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Deteccion de polimorfismos en el gen PMEL17
en bovinos para carne de Argentina

Detection of polymorphisms in the PMEL17
gene in beef cattle of Argentina

Enriqué Steinberg’, J.H., Baeza®, M.C. y Corva?, P.M.

Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Mar del Plata

Resumen

El color del pelaje es una de las caracteristicas mas distintivas de las razas bovinas. El objetivo
de este trabajo fue determinar la base genética de un fenotipo anormal de dilucién del color, en
un rodeo bovino con base Angus/Hereford. Por sus antecedentes, se eligio como candidato para
justificar dicho fenotipo al gen premelanosome protein17 (PMEL17), que codifica una proteina
necesaria para la maduracion de los melanosomas. La secuenciacion de dos exones del gen
en tres animales de color blanco revel6 una delecion de 3 pb en el exdn 1 y una sustitucion C>A
en el exéon 11. Estos polimorfismos se confirmaron en 20 animales del rodeo por PCR-RFLP.
Los animales que no eran blancos pero que presentaron fenotipo de dilucion (distintas
tonalidades de gris) fueron heterocigotas para esos polimorfismos. También se realiz6 PCR-
RFLP del locus Extension en el gen melanocortin 1 receptor (MC1R) ya que el mismo define el
color de capa base (negro o colorado) en los bovinos. Todos los animales que conformaban el
grupo experimental resultaron homocigotas dominantes (EP/EP) o heterocigotas (E%e),
genotipos a los que normalmente corresponderia el color negro. A partir de los resultados se
puede concluir que la delecién en el exéon 1 de PMEL17, ya detectada en otras razas a nivel
mundial, seria la responsable de la dilucién del color. Dada la variabilidad en coloracion
observada dentro de las clases genotipicas definidas conjuntamente porla delecién en PMEL17
y el locus Extension, es muy probable que otros genes estén segregando en esta poblacién y
contribuyendo a la dilucion del color.

Palabras clave: bovinos para carne, color, dilucién, PMEL17, polimorfismos.

Summary

Variation in coat color is one of the most distinctive features of cattle breeds. The aim of this
study was to evaluate candidate genes involved in color determination in Angus-Hereford
crossbred cattle showing a dilution phenotype. According to previous studies the premelanosome
protein gene (PMEL17) which is responsible for encoding a protein necessary for the maturation
of melanosomes, was considered the best candidate. Two exons of PMEL17 from three white
animals were sequenced. A 3 bp deletion in exon 1 and a C>A substitution in exon 11 were
identified. The rest of the animals with diluted color were analyzed by PCR-RFLP and they all
were heterozygous for the deletion in exon 1 of PMEL17. PCR-RFLP was performed also for the
melanocortin 1 receptorgene (MC1R) to define the genotype at the Extension locus (E®/_: black;
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e/e: red). All the animals with a dilution phenotype were heterozygotes (E°/e) or dominant
homozygotes (EP/EP) for MC1R. From these results it could be concluded that the deletion in
exon 1 of PMEL17, already detected in other breeds around the world, would be responsible for
the dilution of coat color. Given the variability observed within each genotypic class, it is likely
that other genes affecting the diluted phenotype are segregating in this population.

Key words: beef cattle, coat color, dilution, PMEL17, polymorphisms

Introduccién

El color del pelaje es una de las caracte-
risticas mas distintivas de las razas bovinasy
de los animales domésticos en general, ya
que constituye un indicador de identidad y de
pureza racial. Las distintas asociaciones de
criadores determinan un patrén de color pro-
pio al definir el estandar racial y las desviacio-
nes severas del mismo son generalmente
motivo de descalificacion y exclusion de los
registros.

El color puede influir marcadamente en el
valor de los reproductores debido a preferen-
cias muy arraigadas en los criadores, como es
el caso de los equinos, e incluso puede haber
asociaciones del color con alguna ventaja
productiva. Por ejemplo, se ha encontrado
evidencia reciente de una asociacion significa-
tiva entre los genotipos para el locus de color
en la raza bovina Angus y algunas variables
de valor econdmico, de manera que novillos
negros presentaron mayor contenido de grasa
y llegaron antes al peso de faena que los
colorados, mientras que estos ultimos tuvieron
mas peso de res y fueron mas musculosos
(Mclean y Schmutz, 2009). En el caso de
hembras Holstein en climas calidos, una
mayor proporcion de color blanco respecto al
negro se ha considerado ventajosa para la
produccioén lechera (King et al, 1988; Hansen,
1990).

La regulacion genética de los patrones de
pigmentacién esta definida a tres niveles.
Ciertos genes definen un color de capa basi-
co; otros genes modifican estos colores basi-
cos, principalmente a través de la dilucion de
los mismos. Y un tercer grupo de genes define
presencia, tamano y distribucion de areas
blancas no pigmentadas (manchas) (It et al,
2010).

La definicion del color del pelaje a nivel
bioquimico y genético es muy compleja y esta
lejos de ser completamente caracterizada. En
los bovinos en particular se ha establecido
una extensa lista de loci vinculados a la varia-
bilidad del color en los tres niveles menciona-
dos (Olson, 1999), pero la base molecular ha
sido confirmada para un numero todavia
relativamente reducido de ellos.

En este trabajo se presenta el analisis
genomico tendiente a determinar la causa de
un fenotipo de coloracién anormal, que surgié
en un rodeo bovino con base genética de las
razas Angus y Hereford. Los animales de este
rodeo presentaban una gama de pelajes
grisaceos e incluso blancos, lo que llevo a
plantear como hipotesis la existencia de una
mutacién que afectaba la manifestaciéon nor-
mal del color negro o colorado, que depende
del locus Extension (gen MC1R; Klugland et
al, 1995). El analisis gendmico permitio detec-
tar la existencia de una mutacién ya conocida
en otros paises, en un gen muy bien caracteri-
zado por su efecto sobre la dilucién del color
en diferentes especies domésticas, que ahora
se confirma también estd segregando en
razas carniceras de Argentina.

Materiales y Métodos

Grupo Experimental

La poblacion bovina estudiada se origin6
hace aproximadamente 20 anos, por el apa-
reamiento de toros Hereford y hembras Angus.
El criador decidié conservar los animales de
color atipico que fueron naciendo para formar
un rodeo independiente. En la actualidad, el
rodeo tiene aproximadamente 65 hembras y
cuatro machos para servicio. La particularidad
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es que las vacas son de pelajes variados que
van desde blanco hasta gris oscuro, mientras
que los toros actualmente en servicio son de
color gris oscuro. Si bien se eligen reproducto-
res dentro del mismo rodeo, para el primer
servicio de vaquillonas eventualmente se han
utilizado toros Angus negros.

Elgrupo experimental se conformé con 20
hembras del rodeo que fueron elegidas para
abarcartodas las variantes de color presentes
y también los cuatro toros utilizados para
servicio. Dado que se trata de un sistema de
cria netamente comercial, no fue posible
disponer de ninguna informacién productiva o
de identificacion (paternidad, genealogia) de
los animales.

Eleccion del gen candidato

La busqueda e identificacion de genes que
controlan un fenotipo de interés pueden ser
enfocadas con diferentes estrategias experi-
mentales. Debido a que no se disponia de
informacién genealdgica y a que el nimero de
animales era reducido, no fue posible realizar
un estudio de asociacidon (busqueda por la
posicion en elgenoma)y se optd entonces por
la evaluacion de genes candidatos. Para ello,
se recopil6 toda la informacién disponible en
bovinos y otras especies domésticas sobre
genes que generaran fenotipos de dilucién del
color.

En bovinos, dos ejemplos comunes de
fenotipos de dilucion se presentan en las
razas Charolais (locus D)y Simmental (locus
D®) (Kuhn y Weikard, 2007). Estos loci corres-
ponderian a mutaciones distintas en cada
raza. En la raza Charolais, el genotipo para el
locus Extensién (gen MC1R) que es el que
determina el color de capa base, es mayorita-
riamente e/e y por lo tanto le corresponde el
fenotipo colorado. Sin embargo, la raza pre-
senta un color blanco caracteristico debido a
su genotipo D°/D® (Gutiérrez-Gil et al, 2007).
El locus D® propio de Simmental no ha sido
aun caracterizado a nivel molecular como en

el caso de D€ en Charolais. La mutacion de
dilucion D® es dominante incompleta sobre el
alelo de no dilucién, por lo que se puede
producir una variedad de intensidades de
color (Olson, 1999).

El locus de dilucion D®de la raza Charo-
lais coincide con el locus homélogo a “Silver”
en el raton, que se corresponde con el gen
premelanosome protein que codifica para
Pmel17, una proteina integral de membrana
esencial para el desarrollo de los melanoso-
mas. En una poblacién F, producida por la
cruza de las razas Charolais y Holstein, los
individuos mostraron una asociacién entre la
mutacion c.64G>A en el exon 1 del gen y el
fenotipo de dilucion; individuos G/G tenian
pigmentacién normal en funcion del genotipo
del locus Extension, mientras que los de color
blanco tenian genotipo homocigota para el
alelo mutado, A/A (Gutiérrez-Gil et al, 2007).

Elgen PMEL17 se ha asociado con fenoti-
pos de dilucién también en perros, como es el
caso reportado por Clark et al (2006) en el
cual la funcionalidad del gen es afectada por
la insercion de un retrotransposon. Distintas
inserciones y deleciones en PMEL17 caracte-
rizan también a distintos alelos que definen el
color del plumaje en pollos (Kerje et al, 2004).
En caballos, Brunberg et al (2006) reportaron
una mutacién sin sentido en el exon 11
(pArg618Cis) del gen PMEL17, que se asocié
con el fenotipo denominado “plata” (Silver).
Estos ejemplos demuestran que PMEL17 esta
involucrado en la determinacion del color en
las mas diversas especies, a través de los
fenotipos de dilucion.

En base a toda la evidencia recopilada,
particularmente para bovinos, se consideré a
PMEL17 como el candidato prioritario a eva-
luar en el presente trabajo. PMEL17 se ubica
en el cromosoma 5 del bovino (BTAS5). El gen
tiene 11 exones y una extension total de 8.107
pb. El ARNm tiene 2.046 pb y da origen a una
proteina de 649 aminoacidos.
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Estrategia de muestreo y eleccion de los
controles

De cada uno de los bovinos del grupo
experimental se tomo6 una muestra de sangre
de la vena yugular utilizando Vacutainers con
EDTA (Becton, Dickinson and Company).

Como controles en el analisis genémico se
utilizaron muestras de individuos de las razas
Angus (n=1) y Hereford (n=1), que correspon-
dian ala constitucion genética alegada para el
rodeo en estudio y dos razas reconocidas por
ser portadoras de mutaciones que producen
dilucion del color: Simmental con y sin dilucién
(n=2 y n=1, respectivamente) y Charolais
(n=1). Las muestras de sangre de Angus y
Hereford provenian de animales del rodeo
experimental de la E.E.A. Balcarce de INTA,
mientras que las muestras correspondientes a
razas continentales se solicitaron a Centros de
Inseminacion Artificial.

La extraccion del ADN gendmico a partir
de sangre o semen se llevé a cabo mediante
la técnica de Salting Out (Miller et al, 1988)
modificada por Fernandez Macedo (2008). La
concentracion de ADN se determiné por
espectrofotometria ultravioleta a 260 nm.

Secuenciacion

En el experimento de Gutiérrez-Gil et al
(2007) en la raza Charolais, ademas de la
sustitucion c.64A>G encontrada en el exén 1
de PMEL17 se observaron otros polimorfis-
mos, como por ejemplo, una mutaciéon no
sindnima en el exén 11 que afecta al segundo
nucleotido del codén 612 (c.1835C>A, pA-
la612Glu). Para poner en evidencia posibles
mutaciones en los exones 1y 11 de PMEL17,
se decidié analizar las secuencias de ADN de
esas regiones en tres vacas blancas del grupo
experimental, asumiendo que eran homocigo-
tas para una supuesta mutacion que diluia el
color de capa base.

Para la amplificacién del exén 1 del gen
PMEL17, los primers utilizados fueron F-
5’GAACTGTGTGTGTCTGGTACGTG3’ y R-
5’CGTGAACCCTGACTTGGACTTS'. Para la
amplificacién delexoén 11 los primers utilizados
fueron F-5’CCAAGTCAACCTGGG TTATGG
3’y R-5 CTCATCACCTCCACCA CGTC3'.

Enriqué Steinberg, J.H. et al

La reaccidon en cadena de la polimerasa
para la amplificacion del exén 1 y el exéon 11
se realiz6 con las siguientes concentraciones
finales: 1X PCR Buffer (Invitrogen Life Tech-
nologies®), 0,2 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 0,3
MM Primer mix, 100 ng de ADN, 1,0 unidad
Taq DNA Pol (Invitrogen Life Technologies®).

Elprograma utilizado para la amplificacién
de ambos fragmentos consistié en un primer
ciclo de 2 min a 94°C, 35 ciclos consecutivos
compuestos por: 30 s a 94°C, 30 s a 61°C y
45 s a 72°C y un ciclo final de 5 min a 72°C.
La secuenciacion de ADN se realiz6 en labo-
ratorios de INTA en Castelar. Para la compa-
racion de secuencias, se utilizé el programa
Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/
bioedit.html). Con la misma metodologia se
analizaron las secuencias de los animales
elegidos como controles.

PCR-RFLP del exén 1 del gen PMEL17 y del
locus Extension

El analisis de las secuencias de vacas
blancas revel6é una mutacion particular en el
exén 1 de PMEL17, por lo que se decidid
utilizar la metodologia de PCR-RFLP en todos
los animales problema, utilizando el mismo
fragmento amplificado para la secuenciacion.
La enzima de restriccion (ER) elegida fue
Mboll (Thermo SCIENTIFIC, Fermentas).

Se disefié también un sistema de PCR-
RFLP para establecer el genotipo del locus
Extension (gen MC1R, Klugland et al, 1995),
que determina el color de capa base (nhegro o
colorado), asumiendo que la mutacidn hipoté-
tica en PMEL17 interactuaba con este locus
para producir el fenotipo de dilucion.

Para la amplificacion de un fragmento de
401 pb del gen MC1R se utilizaron los primers
disefiados por Crepaldi et al (2003). Los
primers utilizados fueron F-5’AAGAACC
GCAACCTGCACT3 y R-5’GAGCAACCGGA
GAAGTATCG3'.Elgen MC1R posee un unico
exon de 1.751 pb. EIl alelo EP posee una
sustitucion T/C en la posicion 579 de la se-
cuencia del transcripto (nUmero de acceso en
Genbank: NM_174108.2), mientras que en el
alelo e se evidencia la delecion de una G en la
posicion 593.
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La reaccion en cadena de la polimerasa
para la amplificacion del gen MC1R se
realizé con las siguientes concentraciones
finales: 1X PCR Buffer, 0,2 mM dNTPs, 1,5
mM MgCl,, 0,2 uyM de la mezcla de ambos
primers, 100 ng ADN, 1,0 unidad Tag DNA
Polimerasa (Invitrogen Life Technologies®).
El programa utilizado para la amplificacion
consistié en un primer ciclo de 2 min a 94°C,
35 ciclos consecutivos compuestos por: 30
s a94°C, 30s a 62°Cy45s a 72°Cyun
ciclo final de 5 min a 72°C. La enzima de
restriccion (ER) utilizada fue Mspl (Thermo
SCIENTIFIC, Fermentas).

LELS BES TR LR SRS

330 340

TTCTCCATGTIGGCTCTGATGGGTGTTC

Vacas Blancas

Sim ¢/ Dilucién

Charolais

Sims/ Dilucién

Hereford

Angus

TR RN

....................

Referencia P R R e

Resultados y Discusion

Comparacién de secuencias de PMEL17

Se secuenciaron los exones 1y 11 delgen
PMEL17 en tres vacas de color blanco y con-
troles: Simmental con dilucién y sin dilucion,
Charolais, Hereford y Angus (Figuras 1 a 3).
La secuencia consenso del exén 1 de cada
individuo deriva de dos lecturas, sentido y
antisentido. La secuencia consenso del exon
11 de cadaunode losindividuos deriva de una
lectura, antisentido. Para la comparacion de
secuencias se agrego la secuencia de referen-
ciade PMEL17 (GeneID:ENSBTAGO00 00000
4019) tomada de la base de datos Ensembl
(http://www.ensembl.org).

L SR KRR UL A B S SE B

350 360 370
TGGCTGTAGGGACCACAGAAGGT

L TR

Figura 1: Secuencia parcial en ambos sentidos del exén 1 del gen PMEL17. Las flechas indican la
delecion de 3pb (TTC) en dos vacas blancas (A126 y A461) y en Simmental con dilucion (X7722) y la
sustitucion c.64G>A tipica de la raza Charolais. La vaca blanca A015 result6 heterocigota para la delecion.
Secuencia de referencia tomada de Ensembl (http://www.ensembl.org).

Figure 1: Partial sequence (forward and reverse) of PMEL17 (exon 1). The arrows show a 3 bp-deletion
(TTC) in two white cows and diluted Simmental (bull X7722), and the c.64G>A substitution that is typical
of the Charolais breed. White cow A015 was heterozygous for the deletion. Reference sequence
downloaded from Ensembl (http.//www.ensembl.org).
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Figura 2: Secuencia parcial del exén 11 del gen PMEL17. Se puede ver una sustitucion G>T en dos
animales de fenotipo blanco y en Simmental con dilucion. “N” indica que el animal es heterocigota. Her:
Hereford, Ang: Angus, X1159: Charolais, A126 y A461: vacas blancas, X7722: Simmental con dilucion,
A015: vaca blanca, X302: Simmental sin dilucion.

Figure 2: Partial sequence of exon 11 of PMEL17 showing a G>T substitution in two white cows and
diluted Simmental. “N” indicates a heterozygote. Her: Hereford, Ang: Angus, X1159: Charolais, A126 and
A461: White cows, X7722: Diluted Simmental, A015: White cow, X302: Non-diluted Simmental.

28¢ 29¢ e 310 $20
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Figura 3: Secuencia parcial del exon 11 del gen PMEL17. Se puede ver una sustitucion C>G
(rs133262489 en Genbank). “N” indica que el animal es heterocigota. Her: Hereford, Ang: Angus, X1159:
Charolais, A126 y A461: vacas blancas, X7722: Simmental con dilucion, A015: vaca blanca, X302:
Simmental sin dilucién.

Figure 3: Partial sequence of exon 11 of PMEL17 showing a C>G substitution (Genbank rs133262489).
“N” indicates a heterozygote. Her: Hereford, Ang: Angus, X1159: Charolais, A126 and A461: White cows,
X7722: Diluted Simmental, A015: White cow, X302: Non-diluted Simmental.
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En elexoén 1 del gen PMEL17 se identifico
una delecion de 3 pb (TTC) en dos de los
animales de fenotipo blanco y en Simmental
con dilucion (Figura 1). En Charolais no se
detectd la delecidon pero se evidenciéo una
mutacion que seria caracteristica de la raza,
correspondiente a una sustitucion c.64G>A
(Gutiérrez-Gil et al, 2007). Tampoco se evi-
dencio6 la delecion en Simmental sin dilucién,
Hereford o Angus.

Uno de los animales blancos (vaca A015),
resulté heterocigota para la delecion y por ello
se utilizé como control para las reacciones
posteriores de digestién. Este es un resultado
relevante, ya que por un lado destaca la
importancia de las imprecisiones en la deter-
minacién de fenotipos previa al analisis gené-
mico, sobre todo cuando se trata de una
apreciacion visual como en este caso (es
decir, clasificar como blanca una vaca que en
realidad no lo es). Por otro lado, la supuesta
inconsistencia entre genotipo y fenotipo podria
deberse a la existencia de otros genes modifi-
cadores del grado de dilucion, tal como repor-
taron Gutiérrez-Gil et al (2007) para la inte-
raccion entre la mutacion c.64G>A de Charo-
lais y un locus detectado en el cromosoma 28,
para el cual el mejor candidato es el gen
LYST.

La secuenciacion del exon 11 mostré una
sustitucion C>A (G>T en la Figura 2), que
afecta al segundo nucleétido del codén 612 de
PMEL17 causando la sustitucion de Alanina
por Acido Glutamico. En la secuencia parcial
se puede observar que dos vacas blancas
(A126 y A461) fueron homocigotas para la
sustitucion aligual que Simmental con dilucion
(X7722). Eltoro Simmental sin dilucion (X302)
y la vaca blanca A015 fueron heterocigotas
para la sustitucién. Charolais (X1159), Here-
ford y Angus coincidieron con la secuencia de
referencia de Ensembl.

En el exén 11 también se encontré una
sustitucion C>G (SNP rs133262489 en Gen-
bank) en la regién 3’ no traducida del gen
(Figura 3), resultando homocigotas las dos
vacas blancas (A126 y A461), el toro Simmen-
tal con dilucién (X7722) y el Charolais
(X1159). Los controles de Hereford y Angus

no presentaron la mutacién. El toro Simmental
sin dilucion (X302) y la vaca blanca A015
resultaron heterocigotas para esta sustitucion.

El analisis de los resultados de la secuen-
ciacion indicd que las vacas de color blanco
compartian un haplotipo comun con el toro
Simmental con dilucién del color, que contras-
taba con los animales controles Angus, Here-
ford y Charolais. Los resultados en otras razas
(Gutiérrez-Gil et al, 2007; Jolly et al, 2008;
Schmutz y Dreger, 2013) donde también se
analizé la secuencia del exdon 11y el hecho de
que la deleciéon de tres nucleétidos origina la
pérdida de un aminoacido en el péptido sefial,
apuntan a este polimorfismo como la causa
mas probable del fenotipo estudiado. Por ello
se decidié determinar el genotipo del resto del
grupo experimental tomando como referencia
esta delecion.

PCR-RFLP de PMEL17 y MC1R

En la Figura 4 se pueden observar los
patrones de restriccion generados para el
exon 1 del gen PMEL17 con la endonucleasa
Mboll y para el locus Extension (gen MC1R)
con Mspl, respectivamente. A fin de facilitar la
interpretacion de los genotipos y los fenotipos
resultantes, en el Cuadro 1 se resumen los
resultados de los animales utilizados como
controles para los dos /oci de interés. Todas
las hembras con un fenotipo de dilucién pero
no de color blanco, resultaron heterocigotas
para la delecion en PMEL17,lo mismo que los
tres toros para servicio que eran de color gris
oscuro.

Con excepcion de ocho hembras que
fueron heterocigotas (E"/e), todos los anima-
les del grupo experimental tuvieron el genotipo
EP/EP para el locus Extension. De acuerdo a
estos genotipos, todos estos animales debe-
rian haber sido de color negro, lo que no se
cumple por su genotipo en PMEL17. Sorpren-
dentemente, ningun animal resulté homocigo-
ta para el genotipo e/e. Cabe mencionar que
entre las hembras con dilucion, habia algunas
con el patron de manchas blancas caracteristi-
co de la raza Hereford (que es e/e). Estas no
fueron incluidas en la toma de muestras.
Como se menciond, en elrodeo se han utiliza-
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Figura 4: Resultados de los analisis de restriccion. A) Patrén de digestion del exon 1 de PMEL17 con la
enzima Mboll. MM: Marcador de peso molecular. 1: del/del (Simmental X7722). 2: +/del (Vaca blanca
A015). 3: +/+ (Angus). En la figura no se visualizan bandas de 34 y 40pb. B) Patrén de digestion de MC1R
con la enzima Mspl. MM: Marcador de peso molecular. 1: e/e (Hereford). 2: E°/EP (Angus negro). 3: EP/e
(Hereford x Angus negro).

Figure 4: Results from the PCR-RFLP analyses. A) RFLP of PMEL17 (exon 1) digested with Mboll. MM:
Molecular weight marker. 1: del/del (Simmental bull X7722). 2: +/del (White cow A015). 3: +/+ (Angus).
Bands of 34 and 40 bp are not seen in the picture. B) RFLP of MC1R digested with Mspl. MM: Molecular

weight marker. 1: e/e (Hereford). 2: EP/EP (Black Angus). 3: E’/e (Hereford x Black Angus).

do toros Angus negros en servicio de vaquillo-
nas y esta practica aumenta la frecuencia del
alelo EP. Ademas, por preferencias del propie-
tario, los toros retenidos para servicio son de
color gris oscuro, beneficiando al genotipo
EP/e. Independientemente de la influencia de
estos factores de manejo, es probable que el
genotipo e/e sea menos influenciado por la
mutacion de dilucién, por lo que los animales
e/e pasaron desapercibidos cuando se decidi6
la toma de muestras. La explicacién posible
de este hecho surge de la biogénesis de los
melanocitos y de la biosintesis de la melanina.
Los animales de color de capa negro produ-
cen eumelanina en sus organelas pigmenta-
das, y para el depdsito de este pigmento es
esencial la formacion previa de una estructura
fibrilar. La formacion de esta estructura fibrilar
depende fundamentalmente de la sintesis de
la proteina Pmel17, de su correcta endocito-

sis, y de la escisidon de la proteina en fragmen-
tos que luego de polimerizarse formaran una
matriz fibrilar en forma de lamina. Cuando el
alelo e se encuentra en el locus Extension se
bloquea la sintesis de eumelanina. Los mela-
nocitos que producen feomelanina y que dan
la pigmentacion colorada, por el contrario, no
presentan la estructura fibrilar formada por los
fragmentos de la proteina Pmel17 (Delevoye
etal, 2011).

Identidad del locus de dilucién

El analisis gendmico de un fenotipo anor-
mal de dilucion de la pigmentaciéon en un
rodeo de cria descripto en este trabajo, surgié
a partir de una iniciativa del propio criador. Es
tal la significancia que se le da al pelaje en
animales domésticos, que se cuestionaba cual
era ahora la pertenencia racial de sus anima-
les. A pesar de tratarse de un rodeo originado
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por dos razas britanicas, la pigmentacion de
los animales en distintos grados de gris referia
inmediatamente a cruzas con razas continen-
tales, tales como Simmental o Charolais. Aun
asi, la raza Murray Grey de Australia, con un
color gris caracteristico, se habria originado a
partir de apareamientos de Angus con Short-
horn (http://www.murraygrey.com.au/).

La abundante informacién sobre el rol de
PMEL17 en la determinacién de fenotipos de
dilucion en distintas especies domésticas, hizo
considerar a este gen un candidato prioritario
para justificar el fenotipo en estudio. En el
caso particular de los bovinos, distintas lineas
de evidencia sugerian que este gen podia
explicar el fenotipo de dilucion. Jolly et al
(2008) describieron un caso de deficiencia en
la formacién y desarrollo del pelo (hipotricosis)
acompafiado de dilucién del color del pelaje
en terneros producidos por vacas Holstein en
servicio con toros Hereford, en Nueva Zelan-
dia. Dicho trabajo aclara que la hipotricosis no
afecta a las zonas blancas (no pigmentadas)
del cuerpo del animal. En ese caso, se identifi-
caron la misma sustitucion C>A en el exén 11
de PMEL17 y una deleciéon en el exén 1
(CTT), con una base de diferencia con respec-
to a la aquireportada (TTC). Sin embargo, en
la Figura 1 puede verse que la secuencia
normal del gen en esa region del exén 1 es
TTCTTC. En ambos casos la secuencia
resultante es la misma, se pierde una leucina
y no seria posible discernir entre una delecién
y la otra. Es asi que probablemente se trate
de la misma mutacion.

Pmel17 es una proteina esencial para la
maduracion de los melanosomas que se
sintetiza en el reticulo endoplasmatico como
un precursor y es ampliamente modificada en
el aparato de Golgi. La forma madura que
emerge del aparato de Golgi, atraviesa la
membrana plasmatica, donde se internaliza en
el sistema endosomal por endocitocis depen-
diente de Clatrina/AP-2 (complejos de protei-
nas adaptadoras) mediante la interaccion con
una di-leucina en el dominio citoplasmico de la
proteina (Delevoye et al, 2011). Los ratones
Silver son mutantes con un truncamiento de la
proteina Pmel17 que origina la eliminacién de
la sefal di-leucina, lo que resulta en la acu-
mulacién de la misma en la membrana plas-
matica y la deficiencia en los melanocitos
(Theos etal, 2005). Tanto la mutacién a la que
se atribuye la coloracion de Charolais (locus
D® como la delecion del codén 18, afectan la
secuencia del péptido senal. En concordancia
con el resultado de Gutiérrez Gil et al (2007),
solo el toro Charolais utilizado como control
tenia el alelo (c.64A>G) en el exén 1 que le
daria a esa raza su color caracteristico.

En el rodeo en estudio no se detectaron
signos de hipotricosis, pero en algunos anima-
les habia evidencia de una cola mas finay con
menos pelo en el extremo, principalmente en
los toros para servicio, lo que ha sido definido
como “sindrome de cola de rata”. El sindrome
de “cola de rata” fue descripto por Schalles y
Cundiff (1999). Este fenotipo se manifestaria
en el primer cruzamiento entre razas conti-
nentales, particularmente Simmental, y Angus

Cuadro 1: Genotipos de MC1R y PMEL17 para los animales utilizados como controles.
Table 1: Genotypes of control animals for MC1R and PMEL17.

Raza

Hereford

Angus Negro

Charolais (X1159)

Simmental sin dilucion (X302)
Simmental con dilucién (X2103)
Simmental con dilucion (X7722)

MC1R PMEL17
e/e +/+
E°/EP +/+

E/e +/+

ele +/+

e/e del/del
E°/e del/del
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negro. Por esta razon, Schalles y Cundiff
(1999) propusieron que para su manifestacion
eranecesario que elanimal fuera heterocigota
en el locus Extension y también en un locus
hipotético asociado al sindrome. En el rodeo
en estudio varias de las hembras analizadas
presentaron genotipos del/+ (PMEL17)y E/e
(Extension), pero no se detectd una asocia-
cion inequivoca con alteraciones del pelo o un
fenotipo “cola de rata”.

Al mismo tiempo en que se estaba finali-
zando este trabajo experimental, fueron repor-
tados los resultados de una investigacién
realizada en Canada para explicar los diferen-
tes colores de pelaje observados en la raza
Highland (Schmutz y Dreger, 2013). Los distin-
tos fenotipos de dilucién fueron también atri-
buidos a una delecidon en el exén 1 (c.50-
52delTTC, p.Leu18del) de PMEL17. En el
caso de Highland, seis posibles colores de
pelaje (negro, “dun”, “silver dun”, colorado,
amarillo y blanco crema) pueden ser explica-
dos por la combinacion de los genotipos en
PMEL17 (+/+, del/+ y del/del)y MC1R (E®/_y
e/e). Sin embargo, en ese caso no se hace
mencion a la presencia de hipotricosis o “cola
de rata”.

Asociaciones de criadores de Hereford de
Estados Unidos, Canada y Nueva Zelandia
reconocen la existencia de unlocus de dilucion
segregando en la raza y estan disponibles
listados de reproductores que son portadores
(para ejemplo, ver http://www.hereford.org/
node/ 25). Aunque no se han reportado deta-
lles de labase moleculardel mismo, es posible
que se trate de la misma delecion del exén 1
de PMEL17, segun mencionan Jolly et al
(2008).

Junto con la delecién en el exén 1, se
encontraron dos SNP en el exén 11 del gen.
Uno de ellos (SNP rs133262489, en la region
3’ no traducida) aparece también en el toro
Charolais utilizado como control. El otro, un
SNP en el codén 612 que produce la sustitu-
cién de alanina por acido glutdmico ya habia
sido identificado por Hetch (2006) y también
Jolly el al (2008). Hetch (2006) indic6 que esta
mutacién no cosegregaba con el fenotipo de
“cola de rata” en cruzas con Simmental. Tam-

Enriqué Steinberg, J.H. et al

poco Gutiérrez Gil et al (2007) o Schmutz y
Dreger (2013) le asignaron un rol distintivo a
la mutacién del exén 11. Queda claro que en
el presente caso el haplotipo que comprende
a la delecién y los dos SNP en los animales
con dilucién del color y otros posibles efectos
como “coladerata” es “del-T-G”, mientras que
en animales “normales” el haplotipo es “+-G-
C” y “+-G-G” para el toro Charolais. Seria
necesario investigar un numero muy grande
de animales para identificar posibles recombi-
nantes y clarificar el rol de cada mutacion.
Como en este caso solo se evaluaron dos
toros Simmental con dilucién, no puede confir-
marse la identidad del locus D propio de esa
raza. Pero la consistencia entre los haplotipos
de toros Simmental con y sin dilucién y los
animales problema hace que este polimorfis-
mo de PMEL17 sea un muy buen candidato.

Conclusiones

El fenotipo de dilucion estudiado puede
atribuirse a la delecién de un triplete de bases
en el exén 1 del gen PMEL17, que ya habia
sido reportada en otras razas y paises. Podria
tratarse de una mutacion muy antigua, o
asumirse que en algun momento ha ocurrido
introgresiéon de material genético entre razas.
Ahora se confirma que la mutacion esta pre-
sente en razas carniceras de Argentina, y ante
la aparicion de nuevos individuos con fenoti-
pos de dilucién, puede determinarse la identi-
dad de la mutacion en forma expeditiva con la
metodologia reportada.

La hipotesis de trabajo que se planted
originalmente (una mutacion con dos alelos y
tres genotipos posibles en interacciéon con el
locus Extension) posiblemente sea un modelo
excesivamente simplificado para justificar la
gran variabilidad de color en animales con
fenotipos de dilucién dentro de un mismo
genotipo para PMEL17 y MC1R. Es probable
que otros genes con efecto sobre la pigmenta-
cion estén segregando en esta poblacion. Por
esta razon, este rodeo es un buen modelo
experimental para continuar la investigacion de
la regulacion genética del color del pelaje en
animales domésticos.
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