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ABREVIATURAS

M-CAPN: p-calpaina

CAST: gen que codifica para calpastatina

CAPN1-316 CC: Genotipo CC del gen CANPN1-316 (Homocigoto dominante)
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CAST CC: Genotipo AA del gen CAST (Homocigoto dominante)

CAST GG: Genotipo GG del gen CAST (Homocigoto recesivo)
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RESUMEN

IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS ASOCIADOS A LA CALIDAD DE LA
CARNE EN LA CUENCA DEL PAPALOAPAN DEL ESTADO DE OAXACA.
Con el objetivo de determinar las frecuencias alélicas de los genes CAPN1 y CAST
en bovinos de doble propdésito, se tomaron muestras de plasma sanguineo a 331
bovinos de doble propdsito en la region de la Cuenca del Papaloapan del estado
de Oaxaca. A partir del material genético extraido, se amplificaron con los
marcadores CAPN1-316, CAPN1-530 y CAST. Las pruebas de RFLP’s en los
marcadores CAPN1-316, CAPN1-530 y CAST se realizaron utilizando las enzimas
de restriccion Btg I, Ava Il y Rsa |, para el diagnéstico de los alelos C-G, A-G y C-
G de los marcadores, respectivamente. Las frecuencias genotipicas obtenidas para
CAP-316 correspondieron a 0.03, 0.86 y 0.11 para los homocigotos AA, GG, y para
el heterocigoto GA, respectivamente. Las frecuencias alélicas fueron 0.86 y 0.14
para el alelo G y A, respectivamente. Para el marcador CAPN1-530 las frecuencias
genotipicas fueron de 0.02, 0.85 y 0.13 para CC, GG y GC, respectivamente, con
una frecuencia alélica de 0.85 para G y 0.15 para el alelo C. Las frecuencias
obtenidas para el marcador CAST fueron de 0.32, 0.28 y 0.4 para CC, GG y GC,
respectivamente, con una frecuencia alélica de 0.68 para el alelo G y 0.32 para el
alelo C. La poblacion en estudio no se encuentra en equilibrio Hardy Weinberg. El
valor de x?P con dos grados de libertad fue de 0.964, 0.985 y 0.9803 para CAPN1-

316, CAPN1530 y CAST, respectivamente.
Palabras clave: Bovinos de doble propésito, frecuencias genotipicas, CAPNL1,

CAST, Terneza de la carne.
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ABSTRACT
IDENTIFICATION OF POLYMORPHISM ASSOCIATED WITH THE QUALITY OF
MEAT ON THE BASIN STATE OF OAXACA PAPALOAPAN.

With the objective of determining the gene allele frequencies CAPN1 y CAST in
double purpose bovines, samples of blood plasma were extracted from 331 double
purpose bovines. These materials were used to amplify the markers CAPN1-316,
CAPN1-530 y CAST. RFLP tests were performed using the restriction enzyme Btg
| to diagnose alleles A and G of the CAPN1 gene, Ava Il to diagnose alleles C and
G of the CAPN1-530 gene, and Rsa | to diagnose alleles C and G the CAST gene.
The genotype frequencies obtained were found to be 0.03, 0.86 and 0.11 for
homozygote AA, GG, and heterozygous GA, respectively, for the case of the APN1-
316 gene. The allele frequencies were 0.86 and 0.14 for alleles G and A,
respectively. The genotype frequencies obtained were found to be 0.03, 0.85 and
0.13 for homozygote CC, GG and heterozygous GC, respectively, for the CAPN1-
530 gene. The allele frequencies were 0.15 and 0.85 for alleles C and G. The
genotype frequencies obtained were found to be 0.32, 0.28 and 0.4 for homozygote
CC, GG and heterozygous GC, respectively, for the CAST gene. The allele
frequencies were 0.68 and 0.32 for alleles G and C, respectively. The population
studied is not found to be in Hardy Weinberg equilibrium, the x2P value with two
degrees of freedom was 0.964, 0.985 and 0.9803 to CAPN1-316, CAPN1530 and
CAST respectively.

Keywords: Double purpose bovines, genotype frequencies, CAPN1, CAST, Meat

tenderness.
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1. INTRODUCCION

La carne es el tejido animal, principalmente muscular, que se consume como
alimento, siendo la terneza o suavidad de la carne uno de los rasgos importantes
en la produccion de ganado de carne, ya que los consumidores la consideran como
el atributo mas importante de la palatabilidad de carne (Soria et al. 2010).

La demanda en paises en desarrollo de productos pecuarios como la carne,
es elevada. Por ejemplo, en México el consumo de carne bovina per capita es de
17 kilogramos (Financiera Rural, 2012). Esto ha propiciado una inminente
intensificacion de los sistemas de produccion, los cuales seran dependientes de
especies élite altamente productivas y con mejor calidad de sus productos (FAO,
2003). Adicionalmente, la demanda de carne es cada vez méas exigente en cuanto
a cantidad y calidad, y para mejorar este aspecto cuantitativo de la produccion
animal es necesaria la seleccion de individuos genéticamente superiores de las
especies de interés zootécnico destinadas a la produccion.

El desarrollo de la biotecnologia genémica en el &rea animal se ha promovido
como una realidad necesaria en México, y sus objetivos se enfocan
fundamentalmente en el desarrollo, establecimiento e implementacién de técnicas
y métodos moleculares en beneficio de los sistemas pecuarios del pais (Parra-
Bracamonte et al., 2011). Esta disciplina ha evolucionado desde la identificacion de
fragmentos cortos de ADN hasta secuenciacion del genoma entero de un
organismo (Fadiel et al., 2005), como es el caso de los bovinos. Los avances en
dicha area han revolucionado las practicas agropecuarias identificando genes
asociados a caracteristicas de importancia economica.

Existe una amplia evidencia que la protedlisis posmortem de las proteinas

miofibrilares son responsables de la disminucion del esfuerzo al corte durante el


http://es.wikipedia.org/wiki/Animal
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo
http://es.wikipedia.org/wiki/Alimento

almacenamiento (Soria et al., 2010). La degradacion proteolitica que ocurre
durante la conversion de musculo a carne en el periodo de almacenamiento de la
canal, a temperaturas de refrigeracion, es regulada principalmente por el sistema
de proteinas calpaina/calpastatina (CAPN/CAST) (Juszczuk et al., 2007). CAST es
una proteina inhibidora de la actividad de CAPN (Goll et al., 1992). Las CAPN se
encuentran en todos los tejidos y varia su concentracion dependiendo del micro-
ambiente celular. Goll et al. (2003) sugieren que estas enzimas tienen diversas
funciones dependiendo de la regidbn donde se encuentren. En el muasculo
esquelético existen dos isoformas: y-CAPN y m-CAPN las cuales se encargan de
la degradacion de las proteinas miofibrilares durante el almacenamiento post-
mortem de la carne, pero también han sido implicadas en actividades a nivel celular
como la transmision de sefales, apoptosis (muerte celular programada), regulacion
de ciclos, dispersion, anclaje, motilidad, invasion de tejido, la miogénesis la
migracion del mioblasto y su fusion para formar el miotubo. (Atencio et al., 2000;
Carragher et al., 2002; Dedieu et al., 2004; Leloup et al., 2006)

Dada la importancia del sistema proteolitico CAST/CAPN y su relaciéon con la
terneza de la carne, el objetivo de este trabajo estimar la variabilidad de los genes
asociados a la calidad de la carne (CAPN1 y CAST) en el ganado bovino de doble
propésito de la regidn del Papaloapan, utilizando nuevas herramientas moleculares

para la seleccién genética.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL:

Estimar la variabilidad de los genes asociados a la calidad de la carne (CAPN1 y
CAST) en el ganado bovino de doble propésito de la region del Papaloapan,

utilizando nuevas herramientas moleculares para la seleccion genética.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Disefiar oligonucleétidos para amplificacion de los marcadores CAPN1 Y
CAST
2. Determinar las variantes genéticas de los genéticas de los marcadores
CAPN1Y CAST
3. Determinar si la poblacién se encuentra en equilibrio Hardy Weinberg.

4. Analizar la poblaciéon genética con base en los marcadores.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Historia y generalidades de los bovinos

El ganado vacuno perteneciente al Género Bos se domestico por el hombre
como animal de trabajo durante el periodo Neolitico en Europa y Asia,
evolucionando como especie dedicada a usos mas complejos. Las diferentes razas
europeas de Bos taurus y las que tienen su origen en Asia Bos indicus, se
difundieron en todo el mundo para aprovechar su produccién de carne y leche

(ASERCA, 1995).

Los bovinos se desarrollaron en el subcontinente indico y s6lo se propagaron
a otras partes de Asia, al norte de Africa y Europa tras la glaciacion hace
unos 20,000 afios. Se pueden distinguir dos subtipos: el jorobado Bos
primigenius namadicus (antepasado de los cebues actuales) y el Bos primigenius
primigenius que carecia de joroba y dio lugar a los bovinos europeos actuales
(Phillips, 2003). Los bovinos domésticos fueron desarrollados a partir de los
salvajes Bos primigenius hace unos 8000-10000 afios en el medio oriente, con el

objetivo de tener leche y carne.

3.2. Situacion de la ganaderia en México
En México, el ganado bovino deriva en gran parte del ganado espafiol
introducido por los conquistadores, aunque hoy en dia podemos observar un alto
grado de cruzas de Bos taurus y Bos indicus que se introdujeron en los afios 70°s.
El ganado lechero es predominante de razas europeas, mientras que las razas de
carne son originarias de recientes importaciones de ganado americano y brasilefio.
Los animales mas cercanos al ganado introducido por los espafoles, son los

denominados criollos puros, que ahora se encuentran en las regiones mas remotas



del pais y que son capaces de soportar condiciones desérticas y alimentarse por
romaneo y de hierbas. Los mas comunes son los criollos mixtos, que resultan de la
cruza de los primeros con las variedades europeas, americanas y asiaticas de
ganado bovino (Alvarez-Romero y Medellin, 2005).

Dentro del ganado bovino nacional se encuentran las razas de Beefmaster,
Hereford, Romagnola, Belga azul, Holstein Friesian, Salers, Bradford, Indobrasil,
Santa Gertrudis, Brahaman, Jersey, Simental, Brangus, Angus, Hereford, Limusine,
Tuli, Charolais, Marchigiana, Tropicarne, Drughtmaster, Nellore, Gyr y Pardo Suizo,

ampliamente distribuido por todo el pais.

La ganaderia bovina se destaca por su importancia comercial y se practica
de forma extensiva en Veracruz, Jalisco y Chiapas, donde se concentran el 30 %
de las existencias nacionales (9,049,249 cabezas). Adicionalmente, Michoacan,
Oaxaca, Sinaloa y Tabasco producen practicamente el 55 % de la poblacién bovina
nacional. De aqui una buena parte se destina a la exportacién, principalmente a
Estados Unidos. En el resto, la ganaderia se orienta de forma general a satisfacer

la demanda del mercado interno (SAGARPA 2011).

En la regién del Papaloapan del estado de Oaxaca se produce el 25.2 % (19
714 ton) de carne y 16.8 % (24 503 L) de leche de ganado bovino en el estado,

siendo la principal region productora de leche y carne del estado (INEGI 2008).

3.3. El papel del sistema de Calpainas, en las caracteristicas de la
importancia econdmica del ganado bovino

La degradacion proteolitica del musculo que ocurre durante la conversiéon de
musculo a carne en el periodo de almacenamiento de la carcasa a temperaturas de
refrigeracion es regulada principalmente por el sistema de CAPN/CAST (Koohmarie

et al., 1994; Juszczuk et al., 2007).



Las CAPN son proteinas heterodiméricas que constan de una subunidad

catalitica grande (80 kDa) y una regulatoria pequefa (28 kDa). La actividad de estas
proteasas es regulada por CAST, una proteina inhibidora de CAPN (Murachi, 1984;
Goll et al.,, 1992). La familia de las CAPN consiste de al menos 16 enzimas
diferentes (Franco et al., 2005), que pueden ser tipicas o atipicas (con o sin la
subunidad EF1) dependiendo del tejido de procedencia. A pesar de que los
miembros de esta familia se encuentran en todos los tejidos, las CAPN varian en
cuanto a su concentraciéon dependiendo del micro-ambiente celular. Las enzimas
proteoliticas, tienen funciones diferentes segun la region donde se encuentran (Goll
et al., 2003).
En el musculo esquelético existen dos isoformas principales: y-CAPN y m-CAPN
(Goll etal., 2003). Ademas, de su rol en la degradacion de las proteinas miofibrilares
durante el almacenamiento post-mortem de la carne, han sido implicadas en
actividades importantes a nivel celular como son la transmision de sefiales,
apoptosis (muerte celular programada), regulacion de ciclos, dispersion, anclaje,
motilidad, e invasion de tejido por la célula (Atencio et al., 2000; Carragher et al.,
2002; Dedieu et al., 2004). En relacién a la miogénesis, Leloup et al., (2007)
demostraron que las CAPN juegan un rol critico en las etapas tempranas de este
fendbmeno como en la migracién del mioblasto y su fusion para formar el miotubo.

La calidad de la carne del ganado Bos indicus se ha calificado como pobre
en términos de suavidad en comparacion con la de razas Bos taurus (Marshall,
1999), debido a la ausencia de copias de alelos favorables del gen de la calpaina
(Page et al., 2004; Casas et al., 2005; White et al., 2005) o a una mayor actividad
de la proteina endogena inhibidora de la actividad de la calpaina, la calpastatina,

(Pringle et al., 1997). Dentro de la raza, los factores genéticos controlan solo el 30



% de la variacion de la terneza. Este 30 % representa la heredabilidad (efecto de
genes aditivos) de esta caracteristica. En consecuencia, dentro de una raza, el 70
% de la variacion se explica por factores ambientales y efectos de genes no aditivos
(Fernandez, 2005).

3.4. Estructura de las calpainas

El sistema de CAPN consta primordialmente de 2 proteasas ricas en cisteina
las cuales dependen de la presencia de calcio (Ca?*) para ser activadas (Goll et al.,
2003). La secuencia de aminoacidos de p- y m-CAPN en vertebrados conserva su
identidad hasta en un 90% (DeLuca et al., 1993; Suzuki et al., 1996; Smith et al.,
2001) indicando que ésta secuencia es de gran importancia fisiolégica. Existen
hasta cuatro dominios de CAPN enzimaticamente activos (Hosfield et al., 1999;
Strobl et al., 2000; Sorimachi y Suzuki, 2001; Pal et al., 2003). Franco et al., (2005)
determinaron que el dominio | es una a-hélice sencilla presente en el terminal N de
algunas CAPN. Este puede interactuar con los dominios VI de subunidades no
cataliticas y pueden ser importantes para la estabilidad de la proteina. EI dominio
Il, contiene la triada catalitica Cys'®, His262 y Asn286. Al momento de la
activacion, estos tres residuos se cambian y son alineados en un espacio preciso
debido a cambios estructurales que se llevan a cabo (Franco et al., 2005). El domino
Il consiste de ocho laminas 3 superpuestas una encima de la otra (Franco et al.,
2005)

Esta region se encuentra envuelta en el enlace de Ca2+ y fosfolipidos
(Tompa et al., 2001). El domino IV y VI en las subunidades cataliticas y regulatorias
contienen cinco subunidades EF, los cuales interactian para ensamblarse con
otras moléculas para hacer heterodimeros (Blanchard et al., 1997; Lin et al., 1997;

Hosfield et al., 1999). El dominio V de la subunidad regulatoria aparenta tener una



estructura flexible a consecuencia de tener un alto contenido de glicina, a lo que
probablemente se deba que no se haya podido estudiar por cristalografia (Franco
et al., 2005).

3.5. Estructura de calpastatina

La calpastatina (CAST) inhibe unicamente a y- y n-CAPN (Goll et al., 2003).
Para verificar este hecho, su actividad se ha probado en otras proteasas ricas en
cisteina como papaina, catepsina B, bromelina y ficina (Crawford et al., 1990), sin
embargo no se ha encontrado ningun tipo de inhibicion. CAST se encuentra
conformada por hélices aleatorias (Konno et al., 1997). La evidencia disponible
indica que CAST es un mondmero en solventes no-denaturalizantes y funciona
como tal en células del masculo (Otsuka y Goll, 1987). Al igual que sus sustratos,
la actividad de CAST depende de la presencia de Ca?*. La estructura de la
calpastatina consta de cuatro secuencias repetidas homélogas a un intervalo de
140 aminoacidos (dominios I, II, Il y IV) y un dominio L en el N-terminal. Posee tres
regiones altamente conservadas dentro de los dominios I-IV, los cuales son
responsables por la inhibicién, donde una molécula de CAST puede neutralizar
varias de CAPN1 (Lonergan, 1999). El dominio L no tiene efecto inhibitorio de
CAPN1, pero se ha sugerido que es importante para la interaccion con proteinas
de la membrana celular como las que componen los canales L de Ca2+ (Kameyama
et al., 1998). La region N-terminal contiene 68 aminoacidos en el Dominio XL y tiene
tres sitios potenciales para la fosforilacion de AMP ciclico (Cong et al., 1998).

3.6. Regulacioén de las calpainas

La actividad de CAPN esta regulada por diversos mecanismos. El mas
estudiado de estos es el de activacién por Ca?*, de aqui se deriva el nombre de

estas proteasas (Guroff, 1964). Las proteasas u- y m- CAPN, no existen en células



vivas en los niveles requeridos para la activacion de los dominios proteoliticos por
Ca?*. Por ello se teoriza que un mecanismo regulador de la actividad de esta
proteasa disminuye los requerimientos de Ca?* in vivo (Franco et al., 2005). Al
activarse, las subunidades cataliticas de algunas CAPN son autolizadas. Cuando
las CAPN se activan se remueve el dominio | y se libera el enlace entre el terminal
N de las subunidades cataliticas y regulatorias. Con esta modificacion, se permite
el movimiento libre del dominio Il (el dominio catalitico) (Molinari et al., 1994; Baki
et al., 1996; Elce et al., 1997; Guttmann et al., 1997; Suzuki y Sorimachi, 1998).

La unidad catalitica activa tiene un requerimiento menor de Ca?* (Suzuki et
al., 1981b; Imajoh et al., 1986; Baki et al., 1996; Suzuki y Sorimachi, 1998). Sin
embargo, el requerimiento es solo para la progresion de la catdlisis y no para la
activacion (Franco et al., 2005). El enlace a fosfolipidos también disminuye el
requerimiento de Ca?* in vitro (Saido et al., 1992; Suzuki et al., 1992; Tompa et al.,
2001), pero se desconoce su relevancia in vivo.

Desde la caracterizacién de m-CAPN ha sido claro que la concentracion de
Ca?* requerida para activar dicha enzima (400-800 uM) es mucho mas alta que la
existente en células normales, la cual es de 300-400 nM (Jacquemond, 1997;
Maravall et al., 2000). Enzimaticamente, u-CAPN solamente trabaja bajo la
presencia de concentraciones micromolares de Ca?*. Kaprell y Goll (1989)
encontraron que en bovinos u-CAPN enlaza 5-8 iones de Ca?*, mientras que m-
CAPN enlaza a 11-20.

Estas condiciones son importantes para determinar el modo de accion de
dichas enzimas y su actividad en distintas etapas fisiologicas del animal y de la
maduracion de la carne. Sin embargo, la enzima proteolitica principal involucrada

en la degradacion miofibrilar es y-CAPN.
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Durante el almacenamiento postmortem de la carne a temperaturas de
refrigeracion (maduracion), la actividad de m-CAPN permanece constante o
disminuye levemente durante los primeros 7 dias. Sin embargo, la actividad de -
CAPN disminuye luego de 3 dias de maduracion (Camou et al., 2007).
Experimentos utilizando a ratones carentes del gen de y-CAPN mostraron poca
degradacion de nebulina, distrofina, metavinculina, desmina y troponina T durante
este periodo.. La degradacion de estas proteinas por CAPN ha sido vinculada con
el enternecimiento de la carne (Geesink et al., 2006). Estos hallazgos y aquellos
que demuestran que P-CAPN, no m-CAPN es responsable de la protedlisis
postmortem del musculo indican que es factor para enternecimiento de la carne
durante el proceso de maduracién (Koohmarie, 1996; Geesink y Koohmaraiae,
2000; Geesink et al., 2006).

3.7. Calpastatina como reguladora de la calpaina.

Diversos estudios cinéticos han demostrado que la calpastatina es un
inhibidor competitivo de dos proteasas dependientes de Ca?*, la y-CAPN y la m-
CAPN (Eimori et al., 1988). Las calpainas, principales enzimas proteoliticas del
musculo (Killefer et al., 1994), son heterodimeros compuestos por la misma
subunidad pequefa (28 kDa) y diferente subunidad grande. La subunidad pequefia
(con funcién regulatoria) contiene dos dominios denominados: Vy VIy la subunidad
grande (con funcion catalitica) comprende cuatro dominios: I, II, lll y IV.

La subunidad grande posee una homologia del 55-65 % entre ambas
calpainas (u-CAPN y m- CAPN) (Sorimachi y Suzuki, 2001). En presencia de Ca?*
una molécula de calpastatina puede inhibir hasta cuatro moléculas de calpaina
(Cong et al., 1998). Este i6n 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
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calpastatina (Yang et al., 1994) y se evidencian estructuras abiertas en la superficie
de los dominios IV y VI de las calpainas, promoviendo la interaccion entre ambas
proteinas (Todd et al., 2003). Los subdominios A (Ser 15 a Gly 29) y C (lle90 a
Thr109) de la calpastatina se asocian a los dominios IV y VI de las calpainas
respectivamente, quedando el subdominio B proximo al sitio activo de las CAPN
(Ila y/o lIb) bloqueando el acceso de los sustratos al mismo (Figura 1). (Pfizer et al.,

2008, Kiss et al., 2008).

Figura 1. Interaccion entre CAST y y-CAPN. IV y VI: dominios de la uy-CAPN en contacto

con los subdominios Ay C de la CAST, respectivamente. El subdominio B de la
CAST interactua con los dominios | y Il de la y-CAPN (adaptada de Kiss et al.,
2008)

3.8. CAPN/CAST y su papel en el desarrollo del masculo

Kosower et al. (1990) demostraron que la relacion de CAPN/CAST determina
el potencial de fusion entre células. En mioblastos de rata L8, se ha encontrado que
los niveles de CAPN no cambian significativamente durante la diferenciacion,
mientras que los niveles de CAST disminuyen antes de la fusién de éste, re-
apareciendo pasada dicha etapa. La disminucién de CAST permite la activacion de

CAPN por niveles adecuados de Ca?*, induciendo la protedlisis requerida para la
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fusion del mioblasto (Baroy et al., 2005). Estudios previos demostraron que los roles
de u-CAPN y m-CAPN no cambian significativamente durante la diferenciacion del
mioblasto, sin embargo la expresion de CAST inhibié la fusion de los mismos,
deteniendo su formacion en miotubos (Barnoy et al., 1996; Kent et al., 2004). La
actividad de las CAPN, en adiciébn a su funcion en la desorganizacién de la
membrana celular, esta involucrada en la activacion de transcripcion de ciertos
factores miogénicos (Barnoy et al., 2005). La proporcion CAPN/CAST es importante
en la regulacion de la expresion de estos factores de transcripcion incluyendo la
miogenina (Barnoy et al., 2005). La miogenina es un factor de transcripcion que
determina la iniciacion y mantenimiento del programa de miogénesis (Barnoy et al.,
2005). Esta es activada durante el cese de la division celular y sirve como un
marcador de diferenciacion del mioblasto y de la formacion del miotubo (Olson y
Molkentin, 1996; Conway et al., 2004).

La sobre expresion de CAST ha sido utilizada para estudiar las funciones de
CAPN en: degradacion proteica musculoesqueletal, motilidad y dispersion celular
(Potter et al., 1998; Dedieu et al., 2003), crecimiento del fibroblasto (Xu et al., 2002),
ensamblaje de los microbellos celulares (Potter et al., 2003) y la modulacién de la
expresion genética (Chen et al., 2000). Por otra parte, la sobre expresion de CAST
ha sido utilizada en experimentos in vivo para explicar condiciones como: distrofia
muscular, desuso muscular luego de isquemia y el enternecimiento post mortem de
la carne (Spencer et al., 2002; Tidbal y Spencer, 2002; Maekawa et al., 2003; Kent
et al., 2004). Al igual que el caso de CAPNL1, al presente no existen datos que
expliquen el efecto de mutaciones en el gen de CAST sobre el desarrollo masculo

esquelético en ganado bovino.
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3.9. Polimorfismos en los genes de p-calpaina y calpastatina y su
utilidad a nivel comercial

En ganado Bos taurus y Bos indicus se han identificado varios SNP
(polimorfismos de nucledtidos simples) en el gen de uy-CAPN que se asocian con
caracteristicas de importancia econémica (Page et al., 2004; White et al., 2005;
Casas et al., 2006), como la terneza o suavidad de la carne. Esta proteasa esta
involucrada en el desarrollo muscular (Barnoy et al., 2005), pero su mayor
importancia econdémica radica en su efecto sobre el grado de terneza de la carne
(Geesink y Koohmaraie, 2000; Riley et al., 2003; Rickner et al., 2006). Dicha
caracteristica constituye uno de los criterios de seleccidén mas importantes para el
consumidor a la hora de comprar carne (Brooks et al., 2000). La falta de terneza en
la carne es una causa de insatisfaccion en el consumidor, resultando, en
consecuencia, un aspecto importante para realizar investigacion con fines de
mejoramiento del ganado Cebl y sus cruzas. La informacion obtenida de los
animales portadores del gen de la suavidad de la carne podria incorporarse en
programas de seleccion asistida por marcadores moleculares para mejorar la
calidad de la carne en el ganado bovino. White et al. (2005) evaluaron el efecto de
cinco marcadores distribuidos a lo largo de todo el gen de y-CAPN y encontraron
gue dos SNP pueden ser utilizados para detectar una predisposicién a variaciones
en terneza en todas las especies de bovinos, incluyendo, bisontes (Bison bison y
Bison bonasus) y yaks (Bos grunniens). Estos SNP fueron clasificados como
CAPN1-316 y CAPN1-4751. Ademas, Soria et al. (2010) reportan otro SNP:
CAPN1-530.

El polimorfismo CAPN1-316 se encuentra en el exon 9 de la regién

regulatoria (28 kDa) del gen en cuestion (Figura 2). Este SNP provoca que en esta
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regidn se sustituya una citosina por una guanina (alelos C<«»>G) (White et al., 2005).
Dicha sustitucion trae por consecuencia el cambio en un amino acido de alanina
por glicina (Ala<>Gly). (White et al., 2005). El polimorfismo CAPN1-530 provoca que
en esta region se sustituya una adenina por una guanina (alelos A/G) cambia
Isoleucina por valina en el aminoacido 530 (Soria et al., 2010). El alelo C, tanto en
CAPN1-316 (Page et al., 2002 y 2004; White et al., 2005) como en CAPN1-4751
(White et al., 2005; Casas et al., 2006) han sido asociados con valores favorables
de terneza de la carne, sin embargo, se han encontrado una baja proporcion de
éstos en las poblaciones de ganado para carne estudiadas (Page et al., 2002 y
2004; White et al., 2005; Casas et al., 2006).

En CAST se ha identificado un SNP que consta de una sustitucion de bases
entre citosina por timina (alelos C«<T) el cual esta asociado a la terneza de la carne
(Casas et al., 2006). Los animales homocigotos para timina (TT) producen carne
con menores valores de fuerza de corte que aquellos homocigotos para citosina
(CC) (Barendse, 2002). Schenkel et al. (2006) describieron la presencia de otro
SNP en CAST el cual predisponia al animal a variaciones en la terneza similares a
las descritas por Barendse (2002) y Casas et al. (2006). Sin embargo, a diferencia
de los estudios anteriores, el SNP de CAST que consta de una sustitucion de bases
entre citosina por timina (alelos C«»>T) consta de una sustitucion de citosina por
guanina (alelos C«<>G). Este resulta en una menor fuerza de corte para el musculo
Longissimus dorsi luego de 7 d posmorten en los animales homocigotos para el

alelo C.
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Figura 2. Localizacion (*) de los marcadores moleculares (SNP) identificados en el
gen CAPNL1. Fuente: White et al., 2005.



4. JUSTIFICACION

El sistema de ganaderia de doble propésito es producto del cruce de Cebd,
Criollo y razas europeas y es usado para la produccién de leche y carne, basado
en insumos locales y de bajo costo. Generalmente, este sistema ha sido
considerado como ineficiente debido a que sus indices de productividad parcial han
sido comparados con los sistemas intensivos de produccion de leche y carne
utilizados en los paises desarrollados (Ortega y Ward, 2000). En nuestro pais, este
sistema de produccién cobra especial importancia ya que el area tropical de México
abarca 51.3 millones de ha, equivalentes al 26.2 % del territorio nacional. De esta
superficie 19 millones de ha se dedican a la produccion pecuaria, donde pastorean
aproximadamente 12 millones de bovinos (40 % del inventario nacional), que
producen el 28 % y 39 % de la leche y carne, respectivamente, que se consume en
México (Ortega y Ward, 2000). Este tipo de ganaderia se realiza principalmente en
sistemas de pastoreo y la produccién lactea se utiliza en la elaboracion de quesos,
en la venta directa al consumidor o a empresas industriales. La produccién de carne
se canaliza a la produccién de reproductores y la produccién de animales para
crecimiento y finalizacion (SRA, 2009). Sin embargo, en estos sistemas de
produccion, la carencia de registros productivos es casi absoluta. En muy pocas
explotaciones se cuenta con una base de datos que contenga registros confiables.
Tampoco existen programas de mejoramiento genético ni pruebas de
comportamiento para identificar y seleccionar animales que trasmitan sus
caracteristicas de mayor eficiencia en produccion de carne o leche. EI mejoramiento
genético por décadas ha sido sinbnimo de importacion de germoplasma debido a
la idea preconcebida de que en ocasiones -a pesar de no contar con una

justificacion plena- el material genético extranjero es mejor (Parra-Bracamontes et
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al., 2011) y se importa grandes cantidades tanto de ganado de pie de cria como de
semen, que representaban un valor de 12.8 y 5.5 millones de ddlares,
respectivamente (Guin y Skaggs, 2005), colocando a México como un importador
neto de germoplasma.

En la dltima década, el diagnostico molecular ha surgido como una
herramienta viable para aprovechar el potencial innato de los organismos vivos
como recurso para solventar las demandas alimentarias de las poblaciones
humanas. En los paises en desarrollo esta tecnologia ayudaria a utilizar los
recursos genéticos disponibles, a seleccionar aquellos portadores de genes
asociados a caracteristicas de importancia econdmica y a utilizarlos en
cruzamientos dirigidos para generar una nueva estirpe gue mejore la calidad de sus
productos. La tendencia actual del consumidor es demandar carne de buena calidad,
lo que conlleva a los productores de bovinos en el tropico a seleccionar progenitores
gue trasmitan estas caracteristicas. Ambas necesidades pueden satisfacerse a través
de la seleccion de caracteristicas de importancia econémica que pueden ser
determinadas in vivo, como es el caso de los genes asociados a la calidad de la
carne como la CPN/CAST vy desarrollar herramientas de diagndstico para mejorar
la ganaderia de la region mediante cruzas dirigidas de los individuos genéticamente

superiores y produccion de embriones con los genes deseables.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Toma de muestras de sangre

Se extrajeron muestras de sangre de la vena o arteria caudal (7-10
ml/animal) a 350 bovinos cruzados de Cebu por Europeo en la region del
Papaloapan del estado de Oaxaca y se depositaron en tubos (Vaccutainer®) que
contenian EDTA como anticoagulante. Estas muestras se transportaron al
laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad del Papaloapan, Campus
Tuxtepec, Oaxaca, donde se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.

5.2. Amplificacién de Productos de PCR

Se extrajo el ADN mediante el Kit de Extraccién de ADN Sanguineo GF-1
(Vivantis®), usando la metodologia indicada por el proveedor.

Se amplificaron los marcadores moleculares CAPN1 y CAST mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), utilizando 1
pl de ADN gendmico, 10 pM de cada oligonucleotido en 25 pL de reaccion del kit
Dream Tag™ Green PCR Master Mix 2X (Fermentas). La PCR se realiz6 en el
termociclador MAXYGENE (AXYGEN Scientific®) siguiendo las condiciones
reaccion: 1 ciclo 95 °C 3 min; 35 ciclos de 95 °C por 30 s, Ta por 30 sy 72 °C
durante 30 s; finalmente 1 ciclo de 72 °C por 10 min (tabla 1).

Los productos de PCR se sometieron a un analisis de electroforesis,
utilizando un gel de agarosa al 2 % en amortiguador TAE 1X. Se usaron 10 pl de
producto de PCR obtenido. La electroforesis se realizo a 80 V por 40 min. Las
amplificaciones se observaron en el sistema de fotodocumentacion INGENIUS

SYNGENNE®.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados

Marcador Secuencia Ta (°C)

molecular

CAPN1 316  Directo: GAGCTGGCCCTCATAAGATAA 58
Reverso: CCCATCCTCCATCTTGACC

CAPN1 530 Directo: GTGATTGTGCTGCGTTTCT 62
Reverso: AGAGACGGTGACAGCACCCTG

CAST Directo: AAGTAAAGCCAAAGGAACACACA 58

Reverso: AGGCTTTTTGGCTGAAAACA

5.3. Genotipificacion

Las pruebas de PCR-RFLP para la terneza de la carne, se realizaron utilizando
los marcadores CAPN1 316 con la enzima de restriccién Btg | (Fermentas®), para
el diagnéstico de los alelos C y G; CAPN1 530 con la enzima de restriccién Ava |l
(Fermentas®), para el diagnostico de los alelos Ay G del gen CAPN1 de ambos
marcadores y CAST con la enzima de restriccion Rsa | (Fermentas®), para el
diagndstico de los alelos Cy G del gen CAST. La digestion del producto amplificado
con las enzimas de restriccion se realizé con 15 uL del volumen de la reaccion de
PCR al cual se le adicion6 10 U de la enzima correspondiente, 2.5 uL de 10X Buffer
y 6.5 pL de agua estéril, la mezcla se incubd por 12 horas a 37 °C en un horno de
conveccion (tabla 2). Los fragmentos digeridos se separaron por electroforesis en
gel de agarosa al 3 % en buffer TAE 1X. Las condiciones de electroforesis fueron
de 40 minutos a 80 Volts. Las bandas se visualizaron en un sistema de
fotodocumentacion. La lectura de los geles se realizd calculando el tamafio de
alelos tomando como referencia la migracion de fragmentos de un marcador de 50

pb (Fermentas).
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Tabla 2. Ubicacion gendmica y patron de restriccion esperado de los marcadores
moleculares CAPN1 316, CAPN1 530 y CAST

CAPNL1 316 CAPN1 530 CAST
No. de secuencia en AF252504 AF248054 AY008267.1
Genbank
Localizacién genémica Cromosoma 29, Cromosoma 29, Cromosoma 7, Exén 5
Exon 9 Exo6n 14
Tamafio del producto de 218 460 434
PCR (pb)
Enzima de restriccién Btg | Ava ll Rsa |
Posiciones de corte Alelo G: no corta Alelo A: 44, 226 Alelo C: no corta
Alelo C: 169 Alelo G: 44, 166 Alelo G: 255
Patrén de restriccion GG: 218 AA: 44,182, 234 CC: 434
esperado (pb) CC: 169, 49 GG: 44, 122, 294 GG: 168, 255

GC: 218, 169,49  AG: 294,182, 122 44  CG: 434, 255, 168

5.4. Analisis estadistico

Después de asignar el genotipo de cada uno de los animales de manera
visual a partir del patron de bandeo, se calcularon las frecuencias genotipicas,
alélicas y haplotipicas.

Para el analisis estadistico de la variabilidad genética se calcularon las
frecuencias alélicas y genotipicas, y el equilibrio de Hardy-Weinberg con la prueba
de x2 (Ji cuadrada) con el programa estadistico SAS Version 9.0 (2002), para los
genes CPN1 y CAST, tomando en cuenta la ecuacion p2+2pq+q2, donde:
p2 = alelos en individuos homocigotos con un polimorfismo n
2pg = frecuencia predicha para heterocigotos

g2 = alelos en individuos homocigotos con un polimorfismo m



6. RESULTADOS

6.1. Polimorfismos de CAPN1
El producto de PCR del marcador CAPN1-316 se amplificé a partir de ADN
genomico, obteniéndose un producto de 218 pb. El producto se digiri6 con la
enzima Btgl (figura 3), observandose los patrones de restriccion: 169 y 49 pb en los
individuos que presentan el genotipo CC, un fragmento de 218 pb en los individuos
GG (carriles 2,3,5,6,7,8,9,10 12, 13 y15 ) y tres fragmentos 218, 169 Y 49 Pb

aproximadamente en los individuos GC (carriles 4,11 y1 4).

Figura 3. Genotipificacion del gen CAPN1-316 en bovinos de doble proposito con

electroforesis en un gel de agarosa al 3 %.

Para CAPN1-316 se observo que la frecuencia del genotipo CC fue de
solamente 2.85 % de la poblacion global (n=105), mientras que los genotipos CG

y GG constituyeron el 11.43 % y 85.41 % de los animales, respectivamente (Tabla
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4). El alelo C constituy6 el 14 % del total, mientras que el G formo6 86 % (X2P =
0.964). Asimismo, se observa la heterocigosidad media es de 0.114 de los mismos
(Figura 4). Mientras que el genotipo de mayor frecuencia fue el GG (85.41 %)
seguido por CG (11.43 %), siendo el CC (2.85 %) el menos comun (Figura 5). La
poblacién en estudio no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg con un valor

de x2=7.702 con dos grados de libertad (P=0.964).

Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas y esperadas en bovinos de

doble propdésito

Observado Esperado (p? 2pq g?)

Genotipo Numero de Frecuencias Frecuencias Alelos Frecuencias

individuos Genotipicas Genotipicas Alélicas
CC 3 0.03 0.84 G 0.86
GG 90 0.86 0.01 C 0.14
GC 12 0.11 0.16

Heterocigosidad 0.114

Figura 4. Frecuencia alélica global para el SNP CAPN1-316 (n=105).
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Figura 5. Frecuencia genotipica global para el SNP CAPN1-316 (n=105).

El producto de PCR del marcador CAPN1-530 se amplificé a partir de ADN
gendmico, obteniéndose un producto de 460 pb. El producto se digiri6 con la
enzima Ava |l (figura 6), observandose los patrones de restriccion: 44, 182 y 234
pb en los individuos que presentan el genotipo AA, fragmentos de 44, 122 y 294 pb
en los individuos GG (carriles 2, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13 y 15) y fragmentos de 294,
182, 122 y 44 pb aproximadamente en los individuos GA (carriles 3,11y 14). En el
analisis de CAPN1-530 se observé que la frecuencia genotipica para AA, GGy AG
fue 2, 85y 13 %, respectivamente de la poblacién global (Tabla 5 y Figura 7).

El alelo A constituy6 el 15 % del total, mientras que el G formé 85 % (Figura
8). Asimismo, se observa la heterocigosidad media es de 0.156 de los mismos. La
poblacién en estudio no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg con un valor

de x?= 1.527 con dos grados de libertad (P=0.985).
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Figura 6. Genotipificacion del gen CAPN1-530 en bovinos de doble propésito con

electroforesis en un gel de agarosa al 3 %.

Tabla 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de CAPN1-530 observadas y esperadas

en bovinos de doble propdsito.

Observado

Esperado (p? 2pg g?)

Genotipo Numero

de
individuos
CC 1
GG 40
GC 6

Frecuencias
Genotipicas

0.02
0.85
0.13

Frecuencias Alelos Frecuencias

Genotipicas Alélicas
0.01 G 0.85
0.84 C 0.15
0.15

Heterocigosidad 0.156
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Figura 7. Frecuencia genotipica global para el SNP CAPN1-530 (n=45).

Figura 8. Frecuencia alélica global para el SNP CAPN1-530 (n=45).

6.2. Polimorfismos de CAST

El producto de PCR del marcador CAST se amplific6 obteniéndose un
producto de 434 pb. El producto se digirio6 con la enzima Rsa | (figura 9),
observandose los patrones de restriccion: 434 pb en los individuos que presentan

el genotipo CC (carriles 2 y 6), fragmentos de 168 y 255 pb en los individuos GG



26

(carriles 7 y 8) y tres fragmentos de 434, 255 y 168 pb aproximadamente en los

individuos GC (carriles 3y 4).

Figura 9. Genotipificacion del gen CAST en bovinos de doble propdsito con

electroforesis en un gel de agarosa al 3 %.

Para CAST se observo una frecuencia genotipica global para CC de 31.67

%, CG de 40 % y CG 28.33 % (n=120; figura 9 y 10). La figura 11 muestra la

frecuencia de los alelos C que const6é del 32 % y el alelo G consté del 68 %.

Asimismo, se observa la heterocigosidad media es de 0.499 de los mismos. La

poblacion en estudio no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg con un valor

de x?=4.757 con dos grados de libertad (P=0.9803).

Tabla 5. Frecuencias genotipicas y alélicas de CAST observadas y esperadas en

bovinos de doble propdsito

Observado Esperado (p? 2pq g?)

Genotipo Numero de Frecuencias Frecuencias Alelos Frecuencias
individuos Genotipicas Genotipicas Alélicas

CcC 38 0.32 0.27 G 0.68

GG 34 0.28 0.23 C 0.32

GC 48 0.4 0.5

Heterocigosidad 0.4




Figura 10. Frecuencia genotipica global para el SNP CAST (n=120).

Figura 11. Frecuencia alélica global para el SNP CAST (n=120).
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7. DISCUSION

Las calpainas (CAPN) son proteasas de cisteina las cuales han sido
implicadas en el proceso de maduracion y enternecimiento de la carne (Koohmarie
et al., 1994; Goll et al., 2003). En el musculo esquelético existen dos isoformas
principales: uy-CAPN y m-CAPN. Estas enzimas proteoliticas junto con su inhibidor
calpastatina (CAST) han sido implicadas a su vez en el desarrollo del musculo,
comunicacion entre células y otros procesos esenciales los cuales podrian delinear
el indice de produccion de carne en el animal adulto (Franco et al., 2005; Casas et
al., 2006). Diversos estudios han demostrado que variaciones en estas proteasas
estan involucradas en ciertas diferencias encontradas en caracteristicas de
importancia econémica (Koohmarie et al., 1994; Barendse et al., 2002; Morris et al.,

2006).

Los objetivos del presente estudio fueron determinar las frecuencias genotipicas
y alélicas de los polimorfismos CAPN1-316, CAPN1-530 y CAST en ganado de
doble propésito en la regién cuenca del Papaloapan en el estado de Oaxaca. El
sistema calpaina/calpastatina juega un papel importante a nivel molecular en la
diferenciacion celular y en la degradacion de proteinas musculares (Van den
Maagdenberg et al., 2007). Estas proteinas estan envueltas en la regulacion de la
miogénesis y se ha propuesto que la relacion y-CAPN1/CAST se halla en estrecha
relacion con la degradacién de proteinas de la membrana celular durante la fusion
de los mioblastos al formarse el miotubo y de células satélites de acuerdo a lo
reportado por Moyen et al., 2004. Los polimorfismos estudiados en el presente
trabajo fueron previamente asociados con diferencias en terneza de la carne, y
propuestos como indicadores exclusivos de dicha caracteristica (Casas et al.,

2006). Sin embargo, el sistema CAPN1/CAST estéa ligado a diversos factores los
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cuales regulan el crecimiento y desarrollo celular en etapas pre- y post-natales
(Casas et al., 2006; Chung et al., 2007; Van den Maagdenberg et al., 2007). En un
estudio realizado en Argentina por Miquel et al. (2007) se encontré que el SNP
CAPN1-316 estuvo relacionado con variaciones en las caracteristicas de ganancia
en peso Vvivo y peso a la matanza en animales de las razas Angus y Brangus criados
a pastoreo y sacrificados a un espesor de grasa dorsal promedio de 6.0 mm.

En los estudios realizados por Page et al. (2002 y 2004), White et al. (2005)
y Casas et al. (2005 y 2006) se identificaron SNP que afectan la morfologia de la
proteina de CAPN1 de tal modo que su accién podria variar a medida que cambia
la base nitrogenada. Page et al. (2004) describieron dos SNP responsables de
variacion del gen de y-calpaina. El primero se denominé CAPN1-316 debido a que
provoca un cambio en el aminoacido 316 de la cadena polipeptidica de CAPNL1.
Esta transversion consta de la sustitucién de bases C/G, que a su vez se traduce
en un cambio de glicina por alanina. El segundo SNP de importancia se denominé
CAPN1-530 puesto que afecta la identidad del aminoacido 530 de la cadena
polipeptidica de CAPNL. Esta transicion de A/G se traduce en un cambio de valina
por isoleucina (White et al., 2005). Ambos polimorfismos han sido intensamente
estudiados en varias poblaciones y subespecies bovinas (White et al., 2005). El
resultado de estas investigaciones demuestra que CAPN1-316 se relaciona con
variaciones en terneza de la carne de todas las subespecies bovinas, mientras que
CAPN1-530 ejerce un efecto similar solamente en el ganado Bos taurus.

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que para el
marcador CAPN1-316 abunda principalmente el genotipo GG con un 90 %,
mientras que el genotipo CC es de menos del 3 %. La frecuencia alélica de G de

igual forma fue mayor que el alelo C con 86 y 14 % respectivamente. Estos



30

resultados muestran frecuencias muy similares a lo reportado por Corva et al.,
2007; White et al., 2005; Page et al. (2004); Casas et al., 2006; Chung et al., 2007;
Van den Magdenberg et al., 2007. El genotipo CC esté asociado directamente a la
suavidad de la carne, lo cual indica que de los animales usados en esta
investigacion la minoria tiene este gen y posiblemente la carne no tendria la
suavidad esperada por el consumidor.

Page et al., (2004), reportaron que el marcador CAPN1-316 tiene mas
capacidad de prediccién en la poblacién de sementales americanos, sin embargo
el marcador CAPN1-530 puede ser mas comun en otras poblaciones de animales.

El uso de los marcadores CAPN1-316 y CAPN1-530 en este estudio, fue
porque no existe una reporte de cual marcador es mas frecuente en animales de
doble propdésito y aunque no existe una relacion directa entre ambos marcadores,
se encontré que el marcador mas abundante es el CAPN1-316 como lo reportado
por Page et al. (2004) como un mejor marcador de prediccién para animales como
mayor terneza. Mientras que el CAPN1-530 es méas abundante en ganado Bos
taurus, esto indica que en las poblaciones de ganado bovino de doble propdsito de

la regidn del Regién del Papaloapan predomina el ganado Bos indicus.

Mientras que en el inhibidor de CAPN, CAST predomino una frecuencia
alélica en C del 32 % y el alelo G del 68 %, esto se significa que el alelo C a pesar
de tener una mejor frecuencia, resulta en una menor fuerza de corte asi como lo
demuestran Motter et al. (2013), donde reportan valores de corte en CAST de 6,73
+ 0,15 kg, 6,99 + 0,13 kg y 7,04 + 0,22 kg para los genotipos CC, CG y GG,

respectivamente, y la diferencia entre CC y CG (-0,26 kg) presento6 un valor cercano
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a la significancia estadistica (p=0,06), lo que se traduce en que la carne mas suave
es la del alelo C.

El bovino cultor necesita herramientas efectivas para la seleccion genética a
nivel de campo que le permita, entre otras caracteristicas de importancia econémica
(QTL’s), poder predecir el grado de terneza de la carne. Esto permitira ofrecer al
consumidor un producto de mejor calidad a un precio razonable y con una
produccion eficiente se podria garantizar el éxito de cualquier empresa pecuaria,
aunado, la aplicacion de técnicas moleculares como la PCR vy la utilizacion de
enzimas de restriccion se brinda una forma rapida de diagndstico sobre los QTL’s
en la industria pecuaria, resultando en una rapida y eficiente técnica para identificar
y utilizar animales genéticamente superiores y acelerar el mejoramiento genético
animal, ya que con meétodos tradicionales de seleccion y cruzamiento se lleva
mucho tiempo en realizar dicho mejoramiento genético, que al final se traduce en
un mejor retorno econémico al productor pecuario, y un mejor estatus actual de la

industria del ganado para carne en México.



8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se determinaron las variantes genéticas CC y GG de los genes CAPN1
y CAST de 331 animales de doble propésito, donde el genotipo CC de
ambos SNP en CAPN1, que ha sido asociado a mayor terneza de la
carne, resultando ser el de menor frecuencia.

La poblacién no se encuentra en equilibrio Hardy Weinberg.

La alta frecuencia de heterocigotos (GC) en contraste con la casi nula
frecuencia de homocigotos CC en el SNP CAPN1, se debe a las cruzas
indiscriminadas y a la poca orientacion hacia un objetivo de produccién.
A partir de estos datos se sugiere hacer pruebas correspondientes de
correlacién de genotipo e indicadores fenotipicos, con la finalidad de
seleccionar a aquellos individuos genéticamente superiores. para el alelo
C, realizar cruzas dirigidas para mejorar y perpetuar la estirpe con la

finalidad de aumentar la calidad de la terneza en carne.
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ANEXO 1. MANUAL DEL KIT DE EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

El Kit de Extraccion de ADN Sanguineo GF-1 esti disefiado para una
rapida y eficiente purificacion del ADN gendmico por arriba de 1 ml del total de la
sangre o 5 x 106 leucocitos. Este kit usa tubos especialmente tratados equipados
con un filtro de membrana dentro de una columna para unir eficientemente el ADN
en presencia de una alta concentracion de sales. Este kit aplica el principio de la
tecnologia de giro de mini-columna y el uso de amortiguadores optimizados para
asegurar que unicamente el ADN sea aislado mientras las proteinas celulares,
metabolitos, sales y otras impurezas de bajo peso molecular son removidas durante
los subsecuentes pasos de lavado.

El ADN gendmico altamente purificado es diluido en agua o amortiguadores
bajos en sales y tiene un radio A260/280 entre 1.7 y 1.9 aislandolo para usarse en
muchas aplicaciones de biologia molecular de rutina tales como enzimas de
restriccién que digieren, PCR, Southern blotting, huella genética de ADN y otras

manipulaciones.

Componentes del Kit:

Producto 5 preparaciones 50 preparaciones 100 preparaciones
No. de catalogo MUESTRA GF-BD-050 GF-BD-100
Componentes

Columnas GF-1 5 50 100

Tubos de coleccion 5 50 100
Amortiguador para lisis 1.5 ml 12 ml 24 ml

de la sangre (Buffer

BB)

Wash Buffer 1 1.5ml 15 ml 30 ml
(concentrado)*

Wash Buffer 2 1.8 ml 17 ml 34 ml
(concentrado)*

Elution Buffer 1ml 10 ml 20 ml
Manual 1 1 1

* Por favor etiquetar para la Reconstitucion de Soluciones, Estabilidad y
Almacenamiento antes de usar este Kkit.

El Kit de Extraccion de ADN sanguineo GF-1 esta disponible para 50 y 100
purificaciones por kit. Los reactivos y materiales provistos con el kit son Unicamente

para propositos de investigacion.
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Materiales Adicionados por el Usuario

Etanol absoluto (>95%)

Proteinasa K (20 mg/ml)

ARNasa A (libre de ADNasa) (20 mg/ml)

Reconstituciéon de Soluciones

El frasco etiquetado como Wash Buffer 1 y el Wash Buffer 2 contienen buffer
concentrado el cual debe ser diluido con etanol absoluto (>95%) antes de su uso.
Para la MUESTRA (5 preparaciones)

Adicionar 1.5 ml de etanol absoluto en el frasco etiquetado como Wash Buffer 1.
Adicionar 4.2 ml de etanol absoluto en el frasco etiguetado como Wash Buffer 2.
Para el GF-BD-050 (50 preparaciones)

Adicionar 15 ml de etanol absoluto en el frasco etiquetado como Wash Buffer 1.
Adicionar 40 ml de etanol absoluto en el frasco etiquetado como Wash Buffer 2.
Para el GF-BD-100 (100 preparaciones)

Adicionar 30 ml de etanol absoluto en el frasco etiguetado como Wash Buffer 1.
Adicionar 80 ml de etanol absoluto en el frasco etiquetado como Wash Buffer 2.
Almacenar el Wash Buffer a temperatura ambiente con el tapdn del frasco cerrado
herméticamente después de su uso.

Almacenamiento y Estabilidad

Almacenar todas las soluciones entre 20 y 30°C

Los componentes del kit estan garantizados para ser estables por 12 meses
después de la fecha de fabricacién, el Buffer BB podria mostrar una precipitacion
de las sales debido a temperaturas frias. Si esto sucede, simplemente entibiar el
frasco de 55 a 65°C ocasionalmente agitando hasta que el precipitado esté
completamente disuelto.

Quimicos Peligrosos

El Buffer BB y el Wash Buffer 1 contienen sales de guanidina las cuales pueden
ser dafiinas cuando entran en contacto con la piel o son ingeridas. Siempre hay que
usar guantes y medidas de seguridad estandar. NO desinfectar la guanidina o
extraccion de desechos en soluciones que contienen blanqueadores o cualquier
otra forma de acido. Para limpiar cualquier articulo contaminado con el reactivo,
simplemente remojar el material en detergente y agua para remover todos los

residuos de guanidina antes de limpiarlos con blanqueador o con soluciones acidas.
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Procedimientos

v Recomendacion

v" Todos los pasos deben de llevarse a cabo a temperatura ambiente.

v' El Wash Buffer 1y el Wash Buffer 2 (concentrado) deben ser diluidos con
etanol absoluto antes de su uso. Por favor etiquetar para la Reconstitucion
de Soluciones.

v' Si hay formas de precipitacion en el Buffer BB incubar de 55 — 65°C con
agitacion ocasional hasta que el precipitado esté completamente disuelto.

Precalentar el bafio maria a 65°C.
Precalentar el Buffer de dilucion a 65°C

1. Lisis de lasangre
Adicionar 200ul de Buffer BB dentro del tubo de una muestra de sangre de 200 pl
en un tubo de microcentrifuga. Mezclar uniformemente utilizando el vortex.
Adicionar 20ul de proteinasa K (20 mg/ml) y mezclar inmediatamente. Incubar a
65°C por 10 minutos.
Asegurar que el Buffer BB esté mezclado homogéneamente con la muestra de
sangre antes de la adicion de la proteinasa K. Las muestras de sangre podrian
variar en el numero de leucocitos dependiendo del donador. También al procesar
muchas células podrian permitir el sobrellenado de la columna. Por lo tanto,
asegurarse que haya no mas de 5 x 106 leucocitos en la muestra.
Opcional: Eliminacién de ARN
Si se requiere ADN libre de ARN, adicionar 20 ul de ARNasa A (libre de ADNasa,
20 mg/ml). Mezclar e incubar a 37 °C por 10 minutos.

2. Adicion de etanol
Adicionar 200 pl de etanol absoluto. Mezclar inmediatamente y completamente para
obtener una soluciéon homogénea.
Mezclar inmediatamente para prevenir cualquier precipitacion indeseable de acidos
nucleicos debido a la alta concentracion de etanol local.
3. Llenado de la columna
Tips para un Maximo Rendimiento
Para obtener un maximo rendimiento recomendamos a nuestros usuarios fijar
fuertemente la orientacion de la columna durante la centrifugacion a todos los

tiempos. Recomendamos a los usuarios poner una marca en el borde de la columna
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y asi ubicar la columna con la marca a una posicion fija durante la centrifugacion.
Transferir la muestra dentro de una columna ensamblada en un tubo de coleccion
limpio (provisto). Centrifugar a 5,000 x g por 1 minuto. Desechar el sobrenadante.

4. Columna de lavado 1
Lavar la columna con 500 pyl de Wash Buffer 1 y centrifugar a 5,000 x g por 1

minuto. Desechar el sobrenadante.

Asegurese que el etanol haya sido agregado dentro del Wash Buffer 1 antes de su
uso (ir a Reconstitucion de Soluciones).

5. Columna de lavado 2

Lavar la columna con 500 pyl de Wash Buffer 2 y centrifugar a 5,000 x g por 1
minuto. Desechar el sobrenadante. Lavar la columna de nuevo con 500 ul de Wash
Buffer 2 y centrifugar a la méxima velocidad por 3 minutos.

Asegurese que el etanol haya sido agregado dentro del Wash Buffer 2 antes de su
uso (ir a Reconstitucion de Soluciones). Asegurar la centrifugacion por 3 minutos
para remover completamente el etanol.

6. Elucién de ADN

Poner la columna dentro de un tubo de microcentrifuga limpio. Adicionar 100 [l de
Elution Buffer precalentado, amortiguador TE 0 agua estéril directamente a la
membrana de la columna y reposar por 2 minutos. Centrifugar a 5,000 x g por 1
minuto para eludir el ADN. Almacenar el ADN de 4°C a -20°C.

Asegurese que el elution buffer esté directamente disperso en el centro de la
membrana para completar la elucion. El amortiguador TE también puede eludir el
ADN aunque el EDTA podria inhibir una subsecuente reaccién enzimatica. Si el
agua es utilizada para eludir el ADN la maxima elucién eficiente es lograda entre
un pH de 7.0 y 8.5. Almacenar el ADN a -20°C asi el ADN podria degradarse en

ausencia de un agente amortiguador.



ANEXO 2. SECUENCIA DEL GEN CAPN1

CCACCCGGCCCTGCAACTCGAGCTGCTGCCCCTGGTTAAAAATACCCCCTGTCCCGTCCTCCCCCTCCGC
TCCCCCGCGCTGCCCTGGCGTCCGGGCCCCAGCCCTTCCCACCCAGATAGGCGCTGGCCCCTCCCCGGGG
ACTACTCTGCCTTTGACTAATTTGTCCTCTCGCGGAGTTGGCCCAGCGTCTGCGGAGGAGGGCCGAGGAG
ATACCGTGAATTAGAGAGATCGTCGGAGAAGGTGCCCGGAGAGGAGGGCGGAGAGGAAGCGGGGTGGAAG
CCCGAGGAGAAGGAGGAGGAGAAGGGAGGGGCGGAGGAGGGCGGGGAGGAGCGCTCTTCCTGGTTGGGCC
CTGTCCTCAGTTGCCACCCGGGAAGCCAGAGCAGGGACCGCAGCGACCCCCCAACACTCCTCCCCCAGGT
AAGGAGGGTGAGGCCGGCCCGGCGTTCCCCCAGCTTGGCCTGGATCCCGGATGTGGGGCTGCCTTCCCCC
CGGGCTCTCAGAGTGCCTGCGACGGGGCGGGGGCTCGGGAACCGCAAGGCTCCGGAGCCCGCCCCAGGCT
GCGTTCCTCACGGTCTCCAGGGGCTGGGCTGGGGGCTGGCGGGAGGGGAAAGGACTGAGGCCGAGCCTCC
CTGATCCTTCAACCCGTCTCAGGAGCCTGGGGAGGGGAACCCCGGACTGCCTGGACTTATCAGCCCCCAA
GCTGGCAAAGGGGCCAGTGCCTAGGAGCTTGGCTAGTCTGGGGAGAGAGGCATTCAAAGAGTACTTGCCT
CGGGGTCTCCCACCTTCCTCGTTCCTTGTGCTATTATCTCGGACCCCGCCCTTCCCCACCTGACTGGCTG
ACCGCAGGCCTGCAGACCCAGGACAATGGGAGTCTGGGAACGGAGAGGTGGTAGCATTGGGTGAGGGTAG
GGAGATGATGGCCAGCGCACCTAGGGGATGGGAAGCCCCCTCTGGTGGATTCTGGGAGCAGAGAGGTATG
GCTGCCCGCCCTAATTTAGTGAGGAGGTGGGGAAACCACAGGCTTGGGGAGAAAGGAGGGCAGCGGGCCA
GAGAGCAGTGTTAGCAGATAGGAGCCCCAGCTCTAGTCCTGGGAAGGCCAGGGTTCTGAGCAGGGCCCCT
CTGTCCCACAGGATGGCCGAGGAGTTCATCACTCCGGTGTACTGCACCGGGGTGTCTGCACAAGTGCAGA
AGCAGCGGGCCAAGGAGCTGGGCCTGGGCCGCCATGAAAATGCCATCAAGTACCTGGGCCAGGATTACGA
GCAGCTGCGGGTTCACTGCCTGCAAAGAGGGGCCCTTTTCCGTGACGAGGCTTTCCCCCCAGTGCCCCAG
AGCCTGGGCTTCAAGGAGCTGGGCCCCAACTCCTCCAAAACCTATGGCATCAAGTGGAAGCGTCCCACGG
TGAGAGGGGCCACCCTGGATGGGACTCAGTTTACCTCCTTCCTGAGTGAGGAGTGGGAATAGGACGCCAG
GTCCCTAGAGTGGGGTCTGGGATGGCTGGGCTCCAGTTTCTAGGAGGGGCTGGCCCAGAGACAGGACTCT
GGGTCTCTTGCAGGAGCTGTTCTCAAACCCCCAGTTCATCGTGGATGGAGCCACCCGCACGGACATCTGC
CAGGGCGCACTGGGTAGGCCCTGGGGGATCCCGAGTGTGTTTTGCGTAGTAGTTCCCTGTGCCCGTTCCT
TCCTGCTCCGCCTCAGCCTCTCCCTCCTGCAAGCCCGAGCAGGCTCTGGCTCTCAGTGCTGGGGCTGGTT
TGCCCAGATTCCTGGGTCTTTTCTGTAAGTTGAGGGGCACCCTGTCCGGGGAGTCCCAGGTTCTCCCCAG
TATGGCACTCACTGGGCAAAGATGGGTACAGTAGACCTGACGGGGATCCTTCCCATCCCAGGGGACTGTT
GGCTCCTGGCTGCCATCGCCTCCCTTACCCTCAATGACACCCTCCTGCACCGAGTAGTTCCACATGGCCA
AAGCTTCCAGGATGGCTACGCTGGCATCTTCCATTTCCAGGTGAGGAGCCCCACATGCACCTTGGACAAG
GAGTGGGGCGGTGAGGGAGAGAGGGGTAGCAGGCAACGGAGATGGGCGGGGGACCCTGAAGTTAGGGTGG
CGCGGGGCCGCACCTTGCAGGGCCAGCTCCCCGCACCCCCCCCCACCCCCCAGAAAGTATGTGACCTCTT
GATTCCATCTCAGGTCTGTCATGTGTGAGAATCTGTCATGTGTGAAACGGTTGGGCAGGTATTTCAGCTG
GCAGTTTTCCTGGCTGGTTGTGCACACTGGAGAAAAGAAAGTGCTTAGAGAAAATTCTCTGGGTTATGTC
CTACGGGACAAATCCTTTTCCTCCTCAGGGTCTCAGTTTCCCTGTCTGAGAAATAGTGTTCTGCTGGGGA
AAATCGGCTGTCACTTGTGGTCATCTACACCCTTGGCCTCAGTCTCCCCCCGACCCCCTCACCCCCAACT
CCTCCTGCACTCTGTCAGTCTCCAGCCACTGAGAGCCCTGAGGAAAAGAAAGACTCTGGATAAAGTTTAT
TTAAACCAGCTTTTCCTGATGCTCTTTGCGCACAGGGCCCACTTTTCAAATTACACTGATGAATTCTCAG
TAGGCTCGTTTTGGGAAAGAGACATGCCCAGCAACCCTGGATGAGAACCTCTGGCGCCGGTGTCCTCTCC
TACCTTCTGGTCAGGGAGCGCCTTGCCCTACTTCATCCTCACCCGCCTTGGCGCATTTGGCTTCACTTGA
CGGGACCCACAGTGCGGGGCGAACTACTGTGGCCAAGTGCGGCACCTGCCAGCGCTGGTCTGCAGGGGCG
TGGCCTCGCTGTCCTTTCCCCACCCTCTCCTCTTACTCCTCCAATCCGTTCCTCCACGGCCTCTGATTGG
CCCGTTCACTTTCTCCATGGTGCTGTGGGCGCACCTCCTCCCTTTTGCCCCATTGTTTTGCACACTCACG
GCCCCCAGTGCTGTAGCACAGAGTCACTTATGGCCTGGGATGGCGGGAAGTCCTTCCCCCACTGGGAAAC
TTGCCTTTCAAGGCATCTTTGAAGCAAGCCCGTGATTGTGGGAATCCTGTCCACCTTGTGGTTGAAGGAT
CTGGATCCTGCATCTTCATTCCACACCAATTTACCTAGGTATCCCCATCCCCCTACACACACACACACCC
GCATTTTCATTCCACATCTAATTTACCTAGGTATCCCCACTCCCTACACACACACACACCCACACACACC
CTGGCCTAGAATGGTGGGGAGGGGGAAAGTCTGGGGTCATGGTAGGGCCCAGCAGAGCCAGGGTCCAAGG
GCTTTGCAACGTCTCTGTACCTGAAGAGGCAACTTGGTCTGTTTCAAAAATATGAACAATGCTGCCTTAC
AAGTGTTGCCTGCCTAATCTTGTTTAGTTTTCCCATTAGGAAGGCATTATTGTTCCCTTTTGTGGAGGGG
GAAACAGGCTCAGCGAGGACGACCTGCTCAGATCCTGTGTCTAGGATGCGTGGCCTAGAATCAGGTATCT
AGTGAGTGGCAGAGCTGCTGAGGCCTGACCTCAGGCCTGACCTCAGGCCCGAGGGATCTCAAAGCAGGGA
TTCACTGTGCCCCTCCTCCCCCAGCTGTGGCAGTTTGGTGAGTGGGTGGATGTGGTGGTGGATGACCTGC
TGCCCACCAAGGACGGGAAGCTGGTGTTTGTGCACTCTGCCCAAGGCAACGAGTTCTGGAGCGCCCTGCT
GGAGAAGGCCTATGCCAAGTGAGTGGGGGCCCAGGGACAGCTCCAGGCCACGCCTGGGTTGGGGGTCCTG
CTTGGTGCAGAATGGTGACCTGGGCCGCCCACAGGGTGAACGGCAGCTACGAGGCCCTCTCAGGAGGCAG
CACATCTGAGGGCTTTGAGGACTTCACCGGCGGAGTCACCGAGTGGTACGAGCTGCGCAAGGCGCCCAGC
GACCTCTACAACATCATCCTCAAGGCCCTGGAGCGTGGCTCCCTGCTGGGCTGCTCCATCGATGTAAGTG
CCTCCCCCATCCTGGGACCTGAGTCTCCTAGCGGTTCCTTCTCTCTACTCAGCCCAGCCTCAGACTTGCC
ACGGGCTTGGCTCCAGACCCTGTCCTTTGCCTCACACCATCCCTGGATCCTCAGCCAGCCTGGCTCATCA
CCTCAGTCCTGTCCTCCACCTCCATGCCTGGCTTCCTCCTGGTTCCCAAAACCTCAGACTTCAGCATGTT
CTCCAACTTCCTCTTTCCTGTCATCTGAGGCCATGCCTGTGCGCTGTCCAGTTCACAGCCTGGCCTCAGC
TCCTCCCGAGTCCCAGTTCCTGTGGGCCCCAGACTCCCCATTTGTTCCTTCAGTTGCTCTCTGTTCCCC
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ACTTATCTTCAGACCTCCCTCATCCTTGATCTCGGCCTCCACCGCCACCATCACTGCATTCTCCATTCTA
ACCCCGCTGCCGCGCTCTTCCCCAGCCCTACCCGACTCTAGTCTCTGCTCACCCCTCTTCTCTGCCTCCC
TGAGTCCCTCCACATGAGGTCCTCTGAGGACCTCGTGGCTCCTGGGTGAGGGGAGAGGCTTTGCATGGCT
GTATGTTTGTGTTCACGCATGTGTGCCCAGGGTCTGGCCAGCTCTGGCCAGAAGCAGTGTCAGTGGGGTG
CACACCCCCCTCACCAGCAGTATCATTGGTGGAGTAGCCAGCAGCTCCCCCTTCCAGGGACTGAGATGGG
GTCAGGGGTCCTGCCCATCACTCCCAGTAACTGTGGGTGTATGCAAGGGAAAGCCAGGACTCGGGGCTCA
TCTCCTGAATGGGGGTGGGGACAGCGGCCGCAGCCCATGTGTCTTTCTGCAGATCTCCAGCATTCTGGAC
ATGGAGGCTGTCACCTTCAAGAAGCTGGTGAAGGGCCACGCCTACTCTGTGACCGGGGCCAAACAGGTAC
TGCCCCAGGTGGAGGTCTTCCCCAAAGGGTGGTTCCAGCCTCCTTGCCTCTCTGGCCTGTGGCCAAGGCT
GTGGGAGAGGCCGACTCTCCCCGTGACCTTCAGCAGCACCTTCCTATCTCCCAGGGACTCTCGCCCAAAG
ATGGTTATCTTGTCCCACCCTGATTTACTGTACTTTGTGTGTAGAGCTGCCTCTCTCAGCAGTTTATGCC
CAGACAGGCTTCTCAGCTGTGCTTCCAACGGTGGGTGCTGGGTGCTGAGCTGGGCTCTGTGAGGATGAGG
TGGTGGGAAGGGGTGTTAAAATGTGTGCCAGAAGCAGGCGCTGACGTGAGCTCTGGGGAACAGGTGAACT
ACCAGGGCCAGATGGTGAACCTGATCCGGATGCGGAACCCCTGGGGCGAGGTGGAGTGGACAGGAGCCTG
GAGTGACGGGTGAGGGTCCATGGAGGCTGGCCGGGGAGGCCTGGGAAGACTCTTCAGTGCCACTGGCATT
TCTGCTGGGGTCTCTGCCATCCCACAGTGGACTCAGGCTTGAACAGAGGGGCCCATCTGCGTGTGACTGG
GTCTGGGGACTGCCCTGGCAAAGCTCAGGCTGTGCGTGCAGGCGGCTGTGCCCACCTACCAGCATCCTCG
GGGCGTCTGAGCTGGCCCTCATAAGATAACCCCTGGGACTGGGGTCTCTGGACTTGCCCTTGTGGAGGCC
TCCTGACCTGGGCCAGGGAAGGACAGGCCCCAGGGATAGAGGCTGGGCAGGTCAGTGGCCGCCAGCCCCT
GGCAGTGCCGTTTTCCTACAGCTCCTCGGAGTGGAACGCCTTACATGCGGGAGCAGCTCCGQ
GTCAAGATGGAGGATGGGGAGTTCTGGTGAGCAGCCCCCTCCTCAGTCTGAGTGGGCACCCCAGCTCCCA
ACCCCACCCCCCTGAAAACCAGCTGTGCCATGTCTCTTGATGCCTCGACTGGGCATCCTGGTTCACTCTC
ACCTCGACCCCCCAGGATGTCCTTCCGAGACTTCATGCGTGAATTCACCCGCCTGGAGATCTGCAACCTG
ACACCCGACGCGCTCAAGAGCCAGAGGTTCCGCAACTGGAACACCACCCTGTACGAGGGCACCTGGCGGC
GGGGGAGCACCGTGGGGGGCTGCCGCAACTACCCAGGTGACCTGGGGAGTGGGGTCCTGGGCCCTGCTGC
CCTGGACAAGACGTATCTTCTCTCTGAGCCTGTTTCCTCACCTGTAAGATAGGGGTAGTTGTACTTGTTT
TGCAAATTTGGTTTGAGGATGAAAAAGTGTGAATTCCCAAGAGCCACCTTTGACTGCCTTGCTGGAGCCT
GAGCTCAGGGTGCGGACAGAGGAGACTTCCTTGCTGTCCAGCCACCTCCTGTCACTCCTCCTTCCGGGCC
TTCCTCCTGGCCCGCTGTCTCCCTCCTTGGTCCTTCTGTCGCCTTTCCCTGGGGTCCATGGGCATCCTTC
CTCTCCCACCCTGCCTTCTCTTCTTAACAG

Marcador CAPN1-316
GAGCTGGCCCTCATAAGATAA CAPN1-316F
GGTCAAGATGGAGGATGGG CAPN1-316R

[ ] Sitio de restriccion de la enzima Btg |




ANEXO 3.SECUENCIA DEL GEN CAST

ATGAGAAAAAAACCCAAGAAGTAAAGCCAAAGGAACACACAGAGGTAAGTAATCATTATTAGG
ACTTGATATCATAAGATGAAGCCTTTTTTTTTTTCCCTTATTTTTGTGAAGGATAAAATTTTGAAC
TCTCATCTTTCAACACTTAAGTCCTACCTAGAATGGCAGTTATTTGTTTTTCTGTTAAAACGGCA
CCTCTGTGTGGCATCAGCAGGTATTGCAATTTGCTTGTGTGATTCTTGCTGAATTTGGAAGGA
AGGAATTGCATTGTTTCAAATTTTCTACCCAAAGTGAAATTTGTCACATGTAAATCATACTAATT
TAAATTCTCACAATTGACTACATAAAACACAAGTGTTATGAATTGCTTTCTACTCCTCAGAGAAA
AGTAGCAATATGTGTCATATTATTAACCCCATGGGGTGTATGCGTIGTTTTCAGCCAAAAAGCCT
ACCCAAGCACTCATCAGATACAGGAAGCAAGCATGCTCCTAAGGAAAAAGCCGTTTCCAAATC
AAGTGAGCAGCCACCATCAGAGAAATCAACAAAACCAAAG

Marcador CAST
GAGCTGGCCCTCATAAGATAA CAST F
GGTCAAGATGGAGGATGGG CASTR
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