to predict beef tenderness because different single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the CAST gene, and also CAPN1 gene have
been associated with meat tenderness (Allais et al., 2011; Barendse
et al., 2007; Casas et al., 2006; Costello et al., 2007; Page et al., 2002;

Bauchart, Hocquette, & Culioli, 2001; Maltin, Balcerzak, Tilley, &

Page et al., 2004; Schenkel et al., 2006). Recently, some of these SNPs

Delday, 2003). The ability to predict meat tenderness is one of the
major issues facing the beef industry because meat tenderisation during
the post-mortem period is highly variable between carcasses, and
consumers demand a consistent product (Miller et al., 1995). Post-
mortem proteolysis of key myofibrillar proteins by endogenous
enzymes within the muscle fibre is the largest contributing factor
to meat tenderisation (Koohmaraie, 1996). In the calpain proteolytic
family, p-calpain (CAPN1) is responsible for the breakdown of
myofibrillar proteins, while calpastatin (CAST) inhibits - and m-calpain
(CAPN2) activity and, therefore, regulates post-mortem proteolysis.

* Corresponding author at: Unidad de Tecnologia en Produccién Animal, CITA-Aragon,
Av. de Montafiana, 930, 50059 Zaragoza, Spain. Tel.: 434 976716471; fax: +34 976 716
335.

E-mail address: jhcalvo@aragon.es (J.H. Calvo).

! These authors contributed equally to this work.

0309-1740/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2013.10.003

have been included as commercial genetic markers by some livestock
industries (Johnston & Graser, 2010). However, to ensure their correct
use in breeding programmes, it is essential that effects of the SNPs are
evaluated in different populations.

The aim of this study was to look for putative causative mutations in
the CAST and CAPN1 genes and to test the association of these mutations
with meat tenderness in the Parda de Montafia and Pirenaica breeds.

2. Materials and methods
2.1. Animal samples

This study was carried out on 196 animals of two Spanish beef
breeds: Parda de Montafia (n = 144), and Pirenaica (n = 52). Animal
samples were obtained from cattle of different experiments conducted
at the Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon
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(CITA) Research Station between 2003 and 2010 (Table 1). Cattle were
slaughtered in an EU-licensed commercial abattoir (MercaZaragoza,
Zaragoza, Spain) according to the European legislation (directive 86/
609/EEC) on animal protection and supervised by the Animal Welfare
Committee of the institution. Immediately after slaughter, a muscle
biopsy of the M. Longissimus thoracis at the 10th rib was obtained and
placed in RNAlater (QIAGEN, Madrid, Spain) using a sterile 6 mm
punch biopsy (Stiefel Laboratories, Madrid, Spain) for RNA extraction.
The samples were cut into 0.5 cm thick slices and completely submerged
in a collection tube containing 5 ml of RNAlater. Additionally, another
sample was taken for DNA extraction using the same 6 mm punch biopsy.

2.2. Instrumental texture analysis

After 24 h of chilling at 4 °C, the 10th rib of each left half carcass
was removed and transported to the CITA Research Station. The
M. Longissimus thoracis was excised, vacuum-packaged and stored at
4 °C for 7 days to determine the instrumental texture. Steaks were
prepared with a minimum thickness of 3.5 cm. One steak per animal
was heated in a water bath (75 °C) to an internal temperature of
70 °C. After cooling, at least ten probes per steak (approximate
10 x 10 mm? cross section) were cut with the fibre direction parallel
to the long dimension, which was required to be at least 30 mm
(Honikel, 1998). The dimensions of each probe were measured with a
digital calliper (Mitutoyo, Illinois, USA). The samples were sheared
perpendicular to the long axis of the core using an Instron (Model
5543, Instron Limited, Barcelona, Spain) with a Warner-Bratzler blade
and a cross-head speed of 150 mm/min. The maximum stress values
for each animal (maximum load per unit of cross section, kg/cm?)
were calculated by averaging the results of those 10 probes per steak.
Twenty animals of the Parda de Montafia and 10 of the Pirenaica
breed with extreme values for tenderness estimates obtained from the
Linear Mixed Model (see “statistical analysis: polymorphisms search”
in the Materials and methods section) were selected to search for
polymorphisms in the CAPN1 and CAST.

2.3. Search for polymorphisms

Genomic DNA was extracted from the muscle samples of 30 animals
with extreme tenderness estimated values using the SpeedTools DNA
Extraction kit (Biotools, Madrid, Spain). Three fragments of the CAPN1
gene (exon 9, exon 14/intron 14 and intron 17) and 3 of the CAST
gene (intron 5, intron 12 and exon 30/3’UTR) that contain different
SNPs associated with meat tenderness in different beef cattle breeds
(for CAPN1: Page et al.,, 2002; White et al., 2005; for CAST: Schenkel
et al., 2006; Barendse, 2002), were amplified by PCR and sequenced.
The primers for the CAPN1 fragments were designed based on primers
described by Soria, Corva, Huguet, Mifio, and Miquel (2010), whereas
primers for the CAST fragments were designed based on primers

Table 1

described by Schenkel et al. (2006) for intron 5, Juszczuk-Kubiak et al.
(2009) for intron 12 and Li et al. (2010) for exon 30. The markers'
locations, positions, primers and annealing temperature are detailed in
Table 2. PCR was carried out in a final PCR volume of 25 pl containing
5 pmol of each primer, 200 nM dNTPs, 2.0 mM MgCl2, 50 mM Kdl,
10 mM Tris-HCl, 0.1% TritonX-100 and 1 U Taq polymerase (Biotools,
Madrid, Spain). Cycling conditions were the same as those described
by Soria et al. (2010), Schenkel et al. (2006), Juszczuk-Kubiak et al.
(2009) and Li et al. (2010).

Total RNA was extracted from the M. Longissimus thoracis samples
from 5 Parda de Montafia and 3 Pirenaica animals with alternative
genotypes for CAST_4 (3 AA, 3 AT and 2 TT) and extreme tenderness
estimated values with TRI@QREAGENT (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain),
according to the manufacturer's instructions. The concentration and
quality of the extracted RNA were determined by nanophotometric
analysis (Implen, Madrid, Spain). To exclude possible amplification of
contaminating genomic DNA, samples were treated with DNAse
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Single-stranded cDNA was synthesised
from 1 pg RNA with the SuperScript® III Reverse Transcriptase
kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), following the manufacturer's
recommendations. CAST transcript variant 2 (GenBank acc. number
NM_174003) was amplified and sequenced. The primers were designed
using PRIMER 3 software (http://frodo.wi.mit.edu/) (Supplementary
Table S1). PCR amplification was carried out in a final PCR volume of
25, using the same conditions as described above. Cycling conditions
were as follows: an initial denaturation step of 94 °C for 3 min, 35 cycles
of [94 °C for 45 s, annealing temperature for 45 s, and 72 °C for 30 and
45 s for fragments 5-6 and 1-2-3-4, respectively] and a final extension
step of 72 °C for 10 min. The annealing temperatures for each fragment
are indicated in Supplementary Table S1. All PCR amplifications from
genomic DNA and cDNA were carried out in the MyCycler thermal
cycler machine (BioRad, Madrid, Spain). PCR products were tested for
their quality on 1.5% agarose gels stained with SYBR Safe (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).

The PCR products from genomic DNA and cDNA were purified
using the Macherey-Nagel-Extract II purification kit (Macherey-Nagel,
Germany), according to the manufacturer's instructions and sequenced
using an ABI Prism 3700 (Applied Biosystems, Madrid, Spain).
Sequencing reactions were performed in a total volume of 5 pl
with 1 pl of BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Madrid, Spain), 500 nM forward primers and 3-5 ng of
PCR purified product. Homology searches and sequence alignments
were performed with BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
and ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) software. The Kyte-
Doolittle hydropathy algorithm (Kyte & Doolittle, 1982) was used, and
the results were plotted. Antisense matches to individual miRNAs in
the 3’UTR sequences of the isolated bovine CAST gene were determined
using Microlnspector (http://bioinfo.uni-plovdiv.bg/microinspector/)
(Rusinov, Baev, Minkov, & Tabler, 2005).

Experimental animal design, number of animals, slaughter weight, age and meat maximum stress® of the studies used in this work.

Breed Gender Diet n Slaughter weight, kg Slaughter age, d Maximum stress
Mean Std. dev. Mean Std. dev. Mean Std. dev.

Parda de Montafia Steer Pasture + concentrate 33 528 427 594 289 7.3 2.01
Total mixed ration (60% forage: 40% concentrate) 8 501 403 539 39.0 7.7 1.12

Bull Milk + concentrate” 7 236 272 164 99 52 0.72

Pasture + supplement 24 457 36.6 371 344 93 2.00

Milk + pasture” 8 229 173 225 13.2 79 1.36

Concentrate 64 443 819 328 63.7 6.5 1.80

Pirenaica Steer Pasture + concentrate 8 488 529 614 19.9 8 2.07
Concentrate® 8 479 26.0 433 8.1 48 1.00

Total mixed ration (60% forage: 40% concentrate) 8 510 326 587 18.6 54 0.80

Bull Concentrate” 20 460 282 350 352 5.1 1.23

Heifer Concentrate® 8 473 427 444 131 4.1 0.56

3 Maximum stress (kg/cm?) after 7 days of ageing was registered using Warner-Bratzler shear force device to evaluate instrumental tenderness.

b Animals used for cDNA characterisation.
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Table 2

Information on the SNP genotyped for CAPN1 and CAST genes. Primer sequence, amplification size (AS), annealing temperature (Tann), restriction enzyme (Re) and PCR-RFLP pattern for

each allele for each SNPs.

Gene  Name (alias) Location Reference Position on UMD 3.0 Primers AS,bp Tann,°C Re PCR-RFLP
(size in bp)
CAPN1 CAPN1_1(316) Exon9 Page et al. BTA29: F: CCAGGGCCAGATGGTGAA 709 62 Btgl  C:371,251,87
(2002) 2.1827088G>A R: CGTCGGGTGTCAGGTTGC G: 622,87
CAPN1_2 (530) Exon 14 Page et al. BTA29: F: AGCGCAGGGACCCAGTGA 787 64 PfIF1  G: 598,122, 60,7
(2002) 2.1843665G>A R: TCCCCTGCCAGTTGTCTGAAG A:598,182,7
CAPN1_3 (4751) Intron 17 White et al. BTA29: g.1845653T>C  F: GAAGGGCTTGGGTTGGGATGTCGGCAGAG 215 74 BsaJl C: 126,89
(2005) R: AGGCTGGGAGGGGTGTTCTCTGAGTGCCA T: 215
CAST  CAST_1 Intron 5 Schenkel et al. BTA7: F: GAAGTAAAGCCAAAGGAACA 408 62 Rsal G:211,197
(2006) £.98533962C>G R: ATTTCTCTGATGGTGGCTGCTCACT C: 408
CAST 2 Exon 7 In this work BTA7: F: TGCATCATGTCCAGCAGA 238 55 Hhal A:238
£.98535683A>G R: CACGTGTGCTCACCTTGTCAGCTGGTA G: 178, 60
CAST_3* Exon 7 In this work BTA7: 8.98535716G>A F: GATCTCCGGTGGTGGAAAGAG 82 60
R: ACGTGTGCTCACCTTGTCA
Probe 1: ATCTGCCGAACCAGC
Probe 2: ATCTGCCAAACCAGC
CAST 4 Intron 12 In this work BTA7: F: GATGCCTTGTCATCCGACTT 516 62 BseYl A:516
2.98545188T>A R: GGACTGGCAGATGAAGGAAA T: 259, 257
CAST_5(2959)  Exon30/3'UTR Barendse (2002) BTA7: F: ACATTCTCCCCACAGTGCC 375 62 Ddel  A:247,128
2.98579663A>G R: GACAGAGTCTGCGTTTTGCTC G: 375

2 Genotyped using TagMan SNP genotyping assay.

2.4. SNP genotyping

Among all of the SNPs found, 3 and 5 SNPs in CAPNT and CAST genes,
respectively, were genotyped in the full population (Tables 3 and 4).
Genomic DNA was extracted from the 196 animals of our study using
the SpeedTools DNA Extraction kit (Biotools, Madrid, Spain). The 3
SNPs located in CAPN1 and CAST_1, 2, 4 and 5 were genotyped by
PCR-RFLPs, with the primers and conditions described in the ‘Search
for polymorphisms’ section and in Table 2. The PCR fragments used
for the search for polymorphisms were exactly the same fragments
as those used for the RFLP experiment. The gene sequence used
for CAST_2 primer design was obtained from the cattle genome alignment
of UMD vs. 3 (http://www.livestockgenomics.csiro.au/cgi-bin/gbrowse/
btauUMD3/). CAPN1_1, CAPN1_2, CAPN1_3, CAST_1, CAST_2, CAST_4 and
CAST_5 were detected with Btgl, PfIF1, BsaJl, Rsa I, Hhal, BseYl and
Ddel restriction enzymes (New England Biolabs, Beverly, MA, USA),
respectively. For each SNP, 10 pl of the PCR product was digested with
the corresponding enzyme for 4 h at 37 °C (Btgl, PfIF1, Rsa I, Hhal, BseYl

Table 3
Polymorphisms found in CAPN1 and CAST genes from genomic DNA.

Gene BTA Polymorphisms Location Position on UMD 3.0

CAPN1 29 SNP Exon 9 2.1827080G>A
SNP (CAPN1_1) £.1827088G>C
SNP (CAPN1_2) Exon 14 £.1843665A>G
SNP Intron 14 £.1843792C>T
SNP £.1844012C>T
SNP (CAPN1_3) Intron 17 £.1845653T>C
SNP £.1845679G>A

CAST 7 Indel Intron 5 2.98533776delA
SNP £.98533869T>C
SNP (CAST_1) £.98533962G>C
Indel Intron 12 £.98545051-98545056delAACAAC
Indel £.98545150delG
SNP (CAST_4) 2.98545188A>T
SNP £.98545109C-T
SNP Exon 30 (3'UTR) g.98579573A>G
SNP (CAST_5) 2.98579663A>G
SNP £.98579691C>T
SNP 2.98579763G>A
SNP 2.98579842A>G
SNP £.98579852C>T
SNP 2.98579856G>A

and Ddel) and 4 h at 60 °C (Bsajl), in a total volume of 15 pl. The PCR-
RFLP bands were visualised on 3% agarose gels stained with SYBR Safe
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The CAST_3 polymorphism was
genotyped using custom TagMan SNP genotyping assays designed by
Applied Biosystems with an ABI Prism 7500 platform (Applied
Biosystems, Madrid, Spain) using the manufacturer's protocol. Real-
time PCR was performed using 7.5 pl of TagMan 2 x universal master
mix (Applied Biosystems, Madrid, Spain), 0.25 pl of primer-probe
(36 UM and 8 uM for primers and probe, respectively), 6.25 pl of
RNase- and DNase-free water (Applied Biosystems, Madrid, Spain),
and 1 pl of sample DNA (50 ng) in a total volume of 15 pl per single
tube reaction.

2.5. Statistical analyses

2.5.1. Search for polymorphisms

Thirty animals from both breeds that had extreme tenderness
estimate values were selected from the 196 available. The effect of the
animal on meat tenderness (maximum stress, kg/cm?) was estimated
by fitting a Linear Mixed Model using the High Performance Mixed
procedure (HPMIXED) in SAS (Version 9.3; SAS Inst. Inc., Cary, NC).
The model included gender (G), breed (B), diet composition (D) and
the interaction of breed x diet composition (B x D) as fixed effects;
the slaughter weight (SW) and slaughter age (SA) were included as

variates; and the animal (A) from which records were collected and

eresidual (e) were included as random effects. Heterogeneous animal
variance was considered for the breed level (A ~ N (0, 0%5)) and
homogeneous variance for the residual (e ~N (0, 0®)). The equation of
the model was as follows:

Yy=u+G+B+D+(BxD)+bSW)+b(SA) +A+e.

2.5.2. SNP association studies

The associations between the 8 selected polymorphisms in the
CAPN1 and CAST genes with tenderness were performed by fitting a
Linear Mixed Model using the High Performance Mixed pro-
cedure (HPMIXED) in SAS. The model included the interaction of
breed x genotype of the SNPs (B x S), the gender within breed (G(B))
and the interaction diet x breed (D x B) as fixed effects; the slaughter
weight within breed (SW(B)) were included as a covariate; and the
animal (A) and the residual (e) were included as random effects.
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Table 4
Polymorphisms found in CAST gene from cDNA.
Gene BTA Polymorphisms Location Position on UMD 3.0
CAST 7 SNP Exon 6 £.98534197T>C
SNP (CAST_2) Exon 7 £.98535683A>G
SNP (CAST_3) Exon 7 2.98535716G>A
SNP Exon 8 £.98539771CT
SNP Exon 9 2.98541469C-T
SNP Exon 9 £.98541475G>A
SNP Exon 17 £.98552479T>C
SNP Exon 18 2.98552563T>C
SNP Exon 18 £.98552569T>C
SNP Exon 18 £.98552572T>C
SNP Exon 18 £.98552575G>A
SNP Exon 18 £.98552605T>C
SNP Exon 18 £.98552614T>C
SNP Exon 21 £.98563530A>G
SNP Exon 24 2.98565117A>G
SNP Exon 24 £.98565154G>C
SNP Exon 30 £.98579573A>G
SNP (CAST_5) Exon 30 2.98579663A>G
SNP Exon 30 £.98579691T>C
SNP Exon 30 2.98579763G>A
SNP Exon 30 £.98579842A>G
SNP Exon 30 £.98579852T>C
SNP Exon 30 2.98579856G>A

Heterogeneous animal variance was considered for the breed level (A~N
(0, 0%ag)) and homogeneous variance for the residual (e ~N (0, 0%)). The
equation of the model was as follows:

y=u+ (BxS)+G(B)+ (BxD)+bSW(B)) +A+e.

To test differences between genotypes for each breed the least
square means (LSMs) for each pair-wise comparison were estimated.
A Bonferroni correction was applied to take into account the multiple
tests. All SNPs were independently analysed with the same statistical
model.

2.5.3. Haplotype association studies

PLINK software (Purcell et al., 2007) was used to estimate linkage
disequilibrium (LD) among all pairs of the 3 and 5 SNPs of the CAPN1
and CAST genes measured as r?, the squared correlation based on
genotypic allele counts. The Hardy-Weinberg equilibrium exact test
values and observed and expected heterozygosities for each SNP were
also calculated using PLINK. Significant SNP associations were followed
up with haplotype analyses. SNPs were phased in PLINK using the
expectation-maximisation (E-M) algorithm to assign individual
haplotypes. Associations between the haplotypes and meat tenderness
were performed using a Linear Mixed Model using the High
Performance Mixed procedure (HPMIXED) in SAS. The model fitted
was similar to that used for the SNP association studies, but including
the breed (B) nested to the haplotype (H) effect (H(B)). Haplotypes
for each individual were codified including 0, 1 or 2 to indicate the
number of copies of each haplotype. The equation of the model was as
follows:

y = u+H(B) + G(B) + (B x D) + b(SW(B)) + A +e.

Only haplotypes with a frequency greater or equal than 1% were
considered. To test differences between haplotypes, the least square
means (LSMs) for each pair-wise comparison were estimated. A
Bonferroni correction was applied to take into account the multiple
tests.

3. Results and discussion
3.1. Polymorphisms description

The phenotypic mean values for maximum stress were 7.22 + 2.09
and 540 + 1.69 for the Parda de Montafia and Pirenaica breeds,
respectively. Phenotypic and animal variances for meat tenderness
were higher in the Parda de Montafia (0f = 4.37; 0z = 2.26) than the
Pirenaica breed (0f = 2.85; 0% = 0.52). The residual variance was 0.83.
The six fragments of CAPN1 and CAST genes that contained different
SNPs associated with meat tenderness in different beef cattle breeds
revealed a total of 7 and 14 polymorphisms in genomic DNA,
respectively (Table 3). For CAPN1, three SNPs were located in coding
regions. Two of them were the SNPs g.1827088G>C (CAPN1_1) and
2.1843665G>A (CAPN1_2) that were previously described by Page
et al. (2002) as 316 and 530, respectively, while the third SNP was a
synonymous substitution located in exon 9 (BTA29: g.1827080G>A).
Both SNPs, CAPN1_1 and CAPN1_2, and the SNP g.1845653T>C
(CAPN1_3), described by White et al. (2005) as 4751, were genotyped
because of their association with meat tenderness in other studies.
Page et al. (2004) showed an association between genotypes at the
CAPN1_1 and CAPN1_2 SNPs and shear force in a Bos taurus crossbred
population. In the B. taurus crossbred population, these effects were
weaker, while Johnston and Graser (2010) also found weaker effects
in a population of pooled temperate breeds and in a population of
pooled tropical breeds. White et al. (2005) also showed that the G allele
of the CAPN1_1 marker was associated with a higher shear force in a Bos
indicus x B. taurus crossbred population. These authors also found an
association between CAPN1_3 and tenderness in a multisire American
Brahman population. Similarly, Allais et al. (2011) showed that
CAPN1_1 A allele segregated at a low frequency in the Charolais breed
(9%), as was found in our study. These authors found an association
between this marker and tenderness in this breed and in Limousine
cattle, showing that the G allele had a negative effect on meat
tenderness.

For the CAST gene, none of the polymorphisms found were located in
the coding region. Seven polymorphisms were located in the 3’'UTR
region and three of them modify putative target sites of two bovine
miRNA (bta-miR-542-5p and bta-miR-488, respectively). The SNP
2.98579663A>G (on BTA7 of the bovine genome assembly UMD 3.0)
(CAST_5) modified the putative target site for bta-miR-542-5p, as was
described previously by Barendse (2002). This SNP has been associated
with meat tenderness in several studies (Casas et al., 2006; Van
Eenennaam et al., 2007; Johnston & Graser, 2010; Allais et al., 2011),
that found the G allele to be associated with less tender meat. The
2.98545188T>A polymorphism (CAST_4) had not been previously
described and was chosen for association analysis because of its location
in the middle of the gene in intron 12. The SNP £.98533962C>G
(CAST_1) had been previously described by Schenkel et al. (2006) and
was associated with meat tenderness, with the C allele being associated
with more tender meat.

To identify possible causative mutations that alter the amino
acid sequence in calpastatin, the cDNA of 8 animals were sequenced.
From the sequencing of 2822 bp of cDNA, 23 SNPs were
found (Table 4). Among these SNPs, the CAST_2 and CAST_3 SNPs
(BTA7: g.98535683A>G and BTA7: g.98535716G>A of the bovine
genome assembly UMD 3.0, respectively) were located at exon 7
and changed the amino acid sequence at positions p.Thr182Ala
(CAST_2) and p.Glu193Lys (CAST_3) (GenBank NM_174003). The
2.98535683A>G SNP (p.Thr182Ala) was previously identified using
the alignment of CAST sequences deposited in GenBank, but it was
not characterised (Motter, Corva, Krause, Perez Cenci, & Soria,
2009). In the latter study, the authors concluded that the
2.98535683A>G SNP (p.Thr182Ala) would not have any effect on
CAST protein function, which contradicts the results of the present
study (Motter et al., 2009).
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3.2. Association analyses

Table 5 shows the genotype and allele frequencies found for each of
the 8 selected SNPs in the total population and in each breed. The
genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium for all
SNPs, except for the SNP g.1845653T>C (CAPN1_3), which showed a
deficit of heterozygous animals.

The association studies showed that tenderness was affected by
gender in the Parda de Montafia breed and by diet between breeds
(Table 6). In the Parda de Montafia breed, beef from steers was more
tender than that from bulls (—2.12 + 0.53 kg/cm?). The differences in
tenderness between bulls and steers could be due to the fact that
castration affects muscle fibre diversification (Brandstetter, Picard, &
Geay, 1998). In the Pirenaica breed, however, beef from steers, bulls
and heifers had similar tenderness values. The different effects of
castration on tenderness between breeds were already reported by
Mandell, Gullett, Wilton, Kemp, and Allen (1997). These authors
suggested that the difference in the maturity of the bulls between
breeds could be responsible for their different responses to castration.
In fact, the Pirenaica breed is late-maturing, whereas the Parda de
Montafia breed can be classified as intermediate-maturing (Piedrafita
et al., 2003). Therefore tenderness differences between bulls and steers
at the same age would be more evident in the Parda de Montaiia breed,
as animals were closer to maturity when full potential gender
differences are expressed. There is a great controversy over the effect
of the diet on meat tenderness. In this work (Table 6), we have observed
that in the Parda breed, diets based on grain and milk plus grain
produced more tender meat (from —2.83 + 044 to —3.18 +
0.84 kg/cm?) than that obtained under total mixed ration and pasture
plus supplement. In Pirenaica, total mixed ration and grain showed
higher values of meat tenderness than those of pasture plus supplement
(—2.38 £ 060 and —3.36 £+ 0.59, respectively). Diet can affect
tenderness through the type of feed or the plane of nutrition (Muir,
Deaker, & Bown, 1998). According to the abovementioned review, the
type of feed did not affect tenderness when the cattle had similar
slaughter weights. In our study, tenderness had been corrected for
slaughter weight, and therefore the observed differences were not
related to this trait. In a review of Andersen (Andersen, Oksbjerg,
Young, & Therkildsen, 2005), the authors stated that when there is a
decreased rate of protein degradation, possibly related to the plane of
nutrition, there might be an increased muscle growth but decreased
tenderness. Additionally, other authors reported that diets could induce
differences in intramuscular fat content (Blanco et al., 2010), which
could result in different tenderness (French et al., 2000). Accordingly,
in our study, the diets with higher energy concentration resulted in
more tender beef, all treatments considered.

Tenderness was not affected by the CAPN1_1 (p = 0.391), CAPN1_2
(p = 0.289) and CAPN1_3 (p = 0.898) genotypes in both breeds. This
lack of association could be due to the low sample number of animals
and the unbalanced number of genotypes in the studied population
for CAPN1_1. However, after the Bonferroni correction, the CAST_1
(p = 0.019), CAST_2 (p = 0.008), and CAST 4 (p = 0.011) showed
differences in meat tenderness between genotypes in the Parda de
Montafia breed. No significant differences between genotypes were
found in the Pirenaica breed (Table 7). In our study, no associations
were found for the CAST_5 SNP. This SNP was firstly described by
Barendse (2002) and has been associated with meat tenderness in
several studies (Casas et al, 2006; Van Eenennaam et al., 2007;
Johnston & Graser, 2010; Allais et al., 2011). Casas et al. (2006) found
that the GG and GA genotypes produced less tender meat when
compared with animals with the AA genotype. This significant additive
effect of the G allele of CAST_5 has also been found in the Blonde
d'Aquitaine breed, and in the CRC1 population of pooled temperate
breeds and the CRC1 population of pooled tropical breeds, Charolais,
Hereford, and Brahman animals. In our study, we also found a severe
under-representation of animals that were homozygous for the

Table 5
Numbers of animals for each genotype and allelic frequencies for CAPN1 and CAST genes
and breeds.

SNP Genotype Allele Total Parda de Pirenaica
Montafia
n n n
CAPN1_1 GG 170 126 43
GA 23 17 6
AA 0 0 0
G 0.94 0.94 094
CAPN1_2 GG 70 61 9
AG 87 57 29
AA 34 21 13
G 0.59 0.64 0.46
CAPN1_3 CC 33 29 4
CcT 71 43 27
T 90 70 20
T 0.65 0.64 0.66
CAST_1 CC 93 74 18
CG 78 52 26
GG 23 16 7
C 0.68 0.70 0.61
CAST.2 AA 83 66 17
AG 93 65 28
GG 20 13 7
A 0.66 0.68 0.60
CAST_3  AA 4 3 1
AG 46 33 13
GG 146 108 38
G 0.86 0.86 0.86
CAST 4 TT 102 81 21
AT 72 48 24
AA 21 14 A7
T 0.71 0.73 0.63
CAST 5 AA 120 91 29
AG 64 45 19
GG 11 7 4
A 0.77 0.79 0.74

unfavourable allele (GG; n = 11), as was found in other previously
published studies.

Table 7 shows the type III test for the fixed effect genotype x breed
and the least square means for the genotype x breed pair-wise
comparisons of the 5 CAST polymorphisms studied. For CAST_1, the
meat from animals carrying the CG genotype was 1.64 kg/cm? more
tender than that from animals carrying the GG genotype. No significant
differences were found when comparing CC vs. CG and CC vs. GG
genotypes. For the CAST_2 polymorphism, the AA and AG genotypes
showed higher tenderness values (—1.77 kg/cm? and — 1.80 kg/cm?,
respectively) than that of the GG genotype. No significant difference in
tenderness was observed between AA and AG genotypes. Finally, for
CAST_4 the AA genotype showed lower tenderness values than those
of the AT (1.76 kg/cm?) and TT (1.58 kg/cm?) genotypes, but no
significant differences in tenderness were found between the AT and
TT genotypes. In our study, the genotypes GG, GG and AA for the
CAST_1, CAST_2 and CAST_4 SNPs, respectively, showed higher shear
force than the other genotypes and a negative effect on meat
tenderness. Similar difference estimates between genotypes were
found for the three SNPs CAST_1, CAST_2 and CAST_4. The heterozygous
genotypes, GC, GA and TA, did not show either significant differences
with the CC, AA and TT genotypes for CAST_1, CAST_2 and CAST 4,
respectively, or intermediate tenderness as was previously published
as an additional effect of the CAST gene (Casas et al., 2006; Schenkel
et al., 2006; Allais et al., 2011; Chung & Davis, 2012).

The effect observed in the current study for the CAST_1 G allele was
higher than that found by Chung and Davis (2012) and Schenkel et al.
(2006), where the effect was 0.15 and 0.17 kg/cm?, respectively.
Schenkel et al. (2006) associated the CAST_1 SNP with shear force across
days of post-mortem ageing (p = 0.005); the CC genotype yielded beef
that was more tender than the GG genotype (—0.32kg + 0.13), and the
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Table 6
Least square means and standard error for gender (breed) and diet x breed effects in data of M. Longissimus thoracis shear force at 7 days of post-mortem ageing.

Effect Breed Level 1 Level 2 Estimate Standard error Adj p-value

Gender (breed) Parda Steer Bull —212 0.529 0.0018™*
Pirenaica Steer Bull —0.27 0.508 1.0000
Pirenaica Steer Cow 0.71 0.591 1.0000
Pirenaica Bull Cow 0.98 0.505 0.5786

Diet x breed Parda Milk + pasture Total mixed ration —1.01 1.153 1.0000
Parda Milk + pasture Grain 2.18 0.871 0.4063
Parda Milk + pasture Milk + grain 2.70 0.986 0.2151
Parda Milk + pasture Pasture + supplement —0.65 0.940 1.0000
Parda Total mixed ration Grain 3.18 0.848 0.0092"**
Parda Total mixed ration Milk + grain 371 1.205 0.0814
Parda Total mixed ration Pasture + supplement 0.36 0.727 1.0000
Parda Grain Milk + grain 0.52 0.939 1.0000
Parda Grain Pasture + supplement —283 0.441 0.0001™"
Parda Milk + grain Pasture + supplement —3.35 1.003 0.0363*
Pirenaica Total mixed ration Grain 0.98 0.610 1.0000
Pirenaica Total mixed ration Pasture + supplement —238 0.600 0.0044™*
Pirenaica Grain Pasture + supplement —3.36 0.593 0.0001***

Bonferroni correction was applied.
* p<0.05.

** p<0.01.

*% p<0.0001.

CG genotype had intermediate tenderness at 7 days post-mortem.
Chung and Davis (2012) showed similar association results but found
that the CC genotype yielded a meat more tender than the GG genotype
(—1.056 kg) at 14 days post-mortem in the Hanwoo breed. In the
current study, pair-wise differences between homozygous genotypes
for CAST_1, CAST_2 and CAST_4 were between 1.33 and 1.77 kg/cm?
above the mean of maximum stress for the Parda de Montafia breed.
Moreover, in those studies, the heterozygous genotype had intermediate
tenderness, which did not occur in our study. These findings, together
with the knowledge that CAST_1 and CAST_4 polymorphisms were not
the causative mutations, indicate that CAST_2 polymorphisms could be
the causative mutation of the effect found in this study.

Results from LD analyses are shown in Supplementary Table S2. It is
outstanding that the analysis of LD revealed the existence of only one
block of SNPs segregating jointly, constituted by the SNPs CAST_1,
CAST_2 and CAST_4 (r? from 0.71 to 0.88). The LD between CAPN1 and
CAST SNP pairs had values lower than 0.028, ranking from 0.00006 to
0.02800 (Supplementary Table S2). The joint genotype GG-GG-AA for
CAST_1-CAST_2-CAST_4 SNPs was found in 19 of the 20 animals with
the GG genotype for CAST_2, indicating that these SNPs were in
strong LD. Moreover, the effect detected for meat tenderness was the
same in all three SNPs. The statistically significant SNP associations
were complimented by CAST-specific haplotype analyses, presented in

Table 7

Table 8. The haplotype analysis identified 7 and 19 haplotypes for the
CAPN1 and CAST genes, respectively. Five haplotypes had a frequency
of more than 1% accounting for 98.97% of the total haplotypes identified
for CAPN1. No significant associations were found for the CAPN1
haplotypes and meat tenderness. For the CAST gene, 8 haplotypes had
a frequency of more than 1% accounting for 94.38% of the total
haplotypes. The haplotypes h, and hs showed significant associations
with meat toughness. Homozygous hy/h, animals yielded beef that
was less tender than that of animals with one copy (2.27 kg/cm?) or
no h, copies (3.17 kg/cm?) (Table 8). Heterozygous animals for this
haplotype had meat of greater toughness than animals with no copies
(0.90 kg/cm?) but with a p-value of 0.07. For this haplotype, the G, G
and A alleles for the CAST_1, CAST_2 and CAST_4 SNPs, respectively,
were associated with meat toughness in the SNP association analysis.
Animals with one copy of the haplotype hs (n=11) had meat of greater
toughness than animals with no copies (1.96 kg/cm?). No homozygous
hs/hs animals were found. This haplotype contained the C, G and T
alleles for the CAST_1, CAST_2 and CAST_4 SNPs, respectively, and only
the CAST_2 polymorphisms included an allele associated with meat
toughness in the SNP association analysis. These results are consistent
with the results found for the SNP associations showing that the
CAST_2 polymorphisms might be the causative mutation of the effect
found in this study.

Type III test of the fixed effect genotype x breed and least square means and standard error for genotype x breed pair-wise comparisons of the CAST polymorphisms in data of M. Longissimus

thoracis shear force at 7 days of post-mortem ageing.

SNP F-value Pr>F Parda de Montafia Pirenaica
Genotype Genotype
CAST_1 3.20 0.019"* CCvs. CG CCvs. GG CG vs. GG CCvs. CG CCvs. GG CG vs. GG
0.314+0.349 —1.33 +£0.512 —1.64+0538" —0.02 - 0.366 —0.98 4+ 0.562 —0.96 4 0.555
CAST 2 378 0.008""* AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG
0.03 + 0332 —1.77 £ 0542™* —1.80 + 0555 0.11 £ 0372 —0.90 + 0.574 —1.01+0546
CAST_3 042 0.795 AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG AAvs. AG AA vs. GG AG vs. GG
0.1241.351 —0374+1.321 —0.49 4- 0383 0.02 4 1.376 0.08 4+ 1.334 0.06 4- 0.443
CAST 4 3.55 0.011** AAvs. AT AAvs. TT AT vs. TT AAvs. AT AAvs. TT AT vs. TT
1.76 + 0.558" 1.58 + 0.524* —0.17 + 0351 0.89 +£ 0574 1.02 4+ 0.547 0.134+ 0376
CAST_5 1.97 0.110 AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG AAvs. AG AA vs. GG AG vs. GG
0.28 4+ 0.340 —1.27 +£0.718 —1.55 4+ 0.748 —0.06 4 0.360 —1.27 4 0.681 —1.20 4 0.680
Bonferroni correction was applied.
* p<0.05.
** p<0.02.

5 20,01,
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Table 8

Type Il test of the fixed effect haplotype (breed) and least square means and standard errors for haplotype (breed) pair-wise comparisons of the CAST haplotypes in data of M. Longissimus

thoracis shear force at 7 days of post-mortem ageing.

Haplotype  Haplotype Frequency F Pr>F  Parda de Montafia Pirenaica
number (%) Ovs1? 1vs2° 0vs2° Ovs1 1vs2 0vs2
1 CAGTA 61.0 129 0275 0.327 +0.569 —0.859 40412 —0.53140.704 0.444 + 0.942 —0.18040.555 0.264 4 1.249
2 GGGAG 13.8 258 0039 —0.904 + 0497 —2274+£1037° —3178+1.107°" —0286+0623 —1212+1.092 —1.498+ 1346
3 GGAAA 7.7 0.2 0.897 —0.36240.525 . - 0.211 £ 0.653 0.229 £ 1.727 0.441 4+ 1.840
4 GGGAA 3.8 123 0301 —1.250+0654 037141958 —0.878 4+ 1.937 —0.039+0.788 - -
5 CGGTA 2.8 886 0003 —1969+0661% - - - - -
6 GGAAG 2.8 004 0963 —0.107 4-0.689 - - —03334+1.502 - -
7 CAGTG 1.5 093 0395 1.178 +0.865 - - 0.153 £ 1.448 - -
8 CAATG 1.0 103 0359 1.516+ 1.080 - - 0.510 + 1.672 - -
Bonferroni correction was applied.
* p<0.05.
** p<0.01
2 0vs 1: 0 copy of the haplotype versus 1 copy of the haplotype.
b 1 vs 2: 1 copy of the haplotype versus 2 copies of the haplotype.
€ 0vs 2: 0 copy of the haplotype versus 2 copies of the haplotype.
d

The proportion of the phenotypic variance explained by the
2.98535683A>G SNP (CAST_2) was estimated by fitting a Linear
Mixed Model using the High Performance Mixed procedure (HPMIXED)
previously described in the ‘statistical analysis: polymorphisms
search’ in the Materials and methods section, but also including the
2.98535683A>G genotype as random effect. Phenotypic, animal and
2.98535683A>G variances for meat tenderness in the Parda de
Montafia were 4.373, 1.908 and 0.805, respectively, while for Pirenaica
were 2.854, 0.260 and 0.144. Then, the proportion of the phenotypic
variance explained by the g.98535683A>G SNP was 18.41 and 5.06%
for the Parda de Montafia and Pirenaica breeds, respectively.

The 2.98535683A>G (CAST_2) polymorphism was located at exon
7 and caused a change in the amino acid sequence at position
182 (NM_174003: p.Thr182Ala); the GG genotype was found to
yield beef that was less tender than the AG (— 1.80 kg/cm?) and the
AA (—1.77 kg/cm?) genotypes (Table 7). Thr182Ala is a non-
conservative substitution located at exon 7 in a well-conserved area
between mammalian species of the L domain. The function of the L
domain is not clear, but it can interact with the DII-domain of calpain
in its inactive calcium-free form through the amino acid sequence
encoded by exons 4-7 (De Tullio et al., 2009; Melloni et al., 2006). At
nanomolar concentrations of Ca?™, typical of resting cells, calpain
remains inactive, but a Ca®™ influx activates calpain, and the level of
proteolysis or tenderisation in meat depends on the concentration of
inactive calpain. The association of the still-inactive calpain with
cytosolic calpastatin can regulate this concentration. This interaction is
highly specific but the stability of the complex calpain-calpastatin
depends on the electrostatic charges localised in the interacting regions.
In this respect, the hydropathy associated with each amino acid change
ranges from —0.7 to 1.8 for Thr and Ala, respectively, on the Kyte-
Doolittle scale. Furthermore, Thr is one of the phosphorylatable amino
acids, and the introduction of negative phosphate groups negatively
affects the stability of this interaction (De Tullio et al., 2009). The
substitution of Thr (g.98535683A) for Ala (g.98535683G) could
generate a more stable union between calpain and calpastatin. This is
also supported by Barendse et al. (2007) who found a Pro52Leu change
in the L domain that changed the hydropathy plot of calpastatin (from
1.6 to 3.8). This amino acid change was also associated with meat
tenderness, and the authors hypothesised that the change in the
hydropathy of this region could affect the strength of the binding of
calpastatin to cell membranes and to calpain.

In conclusion, the CAST_2 polymorphism was the SNP with the most
significant association to meat tenderness tested in this study and with
the highest genotype effects, and the GG genotype was found to yield
less tender beef than the other genotypes. These results lead to
the hypothesis that the CAST_2 mutation of the CAST gene might be

—: This pair-wise comparison could not be analysed because there were not animals with one or two copies.

responsible for the variation in meat tenderness at 7 days post-mortem
observed in animals from the Parda de Montafia breed.

To confirm the effects of this new polymorphism found in the current
experiment, it will be necessary to increase the number of animals
analysed and to test the effect of the CAST p.Thr182Ala genotypes on the
calpastatin activity by zymography or co-immunoprecipitation. The
identified polymorphism may be useful for the industry as a genetic
marker to identify tough meat and design adequate handling procedures
for these carcasses.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.meatsci.2013.10.003.
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NUEVO SNP DE LA CALPASTATINA (CAST) ASOCIADO CON LA TERNEZA DE LA
CARNE DE BOVINO
L. P. Igudcel', J. H. Calvo"?, J. K. Kirinus®, M. Serrano®, G. Ripoll', I. Casasus', M. Joy', L.
Pérez-Velasco', P. Sarto', P. Alberti', M. Blanco'.
' CITA Avda. Montafiana 930, 50059 Zaragoza.lpiguacel@aragon.es 2 ARAID 2 Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, Brasil “ INIA, Madrid

INTRODUCCION
Los consumidores consideran la terneza como el atributo mas importante de la calidad de la
carne (Ouali et al., 2006). La tenderizacién de la carne es muy variable y los consumidores
exigen productos homogéneos, por lo tanto, la prediccién y certificacion de la terneza de la
carne es de gran importancia para la industria carnica.
En la etapa post-mortem, la calpaina (CAPN1) es la responsable de la rotura de las
proteinas miofibrilares del musculo, mientras que la calpastatina (CAST) inhibe la actividad
de la CAPN1. El incremento post-mortem de la actividad de CAST ha sido relacionada con
una disminucién de la terneza de la carne (Koohmaraie et al., 1995; Chung y Davis, 2012).
En 1995, Koohmaraie et al. propusieron la utilizacion de los polimorfismos de CAST para
predecir la terneza de la carne bovina. Diferentes SNPs del gen CAST se han asociado con
la terneza en diferentes razas bovinas (Casas et al., 2006, Barendse et al., 2007, Allais et
al., 2011).
El objetivo de este estudio fue el aislamiento de SNPs del gen CAST y la caracterizacion de
sus efectos en la terneza de la carne con el fin de proporcionar informacién que mejore la
seleccion genética de los animales.

MATERIAL Y METODOS
El estudio se realizé en 196 animales, terneros enteros, castrados y hembras de las razas
Parda de Montafa (n=144) y Pirenaica (n=52) procedentes de diferentes experimentos
realizados en el CITA desde 2003 a 2010. De cada animal se registré dieta (D), género (G),
raza (R), peso (PS) y edad al sacrificio. Tras 24 horas a 4°C, se extrajo el musculo
Longissimus thoracis de la décima costilla de cada canal izquierda. Dicho filete se envasé al
vacio y se madur6 durante 6 dias para determinar la textura instrumental. Los filetes se
cocieron en agua (temperatura interna 70°C). Una vez enfriados, se cortaron
paralelepipedos con una seccién de 10mmx10mm y 30mm de largo que fueron seccionados
perpendicularmente con una célula Warner-Bratzler, registrandose el esfuerzo méximo
(Kg/cm?). Se estimé el valor animal de la terneza mediante un modelo mixto con la dieta,
género, raza, peso y edad al sacrificio como efectos fijos y el animal como efecto aleatorio.
Se extrajo el DNA de las 196 muestras de carne mediante kit comercial. Igualmente, de los
animales de los que se disponia el musculo Longissimus thoracis, obtenido y conservado en
condiciones adecuadas, se extrajo el RNA y se retrotranscribié a cDNA. Se seleccionaron 5
animales de raza Parda de Montafa y 3 de raza Pirenaica con valores extremos de las
estimas del efecto del animal sobre la terneza y se amplificé y secuencio el transcrito 2 del
gen CAST (GenBank acc. number NM_174003) a partir del cDNA. Con la finalidad de
identificar posibles posiciones polimérficas, las secuencias obtenidas fueron alineadas
mediante los programas BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). La hidropaticidad de la proteina se estudié mediante el
algoritmo de Kyte-Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982). De los SNPs encontrados en la
secuenciacion se realizd el genotipado de las mutaciones que producen un cambio
aminoacidico. Dicho genotipado se realiz6 mediante PCR-RFLPs y sondas TagMan.
El efecto de los polimorfismos estudiados sobre la terneza de la carne se obtuvo mediante el
ajuste a un Modelo Lineal Mixto mediante el procedimiento MIXED del SAS, en el que se
incluyen como efectos fijos: genotipo del SNP (S), género anidado a la raza (G(R)) y la
interaccién entre la dieta y la raza (D x R) y como covariables el peso al sacrificio anidado a
la raza (PS(R)). Los efectos aleatorios fueron el animal anidado a la raza (A ~ N (0, 62AR)) y
el residuo (e ~ N (0, 6leT2)). La ecuacién del modelo fue la siguiente:
y=u+ S+ G(R) + DxR +b(PS(R)) + animal(R) + e
donde y es el esfuerzo (kg/cm?) (terneza), p es la media de la poblacién, y b es el coeficiente
de regresion lineal de y en PS(R), relacionando la variacion de la caracteristica como una
funcion del peso al sacrificio en cada raza. Se realiz6 un segundo analisis incluyendo la
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interaccion entre el genotipo del SNP y la raza como efecto fijo (S x R). Finalmente, se
realizé la comparacion directa por pares de las medias minimo-cuadraticas con la correcciéon
de Bonferroni.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la secuenciacion del transcrito 2 del gen CAST, se encontraron 23 SNPs de los cuales
solo 2, situados en el exdén 7, producen un cambio aminoacidico Thr182Ala y Glu193Arg (en
relacion a la secuencia de referencia depositada en el GenBank NM_174003).
El SNP Thr182Ala fue identificado anteriormente mediante alineamiento de las secuencias
depositadas en la base de datos de GenBank (Motter et al., 2009) pero no fue caracterizado.
Los autores concluyeron que no tendria ningun efecto sobre la funcion de la proteina, lo cual
contradice los resultados expuestos en este trabajo.
En el presente estudio, la terneza se asoci6 con el SNP Thr182Ala (P = 0,001) pero no con
Glu193Lys (P = 0,68) (Tabla 1). En el primer SNP, la carne del genotipo GG resultdé ser
menos tierna que la de los genotipos AG y AA. Cuando se analizaron los efectos de los
SNPs en cada una de las razas por separado, so6lo se encontraron efectos en la raza Parda
de Montafia pero no en la raza Pirenaica (Tabla 2) debido, probablemente, al bajo nimero
de animales genotipados y a la distribucién desigual de los genotipos (AA: 32,7%; AG
53,8%, GG: 13,5%).
El efecto del genotipo del SNP Thr182Ala sobre la terneza fue mayor (0,65 y 0,84
desviaciones estandar para el total de la poblacién y para la Parda de Montafa,
respectivamente) que la encontrada por otros autores para otros SNPs en el gen CAST
(0,20-0,40; Casas et al., 2006, Allais et al., 2011). Ademas, los genotipos AG y AA tuvieron
una terneza similar. Este resultado podria indicar un efecto autosémico recesivo de la
mutacion Thr182Ala para la terneza de la carne bovina, mientras que otras mutaciones
descritas en este gen muestran un efecto autosémico codominante.
El SNP Thr182Ala se localiza en el dominio L de la proteina. La funcién de este dominio no
se conoce bien, pero Melloni et al. (2006) y De Tulio et al. (2009) demostraron que este
dominio puede interaccionar con el dominio DIl de la calpaina, a través de la secuencia de
aminoacidos codificada por los exones 4 - 7. Esta interaccion es muy especifica, pero la
estabilidad del complejo de la calpaina-calpastatina depende de las cargas electrostaticas
localizadas en las regiones que interactian. En este sentido, la hidropaticidad asociada a
cada aminoécido varia desde -0,7 (Thr) hasta 1,8 (Ala) (escala de Kyte-Doolittle). Ademas,
Thr es uno de los aminoacidos fosforilables, y como observaron De Tullio et al. (2009), la
introduccion de grupos fosfato negativos afecta negativamente a la estabilidad de esta
interaccién. Por lo tanto, la sustitucion de Thr por Ala podria implicar una unién méas estable
entre la calpaina y calpastatina. Barendse et al. (2007) encontraron un cambio aminoacidico
Pro52Leu en el dominio L asociado con la terneza de la carne, que producia un cambio en la
hidropaticidad de la calpastatina. Segun dichos autores, el cambio de hidropaticidad en esta
region podria afectar a la uniéon de calpastatina con las membranas celulares y con la
calpaina.
En conclusion, el polimorfismo Thr182Ala de CAST podria ser responsable de una parte de
la varianza en la terneza de la carne en la poblacién estudiada de la raza Parda de Montafa.
Es necesario evaluar el efecto de los genotipos de Thr182Ala sobre la actividad de la
calpastatina para confirmar los efectos de este nuevo polimorfismo encontrado. EI SNP
identificado puede ser Util para la industria como un marcador genético para identificar la
carne de mayor dureza y adaptar su maduracién para garantizar una carne de calidad.
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Tabla 1. Efecto fijo de tipo 3 y comparaciones por pares de las medias minimo-
cuadraticas de los polimorfismos en el gen CAST en el esfuerzo del M. Longissimus
thoracis tras 7 dias de maduracion (Kg/cm?).

SNP F-value Pr>F Genotipo

AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG
Thr182Ala 6,97 0,001 0,05t0,24  -1,35+0,39** -1,40+0,38**
Glu193Arg 0,38 0,680 0,10+0,96  -0,15+0,93 -0,25+0,28

*P<0,05; ** P< 0,01.

Tabla 2. Efecto fijo de tipo 3 y comparaciones por pares de las medias minimo-
cuadraticas de raza x genotipo SNP de los polimorfismos en el gen CAST en el
esfuerzo del M. Longissimus thoracis tras 7 dias de maduracion (Kg/cm?).

SNP F-value Pr>F Genotipo
AAvs. AG AAvs. GG AG vs. GG

Thr182Ala 3,80 0,008

Parda de Montafia 0,03+0,33 -1,77+0,54* -1,80 +0,55*

Pirenaica 0,11 +0,37 -0,90+0,57 -1,01+0,54
Glu193Arg 0,42 0,794

Parda de Montana 0,12+1,35 -0,37+1,32 -0,49 £ 0,38

Pirenaica 0,02+1,37 0,.08+1,33 0,06 + 0,44

*P<0,05;
A NEW SNP IN CALPASTATIN (CAST) GENE ASSOCIATED WITH BEEF TENDERNESS

ABSTRACT: Calpastatin (CAST) inhibits p- and m-calpain activity and, therefore, regulates
post-mortem proteolysis, being some SNPs in CAST gen associated to meat tenderness. In
this work, a new SNP located at exon 7 (position BTA29: 98535683 on UMD 3.0) was
associated to meat tenderness (P= 0.001). Beef from GG genotype was tenderer than that
from AG and AA genotypes, which had similar tenderness. This mutation change the amino
acid sequence at position Thr182Ala and could change the electrostatic charges localized in
the interacting regions between the calpastatin L-domain and calpain. Moreover,
heterozygous genotypes did not show either differences with the tender genotype or
intermediate tenderness indicating an autosomal recessive inheritance effect of the
Thr182Ala mutation for beef tenderness. The effect of the genotype of the Thr182Ala
mutation on tenderness was higher (0.65 SD and 0.84 SD for the Total and Parda de
Montafna populations, respectively) than those found previously for other SNPs in the CAST
gene. Further studies are necessary to test the effect of the CAST Thr182Ala genotypes on
calpastatin activity to confirm the effects of this new SNP found in the current experiment.

Keywords: Tenderness, CAST, SNP, beef.
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4 Introduction
In the calpain — calpastatin system, calpain (CAPN1) is responsible for the breakdown of myofibrillar proteins while calpastatin (CAST)
inhibits calpain activity and, therefore, regulates post-mortem proteolysis. Different SNPs in CAPN1 and CAST genes have been associated
with tenderness before, but not in Parda de Montafia and Pirenaica iocai cattie breeds.

Objective
Evaluate the genetic effects of the new SNP found on beef tenderness and study the genotype frequencies of this mutation in several

\cattle breeds. /

Material and Methods Results
1. Genetic effect of a new SNP CAST
potein | XL H . H 1+ Hn H wmw H v ]
Pirenaica (n=52) ‘/
".»4 Parda de Montafia (n=144)
DNA \\—I Ex 4 |_| Ex5 H Ex 6 Ex7 SAN
Warner-Bratzler shear force RNA extracted from animals SNPs | Thrig2Ala > CAST 1 I |GIU193LVS > CAST 2

with extreme tenderness

Longissimus thoracis )
estimated values

(7 days post-mortem aging)
S ing CAST t . Table 1. Type llI test of the fixed effect genotype x breed and LSM for
equencing ; ranscript genotype x breed pair-wise comparisons.
variant 2
Parda de Montafa
SNP  F-value  Pr>F
Genotype
AA vs. AG AA vs. GG AG vs. GG
PCR-RFLPs (Thr182Ala) (CAST_1 378 0.008*** 0.03+0.332 -1.77+0.542** -1.80+0.555** |

CAST_2 042 0.795 0.12+£1.351 -0.37+£1.321 -0.49+0.383

TagMan genotyping assay

(Glu193Lys) **%p < 0,01, **P < 0.02. Bonferroni correction was applied.
Statistical analyses: SAS software. The animal effect for % Genotype frequency StUdy
tenderness trait was estimated by fitting a Mixed Model. 60 —
50 ; | — EAG
40 HAA
2. Genotype frequency of a new SNP 30 GG
20
=Parda de Montafia (n= 442) P 10
= Holstein-Friesian (n= 150) T 0 = —
= Pirenaica (association study) (n=52) " Parda de Montafia Holstein-Friesian  Pirenaica Crossbreed
= Crossbreed (n=46) /

N

4 Discussion and Conclusions
v For the SNP CAST._1, AA and AG genotypes showed more tender meat (-1.77 kg/cm? and -1.80 kg/cm?, respectively) than GG.

\/CAST_I might be responsible for the variation in meat tenderness at 7 days post-mortem observed in animals from different breeds.

v'No significant differences between genotypes were found in the Pirenaica br

v'L domain interacts with CAPN1, this interaction depends on the electrostatic charges in this regions. The substitution of Thr for Ala could
@nerate a more stable union between CAPN1 and CAST. /
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Characterization of 3' untranslated region (3’ UTR) of CAST gene
and its putative functional effect in beef tenderness
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/ Introduction \

The system calpain-calpastatin regulates post-mortem proteolysis and affects beef tenderness. Some SNPs in CAST gene located in
3’UTR have been associated with meat tenderness. However, the functional effect of these polymorphisms has not been studied.

Ipiguacel@cita-aragon.es

MicroRNA (miRNA) regulate gene expression by binding to target mRNA at their UTR to degrade or to repress the translation of the
transcript. miRNA could bind to the 3'UTR of CAST gene and could cause post-transcriptional modifications and then influence meat
tenderness phenotype.

Objective
\The aim of this study was to search for polymorphisms with functional consequences in the 3’ UTR analyzed region of CAST gene. /

Material and Methods 5. Cloning: 6. Transfection \
nt

i i ’ JetPEI® transfection reage
1. DNA samples Primer design and PCR of 3'UTR | 8

analyzed region of CAST gene

Pirenaica (n=55)  Pardade ontaﬁa (n=180)

Ligation pGEM®-T Easy vector

and pmirGLO vector O+'=>0 C2C12 cell culture
2. Sequencing 3’UTR of CAST gene ﬂ
3. Selection of main haplotypes Transformation g&i%
. . E. coli DH-5a competent bacteria =SS
4. Insilico analysis: ﬂ ﬂ
Search of putative target site for miRNA . - ; o
—_ Bac‘;tl‘:lnalc:"[;ll\rli Exctracti 7. Dual-Luciferase® assay
Misrdinspector mf B oy ¥ and Flasmi xctraction ) 3 48h post-transfection
Results Luciferase activity means
Sequencing: 8 SNPs (majority as multiSNP combinations) 14
’ a
= 6 SNPs modify putative target sites of three bovine miRNA 1,2 |

(2 for bta-miR-542-5p and 1 for bta-miR-488). b

= 4 main haplotypes had different minimum free energy for

b b
b
the different miRNAs, except for one of the bta-miR-542-5p X 08
0,6
Main Haplotypes of the 3’ UTR of CAST gene £ o4
2870 2959%2987 3059 3138 3148 3160 3161 02
HL A G C A G T C T o ||
H1 H2 3 H4

H2 A G C G
G A T G
H4 G A T G

*Described by Barendse (2002)
The nucleotide positions of the SNPs are indicated according to NM_174003.2.

Relative light units

(@)

pmirGLO
(alone)

H

(@}

A T C
G C G
G C C

(@)

Fig.1 Transfection efficiency was normalized using Renilla signal. The
pmirGLO vector was include as positive control. Different letter indicate
significant difference (P<0.001).

Conclusions

Despite there were no differences between haplotypes in the activity of the luciferase, their signal was ~30% lower than cell
transfected with empty pmirGLO vector (alone). Thus, the 3’UTR of CAST gene is an active zone. Perhaps, different miRNA
binding activities among haplotypes could be find in other conditions such as other types of cell cultures, growth mediums
or using some medium additives (oleic acid, linoleic acid, vitamins, etc.).
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introduction

The system calpain (CAPN1) — calpastatin (CAST)
regulates post-mortem proteolysis and affects meat
tenderization. Different SNPs in the CAST gene have been

D 8 SNPs and 4 main haplotypes (H)
and their association with tenderness

associated with meat tenderness. The SNPs located in SNPs*

’ . . . . H
3’'UTR could modify the putative target site for miRNAs. C_2870 C_2959 C_2987 C_3069 C_3138 C_3148 C_3160 C_316I
However, the functional effect of these SNPs in 3’UTR HI A G c A G T C T
has not been studied. H2 A G Ie G A T C C

H3 G A T G G C G C
H4 A A T G G C C C
*The nucleotide position is indicated according to NM_174003.2.

MiRNA can regulate gene expression by binding target
mRNA at their UTR possibly causing post-transcriptional
modifications, then influencing meat tenderness.

Haplotypes: No association

Obijetives B C_2959 (SNP £.98579663A>G)

667b  639ab
v Search for SNPs in the 3'UTR of CAST in Parda de n] e In silico analysis:
Montana cattle. Study the association of these SNPs 50 The SNP C_2959
and their haplotypes with meat tenderness. " modified one
v Study the functional consequences of these 20 putative target site
haplotypes using luciferase assay. 'g for bta-miR-542-5p.
AA GA GG

. Different letters indicate differences at P < 0.05.
Material and Methods

[® Luciferase activity of the main haplotypes

WABSF
Longissimus dorsi

- - Ageing: 7 days
\Parda de Montana (n=147)

P .
‘ b \ 1.2
b
1 08
/1. Sequencing 3'UTR of CAST gene s 06
Animals with extreme tenderness values. 0.4
2. Selection of main haplotypes 02
0
H2 H3 H4

Relative light units

3. Insilico analysis: ne&-fr pmirGLO HI

Searchlr'lg for PuFatlve : » Different letters indicate differences at P < 0.001.
\_ target site for miRNA.

- !

. Cloning:

Conclusions

SNP g.98579663A>G is segregating in Parda de
Montana cattle, having A allele more tender meat
than G allele.

The functionality of this haplotypes has not been
demonstrated in the luciferase activity with the

Ligation: pGEM®-T easy vector and pmirGLO vector
Transformation : E. coli DH-50 competent bacteria

5. Transfection and
Dual-Luciferase® assay

C2C12 cell culture current conditions.
Transfection efficiency was normalized using Renilla signal. The results revealed that the 3’'UTR of CAST
PmirGLO vector was included as positive control. / gene is an active zone.
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Consumers are concerned about the content of intramuscular fat (IMF) in meat, however, a minimum is required
because it influences sensory quality traits, such as tenderness, taste and flavour.

IMF content is affected by several genes with differences among breeds. Due to its interest, there is a search for
genetic markers associated to IMF deposition for the different breeds.

Objective

Evaluate the association between IMF and 9 SNPs located in Thyroglobulin (TG), Stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1),
leptin (LEP), RAR-Related Orphan Receptor C (RORC), Fatty Acid Synthase (FASN), Calpastatin (CAST) and Calpain
(CAPNT1) genes in Parda de Montafa and Pirenaica beef cattle breeds.

ter nd metods

v IMF content (%):
Ankom procedure

« CAST (BTA 7: 9. 98535683 A>G) \
« CAPN1_1 (BTA 29: g.1827088 G>C)
« CAPN1_2 (BTA 29: .1843665 G>A)

* CAPN1_3(BTA 29: g.1845653 T>C)
* Position on UMD 3.0

=T

/ Longissimus dorsi muscle v SNP genotyping:

| PCR-RFLPs
L Parda de Montafa
. (n=225) » TG (BTA 14: g.9509309 C>T)*

*+ SCD1 (BTA 26: 9.21144730 C>T)
* LEP(BTA 4: g. 93261931 T>C)

* RORC (BTA 3: g.19010079 T>G)

« FASN (BTA 19: g.51402032 G>A)

Results

% Allele frequency

) Pirenaica
¢ (n=68)

100 In Hardly-Weimberg Equilibrium
80
60
: i_| H U ‘
. ﬂ . ﬂ H
o B .
G A T C G T c T A G T c c G A G c T
CAST TG RORC LEP FASN ScD1 CAPNI_I | CAPNI_2  CAPNI_3
® Parda de Montana I Pirenaica
[ Association between IMF and genes
Parda de Montaiha Pirenaica
CALPN1_2 CALPN1_3 . TG
3 3
25 209a 25 191a 25 149a 129ab
2 S 164b 1.64b 2 P e 2 ‘ )
15 1.5 15 07b
1 1 1 \ i
05 05 05 ‘ i
0 0 0 ‘
AA AG GG CC CT TT CC CT T

Different letters indicate differences at P < 0.05.

Conclusions

The lack of consistent effects of the selected candidate genes on IMF content between breeds could indicate that the
association between these markers and IMF content might be influenced by different genomic background of the
different breeds. Thus, different markers should be used to predict IMF content in both breeds.
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