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RESUMEN

La terneza y el marmoreo de la carne son considerados los atributos de calidad mas importantes para los consumidores. Los
estudios de asociacidon gendmica amplia (GWAS: Genome-wide association study) informan sobre la asociacion entre variantes
génicas responsables parcialmente de la variabilidad genética del caracter y “polimorfismos de base Gnica” (SNPs: single
nucleotide polymorphisms), posibilitando la construccion de bibliotecas de genes que auxiliaran en el proceso de seleccion. El
objetivo este trabajo fue evaluar la asociacion entre los caracteres de terneza y marmoreo con distintos SNPs mediante un
analisis GWAS estandar. Para ello se empled la metodologia “single-step” y los analisis fueron procesados con los programas
de la familia BLUPF90. Se genotiparon 30 novillos de raza Braford con un chip de 49.463 SNPs (GeneSeek® Genomic Profiler™
Bovine 50K). Después del control de calidad quedaron 28 animales y 40.241 SNPs. Los resultados del GWAS se presentaron
mediante la proporcién de varianza explicada por ventanas de 15 SNP adyacentes, considerandose 5 ventanas de SNPs con
mayor varianza genética aditiva para cada caracteristica analizada. En cuanto al caracter terneza, evaluado como resistencia a
la fuerza de corte con la cuchilla de Warner-Bratzler, se identificaron genes relacionados con el metabolismo de los 4cidos
grasos que explicaron el 3,88% de la varianza genética. Para la caracteristica marmoreo, evaluada como el contenido de grasa
intramuscular, se destacaron genes involucrados en la via de los receptores olfatorios, via de componentes integrales de la
membrana y de sefializacidn, los que explicaron el 10,95% de la varianza genética. Si bien los resultados obtenidos podrian
contribuir a mejorar el conocimiento sobre la estructura genética que subyace la produccion de carne de calidad, es necesario
profundizar estos analisis con un mayor nimero de animales para mejorar la potencia estadistica de los resultados obtenidos.
Palabras clave. asociacion gendmica amplia, SNP, terneza, marmoreo, Braford.

SUMMARY

Meat tenderness and marbling are considered the most important quality attributes for consumers. Genome-wide association
study (GWAS) allow the discovery of single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with genes that determine these
characteristics, enabling the construction of gene libraries that will help in the selection process. The goal of this research was
to evaluate associations between SNPs with meat tenderness and marbling attributes by means of GWAS. Thirty Braford steers
were genotyped with GeneSeek® Genomic Profiler ™ Bovine 50K chip (49,463 SNPs). After quality control, data on 28 animals
and 40,241 SNPs remained. The GWAS analyses were conducted using single-step GBLUP methodology through the software
BLUPF90. The analyses consisted on detecting the proportion of variance explained by windows of 15 adjacent SNPs. The five
windows of SNPs with the greatest additive genetic variance were considered for each characteristic analyzed. For tenderness
measured as Warner-Bratzler shear force, the variants related to fatty acid metabolism explained 3.88% of the genetic
variance. Marbling was measured as intramuscular fat content. Genes involved in the pathway of the olfactory receptors and
integral components of the membrane via signaling, explained 10.95% of the genetic variance. The results here obtained widen
the knowledge on the genetic structure underlying the production of quality meat. Nevertheless, data on a large amount of
animals are needed to improve the power of the analysis.
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Introduccién

La asociacidon entre marcadores polimérficos de base
Unica (SNPs: Single nucleotide polymorphisms) con variantes
génicas para distintos caracteres es llamada “analisis de
asociacion en todo el genoma” (GWAS: Genome-wide
association study) y permite identificar variantes genéticas
asociadas con caracteristicas de interés econdmico (Visscher
et al., 2012). Se han realizado distintos estudios de asociacién
utilizando marcadores con caracteristicas ligadas a la calidad
de la carne en Bos taurus (Bolormaa et al., 2011, Miller et al.,
2014 y Akanno et al., 2014), como también en Bos indicus
(Tizioto et al., 2013, Cesar et al., 2014 y Magalhdes et al.,
2016). Estos estudios posibilitaron la identificacion de
diversas regiones del cromosoma asociadas a caracteristicas
de calidad de la carne. Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue realizar un estudio GWAS para identificar regiones
del genoma asociadas a las caracteristicas de calidad de carne
en animales de raza Braford.

Materiales y Métodos
Determinaciones fenotipicas

El estudio se realizé en un rodeo comercial en la provincia
de Santiago del Estero, norte de Argentina (S 27° 17'34,3" -
W0 62° 15'14,1"). Los animales fueron manejados y faenados
siguiendo los protocolos de Bienestar Animal del Servicio
Nacional de Sanidad Animal (SENASA). Se seleccionaron 30
novillos Braford alimentados con pasturas de verano
(Megathyrsus maximus), los cuales fueron sacrificados a los
25 meses de edad en un frigorifico comercial.

Se evaluaron los atributos resistencia a la fuerza de corte
con la cuchilla de Warner-Bratzler y el contenido de grasa
intramuscular. La resistencia a la fuerza de corte se determiné
mediante una cizalla de Warner Bratzler en bifes de 2,5 cm de
espesor. Las muestras se cocinaron en grill eléctrico hasta
alcanzar una temperatura interna de 71 °C. Después de la
coccion, los bifes se enfriaron a temperatura ambiente
durante 30 miny a 4 °C durante 24 h. De cada bife se cortaron
8 cilindros de 1,3 cm de didmetro, de forma paralela a las
fibras musculares, cada uno de los cuales fue sometido a la
accién del texturometro TAXT Plus con el accesorio de
Warner-Bratzler, en sentido transversal a las fibras
musculares. Los tarugos fueron colocados debajo de una
cuchilla que contiene una hendidura en forma de V, y el test
se realizd con una velocidad de 2,0 mms-1 (pre-test), 2,0
mms-1 (test), 10,0 mms-1 (post-test). Se considerd la media
de 6 lecturas de fuerza de cizalla hechas para cada bife. El
contenido de grasa intramuscular se determind por duplicado
segln el método de Soxlhet AOAC (AOAC 1992), mediante
destilacidon continua con hexano a partir de 5g de carne,
utilizando un equipo SoxtecSystem HT 1043 Extraction
Unitmarca Tecator (Sweden) para la extraccién de grasay una
estufa ORL — Hornos eléctricos modelo NZ-1105 (Argentina).

Determinaciones genotipicas
Extraccion de ADN

Se realizd la extraccion de ADN a partir de tejido muscular
siguiendo el protocolo de extraccién con solventes organicos
descripto por Sambrook et al. (2001). Se determind la
concentracion e integridad del acido nucleico, mediante
espectrofotometria y electroforesis en geles de agarosa.
Edicion de datos gendmicos

Los animales fueron genotipados con GeneSeek® Genomic
Profiler™ Bovine 50K, un chip de 49.463 SNPs que asigna los
genotipos de cada SNP, basado en las diferencias de la sefial
y la intensidad del color. Se realizé un control de calidad de
los SNPs y de las muestras. Los criterios de exclusion
utilizados en el presente estudio para los marcadores fueron:
marcadores no autosémicos y con la misma posicion,
frecuencia del alelo menos frecuente (MAF) < 0,02, p-valor
para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) < 10y eficiencia
de genotipificacion (call rate) < 0,95. A su vez, las muestras
con call rate < 0,88 fueron también excluidas.

Andlisis de asociacion genémica amplia

Para determinar el grado de asociacion entre los
marcadores y las caracteristicas evaluadas, se utilizé la
metodologia GWAS propuesta por (Wang et al.,, 2012),
basada en el método de single-step genomic-BLUP (ssGBLUP)
desarrollado por Legarra et al. (2014). Para ello se ajustd el
siguiente modelo lineal mixto:

Y=XB+Za+e
donde Y es el vector de las observaciones fenotipicas; X la
matriz de incidencia que relaciona los fenotipos con los
efectos fijos, 8 es el vector de los efectos fijos; Z es la matriz
de incidencia que relaciona los animales con los fenotipos; a
es el vector de efectos aleatorios y e es el vector de los
errores. Se asumieron las siguientes varianzas de a y e:
Var [a] _ [G 6. 0
e 0 Io?
donde: 6% es la varianza genética aditiva directa y o% es la
varianza de los errores; I es la matriz de identidad de orden
igual | numero de fenotipos, y G es la matriz gendmica de
VanRaden (2008) e igual a:

zZZ’
G= - -
2¥0L,pi(1 —p))
donde Z se obtiene de la resta (M - P). La matriz M contiene
los genotipos, y sus columnas representan marcadores,
mientras que las filas se asocian con los animales. Cada
elemento en Mj se codificé como 0, 1 o 2 si el genotipo i
individual para SNP; era homocigoto para el primer alelo,
heterocigoto u homocigoto para el segundo alelo,
respectivamente. P es la matriz que contiene la frecuencia del
segundo alelo pj, expresada como 2p;. Los andlisis fueron
procesados con los programas de la familia Blup.f90 (Misztal
et al., 2015).
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A su vez se determind el grado de significancia de los SNPs
para cada caracteristica segun lo propuesto por Costa et al.
(2015):

(%_p)

T

(=%)
donde BF es el Factor Bayesiano, p es la probabilidad
posterior de que a un SNP se le asigne un efecto distinto de
cero y mt es la probabilidad a priori de que un SNP se incluya
en el analisis. Se utilizé la siguiente escala aplicada en la
deteccién QTL por Vidal et al. (2005):
* si BF varia entre 3 y 20, proporcionan evidencia sugestiva;
* si BF varia entre 20 y 150, proporcionan fuerte evidencia;
* si el BF es mayor que 150, proporcionan muy fuerte
evidencia.

BF

Mapeo de genes y andlisis funcional In-Silico

Las regiones de los SNPs que resultaron significativas
fueron inspeccionadas para la identificacion de posibles
lugares (loci) de variabilidad para un caracter cuantitativo
(QTLs: quantitative trait loci) y genes candidatos ubicados
dentro o en los alrededores de cada regidn de interés a una
distancia de 1 Mb, usando bases de datos de dominio publico
como el Centro de Informacién Biotecnoldgica de los Estados
Unidos (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Ensembl
Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html). La
base de datos AnimalQTLdb (https://www.animalgenome.
org/cgi-bin/QTLdb/BT/index) fue emplead para verificar la
existencia de QTL asociados con caracteristicas de calidad de
carne, reportados previamente en las regiones circundantes
de los SNPs significativos identificados en este estudio.

El analisis funcional de los genes mapeados se realizé por
medio del sitio web de UniProt (http://www.uniprot.org/) y
de GeneCards® (http://www.genecards.org/). Los mismos se
usaron para verificar la informacién funcional de los genes;
cuando no se encontrd informacidn disponible para genes
Bos taurus, se usaron anotaciones de genes ortdlogos en
humanos, ratas o ratones para proceder con el analisis
funcional in-silico, que permitié definir una lista de genes
localizados dentro o en las proximidades de las regiones de
interés. Finalmente con esta informacidn se llevd a cabo un
analisis de vias de enriquecimiento de genes mediante la Base
de Datos para Anotacidn, Visualizacién y Descubrimiento
Integrado (DAVID: Database for Annotation, Visualization,
and Integrated Discovery) (Huang, et al., 2009a; Huang et al.,
2009b).

Resultados y Discusion
Determinaciones fenotipicas

El valor de fuerza de corte de Warner Bratzler (WBSF) en
el musculo longissimus dorsi de los novillos Braford fue 68,17
+ 13,92 N (media + desvio estandar) y el contenido de grasa
intramuscular 2,85 + 1,47 g/100 g musculo.

Determinaciones genotipicas

Se evaluaron 49.463 SNPs incluidos en el GeneSeek®
Genomic Profiler™ Bovine 50K y 30 novillos Braford. Luego
del proceso de control de calidad, se obtuvieron 40.241 SNP
efectivos y 28 animales. En el presente estudio la varianza de
cada SNP se expresé como el porcentaje de la varianza
genética aditiva total explicada por cada SNP. Para mejorar
la capacidad de diferenciar entre marcadores con grandes
efectos y los que tienen efectos pequefios se definieron
ventanas de 15 SNP adyacentes, y la varianza explicada por
estas ventanas se uso para elaborar los graficos conocidos
como “Manhattan Plots”.

Varianza genética asociada a la terneza

En la Figura 1 se muestra la proporcidon de varianza
genética (%gVar) explicada por ventanas de 15 SNPs
contiguos dentro de un mismo cromosoma para la resistencia
a la fuerza de corte. Estas ventanas no presentan
solapamientos ni son repetitivas (Wang et al., 2014).

Para la caracteristica Resistencia a la fuerza de corte con
la cuchilla de Warner-Bratzler, se hallaron cinco regiones con
mayor efecto en los cromosomas 1, 6, 14, 16 y 19.
Previamente, se encontraron QTLs relacionados con la fuerza
de corte y con la terneza de la carne, en los cromosomas 6 y
14, y QTLs asociados con el contenido de grasa intramuscular
en los cromosomas 6, 14 y 19 ( Magalhdes et al., 2016). Debe
recordarse que el contenido de grasa influye en la resistencia
a la fuerza de corte (Girard et al., 2012). Se encontré que el
rasgo evaluado mostrd variabilidad asociada con QTLs de
pequeiio efecto, no detectdndose genes de efecto
considerable, tal como es el caso de CAPN1 y CAST en ganado
taurino (Casas et al., 2006). Las regiones descriptas codifican
114 genes enumerados en el Cuadro 1.

La lista de genes fue analizada utilizando la base de datos
DAVID, identificandose las vias de enriquecimiento de genes
para el caracter terneza. Se hallaron 28 vias, de las cuales
cinco resultaron de interés por su posible relacion con la
terneza de la carne: la ruta metabdlica del acido linoleico y
oxidoreductasas (6 genes) y las respuestas a los estimulos de
11-desoxicorticosterona, mineralocorticoides v la
deshidroepiandrosterona (4 genes) (Cuadro 2).

La proteina codificada por el gen BDH1, (3-hidroxibutirato
deshidrogenasa tipo 1) cataliza la interconversion de cuerpos
cetdnicos producidos durante el catabolismo de los acidos
grasos. La cetogénesis se produce principalmente en la matriz
mitocondrial de las células del higado, y esimportante porque
proporciona energia para los tejidos circundantes,
especialmente los musculos cardiaco y esquelético. Se ha
reportado que este gen muestra efecto magnificado en
novillos Nellore con menor eficiencia de consumo alimentario
(Tizioto et al., 2017). Mientras que en animales de la misma
raza, con perfiles extremos de acidos grasos, la expresion del
gen BDH1 es mas intensa en los novillos con 4cidos
grasos saturados respecto a los animales con acidos grasos
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Figura 1. Manhattan plot para Resistencia a la fuerza de corte con la cuchilla de Warner-Bratzler. Proporcidn de varianza genética explicada
por ventanas de 15 SNPs adyacentes (eje y) por cromosoma (eje x).

Figure 1. Manhattan plot for Warner-Bratzler shear force. Proportion of genetic variance explained by windows of 15 adjacent SNPs (y axis)
per chromosome (x axis).

Cuadro 1. Identificacién de los genes segun ID de Ensembl, cromosoma y posibles genes candidatos posicionales identificados para la
caracteristica terneza.
Table 1. Ensembl ID, chromosome and possible positional candidate genes identified for meat tenderness.

Gen ID Crom | PGC Gen ID Crom |PGC
ENSBTAG00000000448 BDH1 ENSBTAG00000001071 WRAPS53
ENSBTAG00000002998 MELTF ENSBTAG00000001702 TMEM107
ENSBTAG00000006388 FBX045 ENSBTAG00000001717 AURKB
ENSBTAG00000008873 NCBP2 ENSBTAG00000002018 EIF5AL1
ENSBTAG00000009614 NRROS ENSBTAG00000002564 DLG4
ENSBTAG00000011659 PIGZ ENSBTAG00000003072 ACADVL
ENSBTAG00000013192 CEP19 ENSBTAG00000003075 DVL2
ENSBTAG00000013319 1 SMCO1 ENSBTAG00000003889 PER1
ENSBTAG00000014660 WDR53 ENSBTAG00000003891 VAMP2
ENSBTAG00000020378 DLG1 ENSBTAG00000004222 SAT2
ENSBTAG00000032674 SENP5 ENSBTAG00000004226 SHBG
ENSBTAG00000043278 U6 ENSBTAG00000005461 19 SOX15
ENSBTAG00000045354 ACA64 ENSBTAG00000005462 FXR2
ENSBTAG00000047856 PAK2 ENSBTAG00000007117 CTC1
ENSBTAG00000048195 PIGX ENSBTAG00000008289 ZBTB4
ENSBTAG00000002632 CSN2 ENSBTAG00000008605 DNAH2
ENSBTAG00000002928 AMTN ENSBTAG00000008773 GUCY2D
ENSBTAG00000004793 AMBN ENSBTAG00000008779 ALOX15B
ENSBTAG00000006810 ODAM ENSBTAG00000009126 YBX2
ENSBTAG00000007695 6 CSN1S1 ENSBTAG00000009190 SLC2A4
ENSBTAG00000008577 GRSF1 ENSBTAG00000010513 GPS2
ENSBTAG00000009310 UTP3 ENSBTAG00000010527 ACAP1
ENSBTAG00000010346 ENAM ENSBTAG00000010532 KCTD11
ENSBTAG00000011952 SULT1E1 ENSBTAG00000012436 HES7

1 ——
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ENSBTAG00000016290 MOB1B ENSBTAG00000012475 ALOX12B
ENSBTAG00000016795 RUFY3 ENSBTAG00000012478 ALOXE3
ENSBTAG00000018531 JCHAIN ENSBTAG00000013680 ATP1B2
ENSBTAG00000019849 CABS1 ENSBTAG00000014377 CHD3
ENSBTAG00000039787 CSN3 ENSBTAG00000014693 TMEMS88
ENSBTAG00000004022 PLAG1 ENSBTAG00000014695 NAA38
ENSBTAG00000005893 TMEM68 ENSBTAG00000014696 CYB5D1
ENSBTAG00000005898 TGS1 ENSBTAG00000014881 PHF23
ENSBTAG00000018570 SDR16C5 ENSBTAG00000014883 GABARAP
ENSBTAG00000019145 MOS ENSBTAG00000014940 KCNAB3
ENSBTAG00000019147 14 RPS20 ENSBTAG00000017739 TNK1
ENSBTAG00000020034 LYN ENSBTAG00000017747 PLSCR3
ENSBTAG00000028889 Ul ENSBTAG00000018808 SLC25A35
ENSBTAG00000033284 CHCHD7 ENSBTAG00000018809 RANGRF
ENSBTAG00000044050 XKR4 ENSBTAG00000019241 FGF11
ENSBTAG00000045097 snoU54 ENSBTAG00000019242 CHRNB1
ENSBTAG00000001361 NMNAT1 ENSBTAG00000019443 CTDNEP1
ENSBTAG00000003177 SLC25A33 ENSBTAG00000019446 ELP5
ENSBTAG00000003180 TMEM201 ENSBTAG00000019448 CLDN7
ENSBTAG00000004966 KIF1B ENSBTAG00000020252 NLGN2
ENSBTAG00000005933 CTNNBIP1 ENSBTAG00000020253 SPEM1
ENSBTAG00000010401 UBE4B ENSBTAG00000020688 ARHGEF15
ENSBTAG00000011823 CLSTN1 ENSBTAG00000029812 bta-mir-324
ENSBTAG00000013527 PGD ENSBTAG00000031509 PFAS
ENSBTAG00000013531 16 CENPS ENSBTAG00000031725 TNFSF12
ENSBTAG00000013538 PEX14 ENSBTAG00000031737 TMEM102
ENSBTAG00000015574 RBP7 ENSBTAG00000037604 EFNB3
ENSBTAG00000018984 PIK3CD ENSBTAG00000042836 SNORA48
ENSBTAG00000019818 CASZ1 ENSBTAG00000042868 SNORA67
ENSBTAG00000036516 5S_rRNA ENSBTAG00000043025 ué
ENSBTAG00000042532 ue ENSBTAG00000043508 us
ENSBTAG00000045105 SNORD77 ENSBTAG00000044837 SCARNA21
ENSBTAG00000046494 CORT ENSBTAG00000044856 SNORD10
ENSBTAG00000000130 TNFSF13 ENSBTAG00000045293 SNORA48
ENSBTAG00000000132 EIF4A1 ENSBTAG00000046765 POLR2A
ENSBTAG00000000133 13 CD68 ENSBTAG00000047214 TRAPPC1
ENSBTAG00000000134 MPDU1 ENSBTAG00000047756 CNTROB
ENSBTAG00000001069 TP53 ENSBTAG00000048062 KDM6B

insaturados (Berton et al., 2016). El gen PDG (fosfogluconato
deshidrogenasa) fue asociado con caracteristicas de color en
gallinas (Sun et al., 2013) y con el marmoreo de la carne en el
ganado Nellore (Magalhdes et al., 2016). En el presente
trabajo, se sugiere que menos de uno (0,99) % de la varianza

en terneza es explicada por BDH1 mientras que PDG explica
1,08% (Cuadro 2).

Los genes ALOXE3, ALOX12B, ALOX15B, ACADVL, BDH1 y
PGD estan asociados con las vias de enriquecimiento del
metabolismo del acido linoleico y de las oxidoreductasas. Los
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Cuadro 2. Identificacidn de posibles genes candidatos posicionales, seguin la varianza genética explicada por ventanas de 15 SNPs.
Table 2. Identification of possible positional candidate genes, according to the genetic variance explained by windows of 15 SNPs.

Caracteristica Crom Posicion (pb) Varianza Genes
1 71616599....72616599 0,99457 BDH1
Resistencia a la |6 87012322....88012322 0,92759 CSN1S1, CSN1S2, CSN2, CSN3
fuerza de corte con |1 24149092....25149092 1,41105
la cuchilla de WB
(WBSF) 16 43788030....44968952 1,07882 PGD
19 27544525....28544525 0,88129 ALOX12B, ALOX15B, ALOXE3, ACADVL
5 31558255....32406215 1,74972 LOC101902265, LOC507383,
LOC504567, LOC523258, LOC509817,
LOC781968, LOC515887, LOC506992,
LOC617388, LOC781446, OR8S1,
OR10AD1
Contenido de grasa
intramuscular 7 51739128....53124827 5,56041 LRRTM2, CTNNA1
9 45729853....46668612 1,38435
17 55907275....56650793 1,32527 P2RX7, P2RX4, ATP2A2
28 45870946....46244776 2,31903 AGT

genes de la familia ALOX (lipoxigenasa araquiddnica) son un
grupo de lipoxigenasas que catalizan la oxigenacion de acidos
grasos poliinsaturados. Los lipidos oxigenados pueden iniciar
reacciones biolégicas que activan mecanismos de
sefializacidon celular o pueden metabolizarse en potentes
mediadores de lipidos (Mashima y Okuyama 2015). Aunque
los mecanismos exactos por los cuales los acidos grasos
poliinsaturados ejercen sus efectos no se comprenden
completamente, varios factores de transcripcién y receptores
nucleares fueron considerados reguladores criticos de varios
genes importantes del metabolismo lipidico. Algunos de estos
activadores son productos de las reacciones de las
lipoxigenasas y promueven la diferenciacién de las células
madre mesenquimales en adipocitos (Xiao et al., 2011). Por
otro lado, el silenciamiento del gen ALOX15B en humanos
resultd en una atenuacion de la acumulacion de lipidos,
sugiriendo su funcionalidad en la absorcion de lipidos en las
células (Mashima y Okuyama 2015). También se han asociado
polimorfismos del gen ALOX12 con el contenido y el
porcentaje total de grasa en humanos (Xiao et al., 2011).

El ACADVL, gen de la acil-CoA deshidrogenasa de cadena
muy larga, cataliza la primera etapa de la via de oxidacién B-
mitocondrial de los 4cidos grasos en el musculo (He et al.,
2007). Se ha determinado que la expresion de este gen varia
en grupos de animales con fenotipos diferencial en el
contenido de acidos grasos (Puig-Oliveras et al., 2014).
Ademas, se ha demostrado que la deficiencia del gen ACADVL
en humanos produce una oxidacién defectuosa de los acidos
grasos; y que los ratones knock-out para este gen,
alimentados en dieta con alto contenido de grasa,
presentaron una disminucién en el contenido de grasa
corporal total (Chegary et al., 2009). En un estudio reciente,
se ha determinado que polimorfismos de este gen producen

diferencias en caracteristicas corporales de razas bovinas
(Zhang et al., 2015). En nuestro estudio, los genes ALOX y el
ACADVL explicaron 0,88% de la varianza de la terneza (Cuadro
2).

En las rutas de respuesta a los estimulos de 11-
desoxicorticosterona, mineralocorticoides y la
deshidroepiandrosterona se encuentran los genes CSN1S1,
CSN2, CSN1S2 y CSN3 (AlphaS1, AlphaS2, Beta, y Kappa
caseinas). En el presente trabajo los polimorfismos de estos
genes explicaron 0,93 % de la varianza aditiva para la
caracteristica resistencia a la fuerza de corte (Cuadro 2). Si
bien se observd que ciertos polimorfismos en estos genes se
asociaron con el contenido de grasa en leche (Casas y Kehrli
2016), también se reportaron asociaciones entre los citados
genes y el contenido de grasa en diferentes razas bovinas
(White et al., 2007; Bennett et al., 2013). Las funciones y
asociaciones que se han encontrado con los genes
previamente mencionadosy los atributos de calidad de carne,
podrian sugerir que los genes mencionados influyen sobre la
variabilidad genética en terneza.

Varianza genética asociada al contenido de grasa intramuscular

En la Figura 2 se muestra la proporcion de varianza
genética (%gVar) explicada por ventanas de 15 SNPs
contiguos dentro de un mismo cromosoma, basado en el
método de GWAS para el contenido de grasa intramuscular.
Las 5 regiones con mayor efecto para el atributo contenido
de grasa intramuscular se encuentran en los cromosomas 5,
7,9, 17 y 28. En los cromosomas 5 y 28 se encontraron QTLs
relacionados con el marmoreo de la carne y el contenido de
grasa (Saatchi et al.,, 2013; Magalhdes et al.,, 2016). Las
regiones descriptas codifican para 61 genes enumerados en
el Cuadro 3. El analisis de enriquecimiento con la base de
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Figura 2. Manhattan plot para contenido de grasa intramuscular. Proporcion de varianza genética explicada por ventanas de 15 SNPs

adyacentes (eje y) por cromosoma (eje x).

Figure 2. Manhattan plot for intramuscular fat content. Proportion of genetic variance explained by windows of 15 adjacent SNPs (y axis) per

chromosome (x axis).

datos DAVID para el contenido de grasa intramuscular
permitié la identificacion de 20 vias de enriquecimiento;
cuatro de ellas fueron analizadas en el presente trabajo
debido a su relaciéon con el atributo: la via de los receptores
olfatorios (12 genes), la de actividad del receptor acoplado a
proteina G (12 genes), la de los componentes integrales de la
membrana (17 genes) y una via de sefializacién (1 gen)
(Cuadro 2).

Se identificaron 12 genes asociados a las tres primeras
vias de enriquecimiento nombradas, que podrian explicar el
1,75 % de la varianza, los cuales actian como receptores
olfatorios  (LOC101902265, LOC507383, LOC504567,
LOC523258, LOC509817, LOC781968, LOC515887,
LOC506992, LOC617388, LOC781446, OR8S1, OR10AD1)
(Cuadro 2). Este grupo de genes participa en el cambio del
GDP (guanosina difosfato) a GTP (guanosina trifosfato),
actuando como reguladores de las proteinas G. GDP y GTP
pueden ser utilizados como fuente de energia y son
responsables de la transferencia de energia dentro de la
célula (Russell et al., 2014). Otra explicacion del efecto de los
receptores olfativos sobre los atributos de calidad de carne es
su accién en el duodeno, donde promueven la absorcién de
acidos grasos, aumentando la acumulacion de grasa
(Primeaux et al., 2013). Ademas, se sabe que estos receptores
olfativos actuan sobre el tejido adiposo y en la diferenciacion
de los adipocitos, aumentando la acumulacién de grasa (Von
Der Heyde et al., 2014). Algunos estudios también sugieren
que los receptores olfativos estdn involucrados en la ingesta
de alimentos debido a su accién conocida sobre las neuronas
olfatorias, aumentando la busqueda de alimentos y la ingesta
de alimentos (Loch et al.,, 2013), y consecuentemente el
aumento de peso y la acumulacién de grasa. En el trabajo de
Magalh3es et al. (2016) se encontrd asociacion similar entre
los genes citados y el marmoreo de la carne en animales de
raza Nellore. Los receptores olfativos estan implicados en la
percepcion de olores, sin embargo no se puede descartar que

ejercen otras funciones en el organismo como se menciond
anteriormente. Por lo tanto, es necesario realizar nuevos
estudios especificos que demuestren el verdadero papel de
este grupo de genes en el metabolismo de los lipidos.

La via de enriquecimiento de componentes integrales de
membrana, involucra los 12 genes previamente nombrados,
como asi también los genes: LRRTM2, CTNNA1, P2RX7,
P2RX4, ATP2A2. El gen LRRTMZ2, codifica la proteina
transmembrana neuronal 2 rica en repeticiones de leucina, y
participa en el desarrollo y mantenimiento de la sinapsis
excitatoria en el sistema nervioso vertebrado. En un estudio
reciente la expresién del gen LRRTMZ2 fue mayor en los
animales que tenian menor contenido de grasa intramuscular
(Gonzélez-Calvo et al., 2017). El gen CTNNA1, de la alfa
catenina 1, se asocia con el dominio citoplasmatico de una
variedad de cadherinas. La asociaciéon entre cateninas y
cadherinas produce un complejo que esta ligado a la red de
filamentos de actina, y que parece ser de primordial
importancia para las propiedades de adhesion celular
(Wheelock y Knudsen 1991). Este gen ha sido asociado con el
porcentaje de grasa en leche en el ganado Holstein-Friesian y
Jersey (Raven et al., 2014). En el presente trabajo, se sugiere
que los polimorfismos de los genes LRRTM2 y CTNNA1
podrian explicar el 5,56% de la varianza del marmoreo, sin
embargo aun no se ha establecido una relacion directa de los
mismos con dicha caracteristica (Cuadro 2).

Los receptores purinérgicos P2X4 y P2X7, son miembros
de la familia de canales idnicos que se abren en respuesta al
ATP extracelular. Mutaciones en estos genes han sido
asociadas con anormalidades en el metabolismo de la glucosa
en humanos y ratones (Todd et al., 2015). Inclusive el gen
P2X7 ha sido asociado con la diabetes, debido a su influencia
en la regulacion de las células beta (Glas et al., 2009). Por
otro lado, el gen de la ATPasa sarco/endoplasmatica
transportadora 2, ATP2A2, ha sido asociado con la terneza, la
jugosidad y el flavor de la carne en el ganado bovino (Bernard
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et al., 2007). Algunos estudios sugieren que este gen podria
actuar en la regulacion de los procesos bioldgicos que
conducen al desarrollo del marmoreo, y que su sobre
regulacion conduce a una mayor deposicion de grasa
intramuscular (Puig-Oliveras et al., 2014; Sadkowski et al.,
2014). Este grupo de genes involucrado en la homeostasis de
la glucosay la energia, podria explicar el 1,32 % del contenido
de grasa intramuscular de la carne (Cuadro 2).

El gen de la angiotensina, AGT, es un importante producto
secretor del higado y de los adipocitos. La angiotensina es

considerada un factor tréfico en el crecimiento y desarrollo del
tejido adiposo. Se ha demostrado, que la AGT inhibe la
diferenciacion de adipocitos en diferentes modelos
experimentales (Lu et al., 2007). Un estudio realizado con
ganado bovino Coreano, encontré que la expresion de AGT se
correlaciona negativamente con el contenido de grasa
intramuscular (Kim et al., 2011). En el presente trabajo, las
mutaciones en este gen podrian explicar el 2,32% de la varianza
total del contenido de grasa intramuscular (Cuadro 2).

Cuadro 3. Identificacién de los genes segun ID de Ensembl, cromosoma y posibles genes candidatos posicionales identificados para la

caracteristica contenido de grasa intramuscular.

Table 3. Ensembl ID, chromosome and possible positional candidate genes identified for intramuscular fat content.

Gen ID Crom |PGC Gen ID Crom |PGC
ENSBTAG00000000286 PFKM ENSBTAG00000042790 U6
ENSBTAG00000000289 ASB8 ENSBTAG00000044898 7 SNORA74
ENSBTAG00000002390 CCDC184 ENSBTAG00000046926 GPX4
ENSBTAG00000012423 SENP1 ENSBTAG00000001533 9 HACE1
ENSBTAG00000013155 5 COL2A1 ENSBTAG00000042209 U6
ENSBTAG00000016496 ZNF641 ENSBTAG00000001398 ATP2A2
ENSBTAG00000016996 C5H120rf54 ENSBTAG00000002315 RNF34
ENSBTAG00000032429 OR10AD1 ENSBTAG00000002328 KDM2B
ENSBTAG00000038670 OR8S1 ENSBTAG00000003092 ANAPC5
ENSBTAG00000000238 PSD2 ENSBTAG00000004457 ORAI1
ENSBTAG00000002286 DNAIC18 ENSBTAG00000004458 MORN3
ENSBTAG00000002296 TMEM173 ENSBTAG00000005347 GPN3
ENSBTAG00000003986 CXXC5 ENSBTAG00000008417 VPS29
ENSBTAG00000004161 UBE2D3 ENSBTAG00000008948 17 P2RX7
ENSBTAG00000008224 PAIP2 ENSBTAG00000009208 TCTN1
ENSBTAG00000008881 PURA ENSBTAG00000009216 HVCN1
ENSBTAG00000010689 NRG2 ENSBTAG00000009602 TMEM1208B
ENSBTAG00000010798 SLC23A1 ENSBTAG00000010812 P2RX4
ENSBTAG00000014182 CTNNA1 ENSBTAG00000010815 CAMKK?2
ENSBTAG00000014192 7 LRRTM2 ENSBTAG00000018330 RAD9B
ENSBTAG00000016595 CYSTM1 ENSBTAG00000018332 PPTC7
ENSBTAG00000016596 PFDN1 ENSBTAG00000020584 IFT81
ENSBTAG00000017957 SPATA24 ENSBTAG00000022067 FAM216A
ENSBTAG00000025226 IGIP ENSBTAG00000003546 TFAM
ENSBTAG00000029283 5S_rRNA ENSBTAG00000012393 AGT
ENSBTAG00000030518 ECSCR ENSBTAG00000016191 )8 ZNF32
ENSBTAG00000030520 PROB1 ENSBTAG00000019039 ZNF239
ENSBTAG00000033747 SIL1 ENSBTAG00000020314 COG2
ENSBTAG00000038337 MzB1 ENSBTAG00000045503 5S_rRNA
ENSBTAG00000042256 SNORA74

1 ——
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Se debe resaltar que se han encontrado inconsistencias
entre los resultados reportados para caracteristicas similares.
Por ejemplo, es muy frecuente que un SNP detectado como
significativo para una caracteristica dada en una raza o
poblacion especifica, resulte no significativo en otra
poblacion evaluada para la misma caracteristica. La no
coincidencia de asociacion puede deberse a tres razones: 1)
el descubrimiento original fue un falso positivo, 2) la
asociacion es especifica de esa raza, ya sea porque el QTL no
segrega en otra raza o porque el grado de LD es diferente
entre razas, o 3) existe escasa potencia estadistica en el
analisis realizado, sea en la poblacién donde se encontrod la
asociacién o en la poblaciéon donde se quiere validar, o en
ambas. Esto puede deberse a multiples factores, como el
tamaiio de la poblacion, la densidad de los marcadores (SNP)
utilizada, la estructura genética de la poblacidn, la eleccién de
los modelos estadisticos, asi como los errores tipo | y Il (Zhang
etal., 2012). En tal sentido, se debe resaltar que el tamario de
la poblacion estudiada es muy pequefio, y que por lo tanto la
potencia del estudio es baja (BF < 20). Para mejorar este tipo
de problemas se requiere un tamafio de poblacion mas
grande y/o una mayor densidad de los marcadores (SNPs).

Conclusiones

En analisis exploratorio realizado con 30 novillos permitio
identificar regiones gendmicas asociadas con caracteristicas
de calidad de carne para la raza Braford (QTL), que se
ubicaron en ventanas de 15 SNPs. Se localizaron 175 posibles
genes candidatos posicionales, en regiones localizadas en los
cromosomas 1, 6, 14, 16 y 19 para laternezay5,7,9, 17 y 28
para marmoreo; se identificaron SNPs ubicados cerca de
genes que tienen un rol conocido en el metabolismo de los
lipidos y como componentes celulares. La identificacidon de
estas regiones y genes debe validarse en estudios posteriores
con un mayor nimero de animales para su posterior uso en
estudios de seleccién gendmica.
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