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I. INTRODUCCION

Desde la antigiiedad se ha seleccionado el ganado con el objetivo de obtener
caracteristicas deseadas por los consumidores, entre las que incluyen calidad de
leche y carne (suave, clara y magra). Esta seleccion ha ocurrido de forma
tradicional, comenzando con la cruza de los mas aptos, de facil adaptacion, mayor
masa muscular, y bajo técnicas reproductivas que implican sincronizacion de celo,
ovulacion multiple, inseminacion artificial, sexado de semen, y la transferencia de
embriones, apoyandose de herramientas moleculares. En la busqueda de mejorar
el ganado se han generaron estudios del genoma del ganado bovino, los cuales han
revelado la existencia de secuencias que se repiten de generacion en generacion,
y han facilitado informacién sobre la diversidad genética que asiste en la
optimizacién de estrategias de conservacion o modificacion de las lineas genéticas
de las diferentes razas de ganado. La tecnologia del ADN ha sido empleada por los
productores de carne bovina por afios para la identificacion de marcadores
genéticos que proveen informacion de la diversidad de genes funcionales para
caracteres importantes (Akey et al., 2002). Con este conjunto de herramientas es
posible mapear los genes o conjuntos de genes que influyen en loci de rasgos
cuantitativos (QTL), lo que permite el uso de la informacion genémica en programas
de crianza, sobre todo para rasgos de rendimiento, calidad, resistencia a
enfermedades, entre otros (Guifen et al., 2012). Los estudios confirman que existen
genes encargados de la ganancia de peso del ganado como lo son marcadores
moleculares del gen leptina (Ceroén et al., 2009), y que la basqueda de marcadores
es cada vez mayor, uno de estos marcadores se ubica en el camino de la seleccién
donde ocurrié la aparicién de individuos que se caracterizan por una ganancia de
peso excepcional la cual ha sido reportada como doble musculatura en varias razas
de ganado (Culley, 1807), La doble musculatura es una condicién hereditaria en el
ganado que da como resultado, principal un aumento en el nimero de fibras
musculares (hiperplasia), en relacion con el ganado normal (De la Rosa, 2003).
Dicha hiperplasia afecta particularmente a la proporcion de fibras blancas tipo Ilb (o
fibras rapidas de metabolismo glicolitico), frente a las rojas tipo | (o fibras lentas



oxidativas). Las fibras rapidas tipo Ilb se caracterizan por su menor contenido en
mioglobina, lo que confiere a esta carne su caracteristico color rosa palido (Vissac,
1972). Otra caracteristica de la hiperplasia es el menor porcentaje de grasa de sus
canales debido a que sus depdsitos de grasa son mas pequefios lo que resulta de
una reduccion del volumen de las células lipidicas mas que de una disminucién en

el nimero de células (Bailey et al., 1982)

Las ganancias en el indice de conversion, en calidad de la carne (magra), resultan
ser benéficas, para el productor y el consumidor, lo que lleva a una seleccion
sistematica de los animales con doble musculatura. (Hanset, 1991).Estas
caracteristicas estan ligadas a genes que presentan variantes alélicas con
mutaciones que son especificas, tal es el caso de la miostatina (GDF8) que
desempefia un papel fundamental en el control del desarrollo muscular..(Fernandez,
2004) El gen de la miostatina (MSTN) es un regulador extracelular negativo, que se
expresa durante el desarrollo del musculo y en el tejido esquelético del animal adulto
(McPherron et al.,, 1997) Los musculos individuales de los animales con los
polimorfismo pesan 2 a 3 veces mas que los de los animales de tipo silvestre, y el
aumento de la masa, parece ser el resultado de una combinacién de células de
musculo con hiperplasia e hipertrofia. Estos resultados permiten identificar al gen
GDF-8 como un regulador negativo del crecimiento del musculo esquelético
(McPherron et al., 1997)

En razas como Beefmaster y Charolais, el gen GDF8 lleva una mutacion (transicion
C>T) en el exdn I, denominada alelo Q204X, que provoca la pérdida de funcién de
la proteina.(Sifuentes et al.,, 2007) donde hay un reemplazo de residuos de
Glutamina (Q) por (X) aminoacido (Q204X) (Heather et al., 2001). Las diferencias
que se aprecian entre los individuos son ocasionadas por cambios en el ADN,
diferencias que se deben a alteraciones en las bases nitrogenadas en algunas
regiones cromosémicas, siempre y cuando la herencia se pueda rastrear se le
denomina marcador molecular (FAO, 2008). La aplicacion de técnicas para la

deteccion de marcadores esta basada en la busqueda de estos polimorfismos, y



puesto que cada individuo tiene una secuencia Unica de bases, esta informacion
puede ser explotada en estudios de diversidad (Valadez y Moctezuma, 2004). En la
actualidad, se han descrito metodologias que permiten la deteccion de estos
polimorfismos, como el ensayo de discriminacion alélica .Esta metodologia detecta
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) con un ensayo fluorogénico de nucleasa
5"que involucra la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) en presencia de sondas
marcadas (FAM y VIC), (Sifuentes et al., 2007). El andlisis de las temperaturas de
disociacion (Tm's) con oligonucleétidos especificos se utiliza para la deteccion de
mutaciones y tiene como principales aplicaciones el genotipado de polimorfismos
de un solo nucle6tido (SNP's) y deteccion de productos no deseados en las
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) Zipper et al., (2004) reporté con la

técnica BESS-T utilizada para la deteccién de SNP's en genes de mamiferos.

En la parte Noroeste de México se realizaron analisis con herramientas moleculares
en razas Beefmaster y Charolais donde se reportaron polimorfismos que afectan
directamente a la proteina, siendo el analisis de temperaturas la mejor en cuanto a
tiempo y costos. (Moreno et al., 2008) Sin embargo esta técnica no ha sido probado
para razas de doble propdsito, considerando de suma importancia para la deteccion
oportuna de uno de los polimorfismos donde se abre la posibilidad de evaluar la
técnica de medicion de temperaturas de disociacion (Tm's) como un método de

tamizaje de rendimiento moderado, para la deteccion de genotipos mutados.

El objetivo de este trabajo es estimar las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo Q204X en el gen GDF8 en una muestra poblacional de bovinos
mediante la técnica High Resolution Melt (HRM), y de ser posible generar
recomendaciones para el seguimiento de una linea de ganado que contenga

caracteristicas de caracter productivo.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 La Industria ganadera en México.

México tiene una extension territorial de aproximadamente 2 millones de km?, de la
cual el 11% esta destinada al uso de la agricultura, el 57 % para agostaderos y no
cultivables, el 26 % a uso forestal y el 6 % restante se destina a otros usos
(INDETEC, 2004).

Aproximadamente el 25 % del territorio mexicano cuenta con clima arido, el 20 %
templado, el 15 % es tropical seco y el 12 % tropical himedo por lo que las zonas
ganaderas se derivan principalmente de la ecologia de los lugares. Existen el pais
alrededor de 197 millones de hectéareas, de las cuales la ganaderia ocupa el 58 %,

siendo esta actividad la que mas ocupa el territorio (CONARGEN, 2009).

La cuenca del Papaloapan limita al Norte con el Estado de Veracruz y el Estado de
Puebla; colinda al Este con la Region Cafada; al Oeste con el Estado de Veracruz
y se encuentra al Sur con la Region Sierra Norte. Tiene una superficie de 8,678 km?
integrada por dos distritos Choapan y Tuxtepec. En su clima predomina el célido
hamedo con lluvias todo el afio. Su temperatura promedio, es las mas alta en el
estado de Oaxaca, va de 24 °C a 40 °C (Arellanes et al., 2006).

México posee una gran diversidad de recursos genéticos pecuarios (RGP),
comprendiendo un total de 45 razas de bovino, de las cuales 26 son Europeas, siete
son cebuinas y 12 son sintéticas, producto de cruzamientos entre razas Europeas
y cebuinas Entre las mas importantes se encuentran las razas puras Angus,
Hereford, Charolais, Nelore, Pardo Suizo Europeo, Gyr, Angus, Simmental y
Limousin. Las cruzas de mayor presencia estan representadas por Brahman,
Indobrasil, Beefmaster y Brangus, entre otras (Financiera Rural, 2012). También se
han desarrollado dos cruzas adaptadas a los climas tropicales, Tripocarne y la
Sardo Negra (doble propdsito). Sin embargo, ain no se cuenta con datos de su

aporte a la produccion nacional ni el nimero de cabezas existentes.


https://es.wikipedia.org/wiki/Region_Ca%C3%B1ada
https://es.wikipedia.org/wiki/Oeste
https://es.wikipedia.org/wiki/Veracruz
https://es.wikipedia.org/wiki/Sur
https://es.wikipedia.org/wiki/Region_Sierra_Norte
https://es.wikipedia.org/wiki/Temperatura
https://es.wikipedia.org/wiki/Oaxaca

El ganado doble propésito es un sistema tradicional del trépico en el cual se produce
carne y leche simultaneamente utilizando como base vacas cebu/criollas o cruzadas
con razas lecheras europeas, lo que generalmente va acompafado de la cria de
terneros mediante amamantamiento (Figura 1).Hoy en dia esta alternativa se esta
constituyendo para producir carne y leche sin la necesidad de una gran

infraestructura para lograr tal fin (Camargo, 2000).

Figura 1 Ganado bovino de doble propdsito de la Region del Papaloapan

2.2 Los marcadores moleculares como herramientas de diagnostico

Las diferencias que se pueden apreciar en las caracteristicas de los individuos son

ocasionadas por cambios en el ADN, diferencias que se deben a alteraciones en las



bases nitrogenadas en algunas regiones cromosOmicas. Las diferencias o
polimorfismos en el ADN se denominan generalmente marcadores, los cuales son
multiples alelos de un gen entre una poblacion, que normalmente se expresan como
diferentes fenotipos. Este cambio debe estar presente en al menos uno porciento

de la poblacion, si no, se considera una mutacion (Syvanen et al.,2001).

Los marcadores moleculares a nivel de ADN permiten la determinacion de la
diversidad genética existente entre y dentro de las poblaciones ademas, de hacer
posible la identificacion de variantes génicas Unicas. Estas poblaciones pueden
servir como reservorios para el mejoramiento genético de poblaciones comerciales
y su clasificacion permite determinar que técnica es la mas adecuada para la

determinancion de polimorfismos o mutacion en los individuos ( Pariset et al., 2006).

Los polimorfismos por restriccibn de la longitud de los fragmentos (RFLP) se
identifican usando enzimas de restriccién que parten el ADN Unicamente en «puntos
o sitios de restriccion precisos. Actualmente, el uso mas frecuente de los RFLP es
en combinacién con la PCR (PCR-RFLP) para detectar alelos que difieren en

secuencia en un sitio de restriccion méas especifico.

Los microsatélites o SSR (Repeticiones de Secuencia Unica) o STR (Repeticiones
Simples en Tandem) consisten en la secuencia de ADN de unos cuantos
nucleétidos de longitud de 2 a 6 pares de bases (pb) que se repiten varias veces en
tandem ya que son de un tamafio relativamente pequefio. Pueden ser facilmente
amplificados con la PCR a partir de ADN y seguido de la amplificacion,
visualizandose en un gel secuenciador (Goldstein and Schlétterer, 1999; Jarne and
Lagoda, 1996). Los microsatélites son hipervariables y que a menudo muestran
decenas de alelos en un locus que difieren entre si en el nimero de repeticiones.

Los minisatélites comparten las mismas caracteristicas que los microsatélites, pero
la longitud de las repeticiones es de entre diez y algunos centenares de pares de
bases. Los micro y minisatélites también se denominan polimorfismos VNTR

(Numero Variable de Repeticiones en Tandem). Los polimorfismos por ampliacion



de la longitud del fragmento (AFPL) son una técnica de identificaciéon del ADN que
detecta fragmentos de restriccion de ADN mediante amplificacion con PCR (Vos
et al., 1995).

Los STS (Sitios con Marca de Secuencia) son secuencias de ADN que solo se dan
una vez en un genoma, en una posicion conocida. Finalmente, los SNP
(Polimorfismo de nucle6tido Unico) son variaciones en nucle6tidos Unicos que no
cambian la longitud total de la secuencia de ADN en la regién, y son muy
abundantes a lo largo de todo el genoma (Sachinandam et al., 2001). La mayoria
de SNP se localizan en las regiones no codificantes, y muchas veces tienen un
impacto directo en el fenotipo de un individuo ya que algunos introducen mutaciones
en secuencias expresadas o en regiones que influyen en la expresién génica
(promotores, potenciadores), que inducen cambios en la estructura o regulacion de
las proteinas. Dichos SNP tienen el potencial de detectar la variacion genética
funcional. (Nielsen y Signorovitch,2003; Clark et al., 2005).



2.3 Gen Miostatina

El gen de la miostatina (MSTN) bovina ha sido propuesto como el gen responsable
del caracter de doble musculatura en varias razas de bovinos (Grobet et al., 1997;
Kambadur et al., 1997; McPherron y Lee 1997).

La MSTN (Genbank: AF_320998.1) (ver Anexo) fue descrita inicialmente por
McPherron et al.,( 1997) quienes reportaron un miembro de la Superfamilia de
Factores de Crecimiento TGF-B causante principal del fendmeno de doble
musculatura en organismos murinos y bovinos (De la Rosa, 2005). La secuencia
de aminoacidos del sitio activo carboxilo-terminal de procesamiento proteolitico de
MSTN tiene una homologia del 100 % entre especies murinas, roedores, humanos,
porcinos y aves (Heather et al., 2001), lo cual sugiere una funcion comudn vy

altamente conservada.

Su proteina es principalmente sintetizada en el musculo esquelético como un
propéptido de 376 aminoacidos, produciendo una proteina activa, procesada y
madura de 15 kDa. El gen de la miostatina esta situado en el cromosoma 2 y consta
de 3 exonesy 2 intrones (Figura 2). Se trata de un gen que se ha conservado en la

evolucion filogénica (Zamora et al., 2008).

Fisiolégicamente, la doble musculatura es ocasionada por la distrofia muscular (DM)
responsable del incremento de masa muscular. Los individuos con doble musculo,
desarrollan un mayor niumero de fibras musculares (hiperplasia celular) ocasionada
por la hipertrofia del masculo mh (incremento del tamafio de las fibras musculares)
(Figura 2) (Volk, 1997) que presentan ventajas, ya que los animales con distrofia
muscular (DM) tienen mas carne magra en comparacion con un animal normal,
mayor masa muscular con menos grasa, y generan incrementos de peso en
condiciones de alimentacion poco favorables (Puentes, 2006). Sin embargo,
fisiolégicamente es un patologia, ya que se le asocia con la disminucion de grasa

de otros 6rganos, reduccion de la fertilidad en las hembras, riesgo de enfermedad



respiratoria y cardiovascular, y ademas requiere la practica de cesareas debido a la
alta incidencia de distocia, lo cual ha propiciado la seleccion negativa o positiva de
dicho fenotipo para usos especificos en algunas razas y bajo estrategias de manejo
(Heather et al., 2001)

El alto polimorfismo del gen ha permitido detectar siete secuencias diferentes
(alelos) para la regién codificante del gen MSTN (Grobet et al., 1998), 5 de ellas
sefalan cancelacion y la casi eliminacion de la funcion del gen, mientras que los
dos restantes no tienen efecto fenotipico en los animales portadores (Heather et al.,
2001). No se han identificado otros polimorfismos relacionados con la doble
musculatura que estén cerca de los ya identificados. La explicacion del fenotipo de
estos animales podria ser por la presencia de mutaciones fuera de las secuencias

flanqueantes del gen de la MSTN.

Regiones importantes fuera de las codificantes son, por ejemplo, las regiones
implicadas en el proceso de maduracion por corte y empalme (splicing), es decir en
las uniones intrén/exon y las dianas de procesamiento (Royo , 2003). Miranda et al.,
(2001), revisaron estas regiones mediante protocolos de SSCP, y hasta ahora no

se han encontrado mutaciones.

De las mutaciones encontradas en el gen de han identificado 7 mutaciones, (Figura
3) (Tabla 1), en la secuencia codificante de la miostatina en 10 razas europeas
(Kambadur et al., 1997; McPherron, 1997; Grobet et al., 1998; Cappuccio et al.,
1999), sin embargo, no se ha encontrado ninguna mutacién que permita explicar la
doble musculatura en las razas Limusin y Rubia de Aquitania (Grobet et al., 1998).
Estos resultados contradicen la tradicional hipétesis de que la doble musculatura
del ganado bovino se habria originado por una mutacién en el ganado Shorthorny
a partir de él se habria extendido al resto de razas vacunas europeas (Ménissier,
1982). Ciertas razas muestran una clara homogeneidad respecto a la mutacion
causante del fenotipo, como pueden ser la Blanco-Azul-Belga o la Asturiana de los

Valles, sin embargo en otras existe mas de un alelo de doble musculatura



segregado en la poblacidon, como en la raza Maine Anjou (Royo, 2003) y las razas
Belgian Blue, Blonde d’Aquitaine, Limousine, Parthenaise y Asturiana (Figura 4).

Figura 2. Modelo del papel de la miostatina en el crecimiento muscular (segun
Thomas et al., 2000; Langley et al., 2002)



Figura 3. Representacion esquematica del gen de la miostatina bovina con la
posicion de los polimorfismos encontrados (Grobet et al., 1998). En gris se
representa las regiones del ADN no traducidas. En azul corresponde al péptido
sefal para la secrecion. En rojo el péptido latente aminoterminal y en verde la parte
carboxiterminal bio-activa. Los polimorfismos encontrados en la secuencia estan
encuadrados: en rojo se representan los que provocan una miostatina no activa, en
azul un polimorfismo, que por situarse en la zona del péptido latente, no parece
estar asociado a una modificacion de la actividad de la proteina normal, y en verde
se representan los polimorfismos neutros. Cada polimorfismo se compara con la

secuencia control de Holstein.



Tabla 1 Mutaciones del gen de la miostatina.

Mutacién

Nombre del
Polimorfismo

Descripcion

Mutaciones que
provocan la
aparicion de un
coddn de paro
prematuro.

nt821 (delll)

Delecién de 11 pares de bases en la
posicion 821 después del coddén de
iniciacion (Belgan Blue y Austriana de los

valles).

nt419(del7-ins10)

Delecidén/insercion en la posicion 419 a
partir del codon de iniciacion, donde se
reemplazan 7 bases por un grupo de 10

bases (Maine-Anjou).

Q204X Transicion C-T en el segundo exén en la
posicion 610 (Charolais).
E226X Transversion G-T, en el segundo exon en
la posicién 676 (Maine Anjou).
Mutaciones que | C313Y Una transicion G-A en la posicion 938
afectan a la ., L,
gue supone la sustitucion de una cisteina
estructura
secundaria de la por una tirosina. (Piamontesa vy
proteina Gascona).
Mutaciones que | F94L Transversion C-A en la posicién 282, que
no afectan la L .
. conlleva a una sustitucion conservativa
funcion de la
proteina de una fenilalanina a leucina en el primer
exon en la posicion aminoacidica 94
(Limusin).
Nt414 (C-T) Transicién silenciosa C-T, que tiene

lugar en la tercera posicion del codén
138 (citosina) en el tercer exon.
(Charolais).




Figura 4. Fenotipos de doble musculatura en raza a) Limousin, b) Charolais, c)

Belgan blue, d) Gascona.

2.4 Técnicas para la deteccién de polimorfismos

2.4.1 PCR

La técnica de PCR se basa en ciclos de amplificacion exponencial de un fragmento
especifico de ADN. Este fragmento esta determinado por secuencias introducidas
en la reaccion, denominadas “cebadores” o “primers” y a partir de los cuales la
enzima ADN polimerasa, realiza la sintesis exponencial. Cada ciclo de amplificaciéon
consta de tres etapas: desnaturalizacion, alineamiento y extension (Corvalan,
2002). Los inicios de la PCR se remontan a 1971. En un articulo publicado por
Kleppe y colaboradores en el describié por vez primera un método que usaba
enzimas para replicar una secuencia pequefia de ADN in vitro (Bolivar et al ., 2014).

Debido a que la PCR es flexible, es posible hacer modificaciones de la misma entre



las que destacan el desarrollo de PCR multiples (multiplex-PCR o mPCR), y RT-
PCR)

La estabilidad térmica de un producto de PCR es determinada por su contenido de
GC, secuencia de longitud, y la estructura primaria (Ririe y Rasmussen 1996). Esta
estabilidad se utiliza en el analisis de curva de fusion, en el que los productos
especificos de la PCR se desnaturalizan bajo condiciones controladas (Hjelmsg et
al.,2014). Para la determinacion cuantitativa de la expresion de un producto se
desarroll6 la técnica PCR cuantitativa (qQPCR), donde es posible identificar los
productos de PCR no especificos. Para examinar los productos de gq-PCR con
mayor detalle, se desarrollo la técnica HRM (Hjelmsg et al., 2014).

Existen métodos especificos y no especificos para monitorear los productos
amplificados. Dentro de los especificos, el mas usado es el fluoréforo reportero
SYBR Green, una molécula intercalante que tienen afinidad por el ADN de doble
cadena y que al ser oxidado generan una sefial fluorescente. Los métodos
especificos siguen el principio conocido como, transferencia de energia de
resonancia fluorescente (FRET) para generar la sefial, tal como; las pruebas por
hibridacién con Sondas Tagman que permiten medir la produccion de productos de
PCR mediante un sistema de sondas marcadas mediante dos fluorocromos, uno en
su extremo 3' y una molécula en el 5 que bloquea su emision de
fluorescencia,(denominada en ingles quencher) esta sonda marcada, hibrida
especificamente en la parte central del producto de PCR a obtener y cuando se lleva
a cabo la PCR, la sonda hibrida en el amplicon, pero, debido a la cercania del
fluoréforo al quencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con
la sonda la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la
separacion del quencher del fluorocromo y, por tanto, la emision de fluorescencia.
(Livak et al., 1995)



2.4.2 Discriminacioén alélica

La discriminacion alélica es un ensayo basado en gPCR que permite detectar en
una muestra dos variantes de la secuencia de un unico nucledtido. Los SNP’s
(Polimorfismos de Nucleétido Unico) son variaciones en un punto determinado de
la secuencia nucleotidica de dos individuos. (Rodriguez, 2014)

2.4.3 High Resolution Melt

El analisis de alta resolucion de fusién (HRM), es una técnica que se fundamenta
en el estudio y comparacion de curvas de fusion de las cadenas de ADN. La técnica
requiere un intercalante o fluoroéforo (Wittwer et al., 2003). Algunos fluoréforos
ocupados en la técnica son SYBR Green, Eva Green, LC green, SYTO Dye o
Chromofy entre otros, que se intercalan en la doble hebra de ADN. El ensayo se
realiza después de la amplificacion, el producto se somete a rangos de temperatura
gue van desde los 65°C hasta los 95°C con un incremento de temperatura desde
~0.1 °C/seqg, lo que ocasiona la desnaturalizacion del producto de gPCR,
permitiendo con esto la deteccidon de cambios de bases de alelos homocigotos o
heterocigotos localizadas en un punto de inflexion donde hay una disminucion
drastica de fluorescencia (Reed et al.,, 2007). HRM implica una monitorizaciéon
precisa del cambio en la fluorescencia causada por la liberacién de un colorante
intercalante de ADN de un duplex de ADN.

Las diferencias de RFU (Relative Fluorescence Units) de los productos de qPCR de
fragmentos de ADN de interés se comparan con un control tomado como referencia
para detectar las variaciones de temperatura de desnaturalizacion en las
secuencias de ADN ubicadas en el punto de inflexién, basado en esto la tecnologia
se ha utilizado para estudiar los polimorfismos (SNP’s) y para identificar los
genotipos y la presencia de heterocigotos, u homocigotos en los individuos.
(Rouleau et al., 2009).



[Il. ANTECEDENTES

La investigacion que se ha desarrollado en relacion con las caracteristicas de
importancia en la ganancia de peso en ganado bovino fue reportada por primera vez
por Culley (1807) en donde se demostré la caracteristica de doble musculatura en
la raza Belgan Blue (1807). En consecuencia se han realizaron multiples trabajos
gue se enlistan en la Tabla 2, por ejemplo Hanset et al.,(1997) donde se demuestra
el efecto de las mutaciones y la importancia que tienen en la codificacion de la
proteinay en el efecto sobre el fenotipo y genotipo del ganado en las distintas razas
Europeas (Asturiana de los Valles, Pirenaica) belgas (Blanco Azul), italianas
(Piamontesa, Marchigiana) o francesas (Charolais, Limousine), y Royo (2003)
determind siete variantes nucleotidicas dentro de la regién codificante, que fueron

ubicadas en las mismas razas del trabajo anterior.

Dentro del uso de las herramientas moleculares utilizadas para detectar los
polimorfismos de la miostatina existe variabilidad por ejemplo, Salazar (2002)
manejé metodologias de PCR analizando los productos en un secuenciador de tipo
LI-COR en dicho trabajo se lograron obtener condiciones O6ptimas para el
establecimiento de un método semi-automatizado altamente especifico para la
caracterizacion genética de individuos provenientes de hatos de la region norte del
estado de Tamaulipas y pertenecientes a las razas Beefmaster y Charolais.

En 2007 se utilizaron Sondas Tagman, usando PCR con Fluoréforo FAM y VIC.
(Sifuentes, Rincon et al., 2007); Para 2010 se utilizé la técnica BESST-T (Allais et
al., 2010) quien permitid establecer individuos con genotipo normal, mutado o
heterocigoto, la cual fue contrastada con el andlisis de temperaturas, y fue donde
se obtuvieron mejores resultados. Se concluye que es un método rapido para la
deteccién de variaciones nucleotidicas y puede ser aplicable para el analisis de
genes que presentan variantes alélicas conocidas que requieran ser monitoreadas
en un gran numero de muestras en menor tiempo y menor costo que el requerido
por otras metodologias que tienen como base la PCR (Moreno et al., 2008). Los

estudios han sido realizados generalmente en razas de tipo europea e italianas,



sin embargo, los hatos que se analizaron en la Region del Papaloapan son de doble
propasito y son cruza principalmente de razas Cebuinas y Europeas.

Tabla 2. Antecedentes en la deteccion de polimorfismos de la MSTN

Cita Tema del trabajo Realizado Lugar

Identificacion de los distintos haplotipos del gen de la | Reino
(Dunner et  miostatina en razas bovinas europeas Unido
al.,2001)

(Tobergte | Variacién genotipica en el gen de la miostatina bovina y = Australia
and Curtis, ' sus efectos sobre la musculatura
2013)

(Salazar, Evaluacion de nueves marcadores microsatélites para la México

2002) genaotipificacion de ganado bovino

(De la | Evaluacion de regiones asociadas a la ganancia de peso @ México
Rosa en raza Beef Master

Xochitl,

2003)

(Sifuentes, | Frecuencia del alelo Q204X del gen miostatina, en hatos A México
Rincon et de ganado Charolais de la regidn noreste de México
al., 2007)

(Moreno et | Evaluacion de regiones polimorficas del gen de la México
al., 2008) | miostatina en ganado Beefmaster

En la Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec, existe un equipo de trabajo en
el laboratorio de Biotecnologia animal, que se enfoca principalmente el estudio de
animales predominantes en la region del Papaloapan como lo es el ganado bovino
y ovino en el que se analizan muestras tomadas de la misma con el interés de
mejorar la calidad, y cantidad de produccion de la carne y la leche, asi como la

reproduccion de los mismos.



V. JUSTIFICACION

En la Universidad del Papaloapan existe un equipo de trabajo que ha desarrollado
investigacion en la mejora de la calidad de la leche y carne bovina especialmente
en ganado de doble propdésito ya que es el que predomina en la regién debido a la
ubicacion geogréficay a las condiciones climatologicas. En esta busqueda de genes
con caracteristicas fenotipicas de importancia econémica se emplean los uno de los
mas buscados es la Miostatina, polimorfismos del gen GDF8, que otorgan un
fenotipo de doble musculatura. La identificacion de estas regiones polimérficas en
razas de la region es de gran interés, porque representa una opcién que podria ser
usada como seleccion de animales genéticamente superiores en estructura
molecular, lo cual a futuro permitirA generar recomendaciones técnicas
reproductivas y de manejo, con el propdsito de obtener hatos de ganado con mayor
contenido de carne y menor contenido de grasa es decir carne magra. En la
basqueda se propone el uso de una técnica relativamente nueva que es el High
Resolution Melt ya que se reportado como una herramienta efectiva, eficaz y

costeable para la deteccién de polimorfismos de SNP.



VI. HIPOTESIS

En la Region del Papaloapan existe ganado de doble propdsito portadores del
polimorfismo Q204x en el gen GDF8 ligado a la doble musculatura, debido a los
antecedentes en ganado bovino presente en México y debido a la cruza
desmesurada que ocurre para obtener ganado con caracteristicas fenotipicas

especificas.



VII. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Identificar el polimorfismo Q204X del gen GDF8 que estd asociado a la doble

musculatura de bovinos de doble propoésito en la region del Papaloapan.

7.2 Objetivos Especificos

¢ Identificar mediante herramientas moleculares bovinos portadores del gen
GDF8 ligado a la doble musculatura.
e Determinar frecuencias alélicas y genotipicas en ganado bovino.

e Determinar si existe equilibrio de Hardy-Weinberg



VIIl. METODOLOGIA

8.1 Clasificacién de la muestra

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 a partir de muestras de sangre de
280 bovinos que fueron proporcionadas por el laboratorio de Biotecnologia animal
de la Universidad del Papaloapan que también han sido utilizadas en trabajos
previos del 2016 Estas muestras se clasificaron de acuerdo a integridad y

concentracion para su uso posterior.

8.2 Extraccién de ADN
Se utilizé el Kit comercial de Extraccion de ADN Sanguineo Quick-g DNA Blood
MiniPrep bajo el siguiente protocolo:

Se colocaron 100 pl de sangre de bovino en un tubo para centrifugado y se le
adicionaron 400 pl de Genomic Lysis Buffer, los cuales fueron homogeneizados
durante 5s en vortex y se dejaron reposar durante 10 minutos. A continuacion la
muestra se transfiri6 a una columna que contenia un nuevo tubo de coleccion y se
llevo a centrifugar a 10,000 xg durante un minuto y se deseché el sobrenadante.
Posteriormente se transfirid a la columna con un nuevo tubo de coleccién en donde
se le agregaron 200 pl de ADN Pre-Wash Buffer. Sin dejar reposar se llevo a
centrifugar a 10000 xg durante un minuto, a la misma columna se le agregaron los
500 pl de g-DNA Wash Buffer y se llevo a centrifugar a 10, 000 xg durante un minuto.
Inmediatamente la columna se colocé en un tubo nuevo en el que se le adicionaron
50 pl de Elution Buffer y se dejo incubar durante 5 minutos. Para concluir con el
proceso se centrifugd a 5000 g durante un minuto y se colocé a una temperatura
entre 4 °Cy -20 °C.



8.3 Electroforesis

Se verificaron las concentraciones del ADN en el NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific™) se verific la integridad mediante electroforesis, cargando 2 ul de ADN
mas 1 ul de buffer de carga en gel de agarosa al 0.8 % con buffer TAE 1Xy corriendo
por 30min a 90 Volts. Las bandas se visualizaron por tincion con Bromuro de Etidio
y visualizacion de bandas propias de ADN genOomico en un sistema de

fotodocumentacion.

8.4 Concentracion de ADN

Se ajustaron las concentraciones de todas las muestras de ADN a 5 ng/ pl bajo la
formula C1V1=C2Vy, utilizando el bdfer de elucion.

8.5 Disefio de positivos sintéticos.

Se localiz6 el gen MSTN [ Bos taurus (cattle) ID: 281187 en la base de datos NCBI
(National Center for Biotechnology Information) y se disefiaron las secuencias
control de la regién especifica Exén Il para el polimorfismo Q204X posicion 610
donde se ubica la transicion C>T. La tabla 3 muestra las secuencias control
sintéticas donde el color rosa representa la zona que hibrida el oligonucle6tido
directo, la zona sombreada en color amarillo indica la mutacion, mientras que la
zona en color verde representa la region sin cambio en la secuencia, y la region en

color azul, la zona que hibrida el oligonucleétido reverso.

Tabla 3. Secuencias control utilizadas para el anélisis HRM.

Nombre Secuencia pb

Q204XCP | ACHICACRICAACOOACEOABIEET™TATTTGGTAG 61

AGCATTGATGTGAAGACAGTGTTGCAG

Q204XCN | ACIHICACATCAACCCACECACTEE TATTTGGCAG 61

AGCATTGATGTGAAGACAGTGTTGCAG

32



8.6 Disefio de oligonucleétidos

El disefio de oligonucleotidos se establecio para la técnica de Qpcr. Las condiciones
gque se tomaron en cuenta fueron, relacibn Guanina-Citosina de 40-60%
respectivamente, el tamafio de los oligonucleétidos entre 20 y 25 pb, temperatura
de 50-60 °C, con un tamafio de amplificacion no > 150 pb de la region especifica en
el Exon Il donde se localiza la transicion. Posteriormente se mandaron a sintetizar

a la empresa T4X en Cuernavaca, Morelos.

Tabla 4 Secuencia de oligonucleétidos utilizados en la amplificacion del
polimorfismo Q204X

Nombre | Secuencia pb % CG Tm°C
Forward | TTG ACA TGA ACC CAG GCACTG G 22 55 57
Reverse | GCAACACTG TCT TCACAT CAATGC |24 46 56

8.7 Parametros optimizados.

La optimizacién de la reaccion de g-PCR se llevo a cabo controlando los parametros
criticos, tiempo, temperatura de alineamiento y nimero de ciclos y se realizaron las
curvas para la concentracion optima de oligonucleétidos y la muestra. (Hecker and
Roux, 1996)

8.8 Amplificacion de las secuencias control

Se realizaron diluciones (1:10,1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000) por duplicado de
las secuencias control Q204XCN Y Q204XCP para determinar la concentracion
Optima a utilizar. Para la dilucion 1:10, se agregaron, 10 ul del control (10pM) en un
tubo y se adicionaron 90 pl de H20. Para la dilucion 1:100, se agregaron en un tubo,

10 ul de la dilucién 1:10 y 90 ul de H20 y asi sucesivamente. Las diluciones control



estandar se amplificaron mediante gPCR en el termociclador en tiempo real 1Q5
(modelo Biorad) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos.

8.9 Amplificaciéon de las muestras de ADN de Bovino

Se amplifico el Gen MSTN a partir de ADN gendmico extraido de sangre, por medio
de la reaccion en cadena de la gPCR con los oligonucleétidos sintetizados. La
mezcla de reaccién obtenida de acuerdo a la optimizacion de los parametros se
llevé a cabo de acuerdo al protocolo SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo
Scientific®)

A partir de ADN gendmico extraido de sangre, se amplificd el polimorfismo Q204X
por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)
utilizando los oligonucleétidos ya descritos, asi como también de las secuencias de
las muestras control mediante los protocolos en la Tabla 5 y 6. Posteriormente se

llevé a un andlisis HRM por medio del protocolo descrito en la Tabla 7.

Figura 5. Ciclos de gPCR



Tabla 5 Protocolo de la mezcla de reaccion SYBR Green gPCR Master Mix

Reactivos Cantidad
Master Mix 12.5uL

Oligonucleétido F(Forward) Tul(1uM)
Oligonucledtido R(Reverse) Tul(1uM)

ADN gendmico

3 yL (=500ng)

Agua libre de nucleasas

7.5uL

Volumen final

25uL

Se utilizaron controles, positivo, negativo y heterocigoto.

Tabla 6 Protocolo termociclador

Pasos Temperatura | Tiempo Numero de
ciclos

Precalentamiento 50 2 minutos 1
Desnaturalizacion inicial | 95 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95 15s 40
Alineacion/extension 60 60s

Tabla 7 Analisis HRM
Temperatura de inicio 65 °C
Temperatura final 90 °C
Tiempo de espera 00:01mm:ss
Incremento de temperatura 0.04 °C




8.10 Anédlisis HRM (High-Resolution Melt Analysis)

Se realiz6 un ensayo HRM, en el termociclador Pico Real ™ d 24 posillos utilizando
el fluoréforo SYBR Green que permitié el analisis post PCR para detectar variantes
alélicas en la secuencia de interés. Se realizd una curva de fusion (Melting curve)
con un incremento de temperatura de 0.04 °C dentro de un rango de 70 °C a 90 °C
como se indica en la tabla 7. Se analizaron las diferencias alélicas mediante el
software HRM y se compararon las curvas de disociacion detectando los cambios

de fluorescencia entre cada una de las muestras.

8.11 Analisis estadistico

Para el célculo de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen GDF8 se utilizé la
prueba de X? (Chi cuadrada), empleando la ecuacién de Hardy-Weinberg:

p?+2pq +g?

donde:

p?= frecuencia de AA (homocigoto dominante) con un polimorfismo n
2pq= frecuencia de AB (heterocigoto)
g%=frecuencia de BB (homocigoto recesivo) con un polimorfismo



IX. RESULTADOS

9.1 Verificacién de ADN de las muestras de bovinos.

La integridad del ADN extraido a partir de las muestras de sangre se observa en la

Figura 6 presentando bandas propias del ADN gendémico en el gel de agarosa.

Figura 6. Verificacion de ADN. Carril 1-30: ADN gendmico de sangre de bovino.

llustracion representativa del total de las muestras.

La concentracion ajustada a partir de las diluciones fue de ~ 5 ng/ pl. Se obtuvo una
relacion de absorcién A260/280 con una pureza en un rango de 1.8-2, indicativo de

pureza adecuada para posteriores analisis.



9.2 Amplificacion de las muestras y secuencias de control sintéticas

Las amplificaciones de las muestras y secuencias de control sintéticas tuvieron un
rango de fluorescencia de 1500 a 2000 RFU como se muestra en la Figura 7 y
Figura 8. La especificidad de los oligonucleétidos se demostré con la amplificacion

de los controles sintéticos del gen GDF9 y las muestras procesadas.

De las diferentes concentraciones de control se obtuvieron rangos de fluorescencia
desde 1000 a 2500 RFU con RFU de 2500 se encuentra la dilucién 1:100000, en
1800, 1:10000, 1700 1:1000 1200 RFU 1:1000 como se muestra en la Figura 7 y se
consider6 a utilizar la dilucion 1:100000 que coincidia con el ciclo y RFU donde las

muestras comienzan a amplificar.

Amplification

2500 §
2000 §

1500 1

RFU

1000 +

500 |

Figura 7. Amplificacion de control para GDF8 mediante qPCR.

Las muestras amplificadas en equipo iQ5 tuvieron un rango de fluorescencia de
2000 a 2800 RFU como se muestra, amplificando alrededor del ciclo 10, como se
muestra en la Figura 8 ay b. En la Figura c de la misma amplifico alrededor del ciclo



5. La especificidad de los oligonucleotidos se demostro con la amplificacion correcta

de las muestras procesadas y los controles que se encuentran en la Figura 7.

c)

Figura 8. Amplificacion de las muestras del gen GDF8 mediante Qpcr, en la figura
a) se muestra el primer amplificado del experimento en donde se amplicaron un total
de 96 muestras alrededor del ciclo 10, en la figura b) se muestra el amplificado de

las muestras y en la figura c) fue el dltimo experimento de 96 muestras que se

amplicaron en el equipo de Qpcr iQ5.



9.3 Analisis HRM para los controles.

El analisis HRM se llev6 a cabo en el termociclador Pico Real ™ analizando un total
de 198 muestras, de donde se obtuvieron gréaficas iniciales para los controles, AA,
AB, y BB que se puede observar en la Figura 9 a) donde se muestra la adecuada
identificacion de los controles sintéticos que estan representados en verde para el
homocigoto dominante, en rojo para el homocigoto recesivo, y en azul para el control
heterocigoto en la Figura 9 b) se muestran las tres diferentes temperaturas y curvas

de fusion correspondientes a los tres genotipos posibles respecto a los controles.
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Figura 9. a) Andlisis HRM de los controles, azul AA, rojo BB, verde AB que tienen
una Temperatura entre 74.4 y 75.64 b) Curvas de disociacién de los productos de

gPCR para los controles sintéticos.

9.3.2 Analisis HRM para el polimorfismo Q204X

Mediante el andlisis HRM se examinaron las muestras en el que se observo la
asociacion respectiva a los controles que realiza el equipo para los diferentes
genotipos, que son descritos para el homocigoto recesivo en rojo, heterocigoto en
azul y en verde el genotipo homocigoto recesivo que se ocuparon como control, en
las gréaficas que representan la Figura 10 puede observarse como las muestras se
separaron mediante los controles y la variacion que demostraron acoplandose
mayoritaritariamente al control heterocigoto para el alelo Q204X. Cabe destacar que
las muestras no se acoplan fuertemente debido principalmente a que las muestras
obtenidas de la extraccién de sangre contienen grupos hemos que probablemente
sean los que difieren en la amplificacion a los controles y por ende estar por debajo
o arriba del mismo, sin embargo, el programa los asocia debido también al tamafio
y posicion del pico en el analisis de Melting que se le realiz6 a la par a los controles

y a las muestras que dieron como positivo para el polimorfismo.

Para encontrar la distincibn en los controles se estandarizé el intervalo de la
temperatura de disociacién, se homogeneizaron los datos de todos los analisis el

cual resultd estar entre 74.1-74.9.

En la Figura 10 se muestran las gréficas correspondientes al analisis HRM para la
deteccion del polimorfismo, donde se puede observar en el inciso a) y b) ¢) y d) en
color rojo un acoplamiento al control homocigoto recesivo que indica que existe el
polimorfismo Q204X en la muestra, asi como también un acoplamiento a control
heterocigoto y homocigoto dominante. Los otros incisos €), f,) y g) son muestras que

solo se acoplaron con el control heterocigoto para el color verde y homocigoto



dominante para la curva en color azul. La figura no representa la totalidad de todas

las
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Figura 10 Gréficas del equipo Piko Real 2.0 en el que se muestran la asociacion de
las muestras con los controles sintéticos a, b, c, d, e, f, en rojo el genotipo
homocigoto recesivo en verde para el heterocigoto y azul para el genotipo

homocigoto dominante.
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9.4 Andlisis estadistico

En este estudio se evalué la variacion genético-molecular en poblaciones de
bovinos de doble propdsito de diferentes ranchos de la cuenca del Papaloapan,
usando muestras que fueron ocupadas para otros estudios relacionados con la
calidad de la leche en la Universidad del Papaloapan. Utilizando la técnica Hight
Resolution Melt se obtuvieron datos genotipicos que permitieron definir el grado de

variacion genética en la poblacion representativa.

Para la identificacion de polimorfismo Q204X en el gen GDF8 se observé que de
una poblacion (n=250) se obtuvieron los siguientes porcentajes de genotipos para
el alelo Q204X 20 %, para el homocigoto dominante 77 %, para el heterocigoto y 3
% para el homocigoto recesivo (Tabla 8). En cuanto al ensayo no se analizo el total
de las muestras ya que no contaban con las condiciones para realizarles el analisis

HRM ya que estas no amplificaron.

En la tabla 8 se observa que la frecuencia del genotipo para el homocigoto AA fue
de 0.03 para el heterocigoto AB de 0.77 y para el homocigoto BB de 0.2 en el ganado
bovino respeto a la identificacion de la mutacion Q204X, mientras que la frecuencia
de los alelos A y B (Figura 13) fueron de 41 % y 59 % respectivamente, siendo el

alelo AB el mas predominante como se observa en la Figura 11.

Se observd un porcentaje mayor de animales que los esperados para el
polimorfismo para el genotipo AA mostrado en la Figura 12. Asimismo, se observo
que la heterocigocidad media fue de 0.32 en el que se obtuvo un valor de X2 obs =
39.5355 que se compard con el valor obtenido de tablas que fue igual a X?tedrica =
5.99 con 2 grados de libertad y un grado de confianza igual a 0.05. Como X? obs >
X? tedrica, la diferencia es significativa, lo que indica que p?-g? es diferente de lo
observado y que en la poblacion no cumple con el equilibrio Hardy Weinberg. Esto
significa que en la composicién genética actia la seleccién natural y con ello

cambios mutacionales.



Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas y esperadas de
muestras de bovinos para el polimorfismo Q204X

Genotipos Frecuencias alélicas
AA AB BB Total A B

NUmero de individuos | 41 153 | 4 198 0.41 0.59
observados
Frecuencia 0.20 | 0.77 | 0.03 1
genotipica observada
Numero de individuos | 70 95 33 198
esperados
Frecuencia 035 | 0.5 | 0.16 1
genotipica esperada

5

Namero de individuos

Figura 11. Genotipos observados en la poblacién para el polimorfismo Q204X

AA

GENOTIPOS EN MSTN

AB

BB
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Tabla 9. Muestras y respectivos alelos, determinados por HRM

Muestra

Control

Alelo

AB

Muestra |Alelo |Muestra |Alelo |Muestra
39 | AB 80| AB 121
40 | AB 81 122

41

© |00 |N (O (0|~ W N (kP

Muestra

163

AB

10 |AB 51 92 |AB 133 | AB 174 | AB
11| AB 93 |AB 134 |AB 175 |AB
12 |AB 94 | AB 135 | AB 176 | AB
13| AB 54 95 | AB 136 | AB 177 |
14 | AB 55 96 | AB 137 | AB 178 | AB
15 138 | AB 179 | AB
139 |AB 180 |AB
140 |AB 181 |AB
141 |AB 182!
142 | AB 183 | AB
20| AB 61| AB 102 | AB 143 | AB 184 | AB
21 |AB 62 |AB 103 |AB 144 | AB 185 | AB
186 | AB
187 | AB
188 | AB
189 |AB
149 |AB 190 | AB
150 | B 191 |AB
151 | AB 192 | AB
152 | AB 193 | AB
153 |AB 194 | AB
154- 195 | AB
155 |AB 196 |AB
156 | AB 197 | AB
157 | AB 198 | AB
158 | AB
159 | AB
160 |AB
161 | AB
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Numero de individuos observados vs genotipos
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Figura 12. Genotipos observados vs genotipos esperados.
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8




X DISCUSION

Dado que la deteccion de polimorfismos asociados a una caracteristica economica
requiere del monitoreo de un gran numero de individuos, es necesario el uso de
técnicas a gran escala. Las técnicas de deteccidon basadas en fluorescencia ofrecen
ventajas sobre las técnicas tradicionales basadas en PCR (Secuenciacion, PCR
RFLPs, SSCP),como son la rapidez y costo de la prueba (Wittwer et al., 2003). Una
de estas pruebas es HRM técnica que permite hacer la deteccion de polimorfismos
de un solo nucledtido SNPs. El analisis HRM resulto ser una herramienta de
diagndstico molecular con un alto potencial que permitié detectar mutaciones en
cambios significativos de fluorescencia con alta sensibilidad, especificidad y

rapidez.

El alelo Q204X de MSTN representa un marcador potencial de seleccion para la
calidad de carne es por ello el interés en la deteccion del mismo. Sin embargo,
existen pocos estudios poblacionales evaluando su frecuencia. Entre los estudios
que reporta la literatura se encuentra la deteccidn del alelo para polimorfismos
basados en el uso de PCR-RFLP’s (Antoniu and Grosz, 1999). Se puede decir que
la deteccion por RFLP’s no pudo aplicarse en esta metodologia por no encontrar
una enzima de restriccion que corte en la region que se requiere para detectar el

polimorfismo.

De los resultados obtenidos en este estudio, se encontr6 que del total de la
poblacion 41 individuos fueron homocigotos dominantes para el alelo Q204X del
gen MSTN y mientras que 153 animales fueron portadores heterocigotos para dicho
alelo y solo 4 individuos fueron homocigotos recesivos y que expresan la

caracteristica del alelo Q204X.

Los individuos que expresaron la caracteristica, representan solo un 3 % del total
de los animales en estudio. Estos resultados no son tan distantes de lo encontrado

por Sifuentes et al., (2007) en donde reportan una frecuencia del 5.2 % de animales



portadores en ganado Charolais, en animales de la region norte del pais. Asi mismo,
Dvorak et al., (2002) reportaron una frecuencia de dicho alelo de 1.2 y 10 % en dos
hatos de ganado Charolais de paises de Europa del este; Por su parte Dunner et
al., (2001) encontraron una frecuencia del 60 % de un haplotipo del gen miostatina
que incluye la presencia del alelo Q204X, un porcentaje significativo ya que se
evalué la mayoria de los polimorfismos posibles en el gen, lo que condujo a una

mayor presencia.

De la presencia del polimorfismo en raza Charolais, cabe mencionar que es la
principal portadora del polimorfismo Q204X, mientras que en este estudio se usaron
animales denominados doble propdsito utilizados principalmente para producir
carne y leche en el trépico mexicano. Sin embargo, en estos trabajos citados, no se
evalla el impacto positivo del alelo Q204X para la produccién de carne, sino mas
bien, desde el punto de vista reproductivo y los problemas que conlleva en los partos
distocicos en las hembras, cabe destacar que el polimorfismo también esta asociado
con la ganancia de peso de los animales para verlo desde un punto de vista
productivo, permitiendo, al ser enfocado en un esquema de cruzas en campo, un

potencial en los animales de la region para expresar el alelo Q204X.

Por medio de la seleccion fenotipica de individuos heterocigotos para el alelo
Q204X, se esperaria que algunos sean superiores en musculatura que sus
contrapartes normales, expresando el fenotipo caracteristico de la doble
musculatura. La evaluacion del alelo Q204X en hatos de doble propdsito permitira
establecer el manejo de su presencia, y enfocar estrategias para aprovechar las
ventajas que ofrece la presencia de doble musculatura. En otros paises con
aplicacion de la biotecnologia animal, la evaluacion con marcadores genéticos
empieza a ser un requisito para la inclusion de animales en pruebas de desempefio

para caracteristicas como calidad de carne.

En México, los analisis moleculares pueden servir para generar informacion que

permita establecer como cada forma alélica de los genes de interés productivo



(como es el caso del gen MSTN) pueden ser incluidos para la generacion de una
linea de interés ya que estos se han ido diseminando entre los hatos de acuerdo al

mal manejo fenotipico y empirico.

Evaluar este gen en diferentes poblaciones permite deducir el nivel de manejo
fenotipico de la doble musculatura desde su introduccién a México y establecer las
bases para el mejoramiento genético asistido aprovechando la ventaja que ofrece
la presencia de la doble musculatura en esta raza. Cabe mencionar que el presente
trabajo junto con el trabajo de Sifuentes et al (2007) son los primeros reportes en
evaluar al alelo Q204X bajo la técnica HRM en hatos mexicanos. Se requiere
continuar con esta linea de investigacion adicionando datos productivos para
establecer la asociacibn de este gen con caracteristicas econdmicamente
importantes, como la frecuencia de partos distocicos, pesos al nacimiento, destete

y finalizacion, asi como con las caracteristicas del producto en canal.



XI CONCLUSIONES

Mediante un andlisis de la diversidad genético-molecular de la poblacién que se
realizé por medio de la técnica Hight Resolution Melt para el alelo Q204X del gen
MSTN, se logré analizar el material genético de poblaciones de ganado de doble
propésito que se desarrollan en la cuenca del Papaloapan, el material seleccionado
representd una fuente importante de informacion que permitird en un futuro evaluar

las interacciones genotipo-fenotipo y medio ambiente.

Se lograron obtener secuencias positivas y negativas como control vy
oligonucledtidos que resultaron tener las caracteristicas adecuadas para la
amplificacion por g-PCR, asi como para el andlisis HMR, asi como también
resultaron ser especificos y eficaces para la obtencién de resultados confiables

La técnica Hight Resolution Melt resulto ser eficaz y rentable en comparacion con
otras técnicas que requieren ademas del ensayo una secuenciacion, la herramienta
analizar el material genético de poblaciones de ganado de doble propdsito que se
desarrollan en la cuenca del Papaloapan para detectar en al menos 4 bovinos
positivos para el polimorfismo y 153 animales portadores, como también se

muestran bovinos que no contienen a la mutacion.

Se concluye que en el total de la poblacion reportada se encontraron las frecuencias
para el alelo BB con un 3 % que representa la presencia del polimorfismo Q204X
siendo el alelo AB el mas predominante que se observd, con un porcentaje del 77%
para el portador heterocigoto AB, el cual representa un porcentaje positivo para

proximas cruzas, y un 20 % que indica no contener al polimorfismo.

La poblacién no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg y esto puede ser
debido a que no se cumplen las condiciones, ya sea por el flujo genético el tamafio
de la poblacion entre otras, lo que conlleva a que las frecuencias de los alelos en la

poblacién no sean estables.



La hipotesis de la que partid el trabajo se aceptd aseverando que existen en la
region del Papaloapan Bovinos con presencia y portadores del polimorfismo Q204X

de acuerdo al analisis pertinente.

Las recomendaciones generadas para los productores aun no resultan ser
concretas ya que se requiere de mas de un andlisis para determinar tanto genética
como fenotipicamente a los bovinos, tomando muestras de hatos que contengan un

registro genealdgico, asi como la seleccion de hembras y machos de la poblacion.

El establecimiento de la presencia del alelo Q204X en el gen MSTN del ganado de
doble propdsito, abre la posibilidad de implementar estrategias experimentales
enfocadas a determinar su papel y uso potencial en la seleccion de animales con

mayor mérito genético.



XIl. PERSPECTIVAS

Realizar un control desde la toma de muestra ubicando a los individuos para

su posterior analisis (control genealdgico, fenotipo, genotipo)

Realizar un analisis completo del gen de la miostatina en el que participen

todos los alelos reportados para la inhibicion de la proteina.



Xll. RECOMENDACIONES

Evaluar la presencia del alelo Q204X del gen MSTN en diferentes
poblaciones en bovinos de doble proposito para implementar estrategias
experimentales enfocadas a evaluar su papel y uso potencial en la selecciéon

de animales con mayor mérito genético.

Establecer disefios que permitan la formacion de lineas genéticas en las

poblaciones de doble propdésito en la regién del Papaloapan.

En un futuro se sugiere analizar un indice mayor de poblacion de bovinos,
analizando previamente su fenotipo ya que en este trabajo se desconoce el
indice de heredabilidad, asi como la expresidon génica. Se establece la
necesidad de continuar con este tipo de trabajos incluyendo registros
genealdgicos y productivos para relacionar la genética con caracteristicas de

importancia econémica.
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ANEXO

Secuencia de la miostatina en Bos taurus (GDF8) gen, completo cds.

GenBank: AF320998.1 en amarillo control positivo, en rojo la base C que cambia

por T.

>AF320998.1 Bos taurus myostatin (GDF8) gene, complete cds.

CTTGGAATACAGTATAAAAGATTCACTGGTGTGGCAAGTTGTCTCTCAGACTGGGCAGGCATTAACGTTT
GGCTTGGCGTTACTCAAAAGCAAAAGAAAAGTAAAAGGAAGAAGTAAGAACAAGGGAAAAGATTGTATTG
ATTTTAAAACCATGCAAAAACTGCAAATCTCTGTTTATATTTACCTATTTATGCTGATTGTTGCTGGCCC
AGTGGATCTGAATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAAAATGTGGAAAAAGAGGGGCTGTGTAATGCATGTTTG
TGGAGGGAAAACACTACATCCTCAAGACTAGAAGCCATAAAAATCCAAATCCTCAGTAAACTTCGCCTGG
AAACAGCTCCTAACATCAGCAAAGATGCTATCAGACAACTTTTGCCCAAGGCTCCTCCACTCCTGGAACT
GATTGATCAGTTCGATGTCCAGAGAGATGCCAGCAGTGACGGCTCCTTGGAAGACGATGACTACCACGCC
AGGACGGAAACGGTCATTACCATGCCCACGGAGTGTGAGTAGTCCTGCTGGTGCAGAGCAACGACTCTGC
TGACTGCTGTTCTAGTGTTCATGAGAAACCGATCTATTTTCAGGCTCTTTTAACAAGCTGCTGGCTTGTA
TGTAAGGAGGAGGGGAAAGAGCTTTTTTCAAGATTTCATGAGAAATAGACCAATGAGACTGAAAGCTGCT
ACTTTATTTGTTTCCTTAGAGAGCTAAAAAGCTAAAAATCAAAAATGAAATGCTTGCATAGCATTCATGT
TATATAGTTTAGTATGACAACTATAACATGTTTATGTTTTTCACAGCTTAATGCTACCAAGGTAAAGGAT
TGGGAGACAGTATCAGCAATGTGAAAAATTACATCAAATTTCCTAATTGCATTTGGTTGCCTGAAATATG
CATTTAAAATAACAGGGTGTTGTTTTTTTTTTTTTTTGTTTCATTAATAAAAGAGAAAGGAAGAAATCTG
TAGAGGTTGAAGCCTATTTGGGCGTTTGCTGAACACTTAGAATGACTTCTGTTATTCAAAACTATTTTCT
CATAGGGTTTTTATGGTCTTCACAGAGTATCTAATTTTGAAAGCTATTAGAGTGGAAAGGATAAAAGAAT
ATTCTTAATAAACTTAATGTATTAGTAAGAGCAATAAGGAAGTAAACACAGCATAATGAAAAATCATGAG
CTAATCAGCAGAAAATTCTAAGAAATAAACATTTTAATTACAAAGTTCCACTTATACCCTGACCATGGTA
CTATTGTTGAGAGTACCTGGTCTGCACATATCTAGGAGGCACATGCTTAATAACCTTCTAAAATATTATT
GTATTCCTCATAGGAGGGAGAACTATTACCTATATGTAGTACCTATGTTGTTTCTGAAAGATAATATGTT
TCATATATTTCTGTTGCAGTCAGTTCAAACCTATACTCAAGGAAAGGGAGACAGGCACCTCAACAGAGAA
GGCATGACCAGAAAGAGTTTTGTGCCATGTGTCTGCGATCTTGCTTTATACAGGGCTCTACCCACTTTAA
ACTGGACTCAAAACAGTTTCAAAATACTGCTTTTTCTTATTAAGTAACTAGTTTATAAGGCAACAAATAA
ATTTCCTTTAAGACTGTGCTATCAGATAATCCTGGAATAGATTTGCCTTACTTATAAACAATCTTGAGAA
AACAAAAAGGCAAGAAATTGCTAAGTGCTTCTGCTTACAATGACAGCCTGGCCCTAAAGACAATGTTTTC
TAAGTTTTGAAACAGCTTGAATACAACATCTAAGTTTTGGTGCTAATTACCTGCTAGTTTTTTTATTTTT
TTCCTTTAAAAGGCTGTCCCAGCGTCCTAACATAACAGATGCACTATATTTTCTGCTAATTCCCGAGGCT
CAGTTAGTTGCTCACTGTGTCTTGTCCCCAGGTAATTCAGGCCTGGGGGAAGGGTTCCTTCCTCCAGACT
GATTGGTACAGCTGCTCAGTCAGTGTAACCACTCAGATTCCCAAAGAATTCTAAGTGGATGTTCTTCCAC
AGTGTCTCTTGTTCTCTCTAATCATCATCATTTTAAAATTTCATCCACTTTTCATTCCTTAATAGAATTT
TCCTTAGTCCACAGTTCTCTGGAAAGGAAGTAGGCTTCTCATAACAGCTGAAAAAACATATACCTAAAAG
ATTCTGAAAAGCTGTAATAACTGTTATACTTGATATTTTGCTGTTATGAATGAAATGCTACATATTTTTC
CATTTTAAAAGACTAAATATGCACACATTATTCCAATTAAAAAATGTTCATAGATTGATATGGAGGTGTT
CGTTCATTTTTCATAAAAATGATCTTAGTAACTTTTTTTCTTATTCATTTATAGCTGATCTTCTAACGCA
AGTGGAAGGAAAACCCAAATGTTGTTTCTTTAAATTTAGCTCTAAGATACAATACAATAAACTAGTAAAG
GCCCAACTGTGGATATATCTGAGGCCTGTCAAGACTCCTGCGACAGTGTTTGTGCAAATCCTGAGACTCA
TCAAACCCATGAAAGACGGTACAAGGTATACTGGAATCCGATCTCTGAAACTTGACATGAACCCAGGCAC
TGGTATTTGGCAGAGCATTGATGTGAAGACAGTGTTGCAGAACTGGCTCAAACAACCTGAATCCAACTTA
GGCATTGAAATCAAAGCTTTAGATGAGAATGGCCATGATCTTGCTGTAACCTTCCCAGAACCAGGAGAAG
ATGGACTGGTAAGTGATTACTGAAAATAACATGCTAAAAACCTTGTTATGTGTTTATTCATAATGTGAAT
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GAATAGTAGTGAAAAATAACTACCAGTTTCCTGTGCTTATAAGCCAGACAAAGGCACCTTACCCCAGTGG
TAGCCCTGTACTCAATAAAAGTAGGTGTCCCATTTCACATCCTATGAAACACTCTCTTGATACTTTGACT
TTGCATGAGGATTTAAAAGAAAAAAAGTTATACCATGGTCCTTAAGTTTTTAGGGAATTCTTTGGAATTG
AGAATGAAATATAAAATGCTTTCCGTTGATGTGCTACATGATTATATAAATAAAAACATGAAGTCTTCAC
AGTGGATTCTAGTACTCACCCAACAACACATTTTTTCCCCCAGAAGAGTGACCAATTTGTTAAAATTCTT
TTGCTTAATAAGGCAGAAAAATGAACTCTACAAGTTATAATTAAAATAAAATGCTTTTACTTATTGAAAT
TAACTATATATATGTTCAGGTTTATATACTATTAAATATACTATATTTAAGATCTCTCATGATAAATATG
TTCCTTGTTTTATAGACTATTGATGCACTGATGTATATGTGGATTACTTTGTGAATTACCCCTGGTAAAA
TTAAAAATTTCAGGCTAGTTAACTTGTACTACTTAGCTATTTTCTGAACTGTCTTACTGTTCTTTAACAG
GAGTTAACTTAGGTAATGTCAACTAATTTAATATAAAGTCAAACAGAAAATAATGCCTTATATATTATAA
AAATTAATAAAAAACCATTTTAAAATCTAGTATAAGTTTAGAGCTACTCACTCTTCTGGCTTATCTATGC
TTGTATTTACTTCTGTTTTCAAAAAATTTTTTAATGTGACCATACCTTTTATTTCCAGTTATTGATATAA
TTTACAACAAAAGATTATACTTGCAAGCTTTATAGTTTTTAAATGGTCTTATTTGTAGTGAATATCATAT
CTAAATGATATCTAAATGTAAAGTAAATCATACCTAAATGAAAACATATTCTTTAAGTCATTATAAAATT
TTCCAGGTGATCAATTTTTCTTTAAATATACTACATAAAATGTTATTGACTCCCAAAATGATGTTATTTT
GTATAATCTTAAATACCAATAATTACCAGGTCTATTTTGGTTTTAGTGTAGGATAAAAAAGAATGTGTTC
TTTTTTCTAGGTAGCATTTTAATGATCAAAGTTGGTGACGTGACAGAGGTCTTAAGTATTATTAAACAGA
TGATTAATAAGATGTATTCCTCAGACTTTTCCATATAAAAGGAAAAATGTCTCAAATTCATGAAAAGATT
GGTACAGGAGGAGGATTAGCAAATTGTAGTTTAAATATCTGAATGGAAACACTTTTTAGTGAAAGAATAA
AGGGAATATCATTGTATCTTCTTCTGAGTCTGTGCCTCTCTCTCTTGGAGTTAGTCTTTCCAACCCTATA
TACATTACCACTATCTTCATCCCTCTACCTTCCTTTTTCCCATTACATCTGTGCAGTACTGGGTGGCAAC
TATTGTGTTTCGGTGTTAATATCCAAGTTTCCCTGAATAAGACCAAGTGAATGGAGGATGAATGAGTATA
CCTATCCCTCCAGGGGTCATCAGACATATTTAGCCACCATATTTAATCAATAAGCAGGAAGACATAAGCT
AGCCTTGTCCTTCTTCTTTCCTCCCTGCTCCTTTCTCTTCTCTTCCCCCTCTCCCTTTACTGTCATCCAT
CAGTATTTTCAGAGCATCTATTATGTGTCAGGCATTCAGATACTCAAACGGAGGAAAACAAGAATAAACA
AGACAAAGATCTGACCACAGGGGAATCCCTATGGCTACTGTAGACTTTTGAGCCATAAAGGAAGAATCAA
GCCTAGTGTAAATGAAAATTCCTTAATGCTGTGCCTTTTAAAAAGAAATGTGACATAAGCAAAATGATTA
GTTTCTTTCTTTAATAATGAGTCCTTGAGGTAGGAGAGTGTTTTGGGATCTATTATTAACTCTTCTTTCC
TTTCCATACAGACTCCTTTTTTAGAAGTCAAGGTAACAGACACACCAAAAAGATCTAGGAGAGATTTTGG
GCTTGATTGTGATGAACACTCCACAGAATCTCGATGCTGTCGTTACCCTCTAACTGTGGATTTTGAAGCT
TTTGGATGGGATTGGATTATTGCACCTAAAAGATATAAGGCCAATTACTGCTCTGGAGAATGTGAATTTG
TATTTTTGCAAAAGTATCCTCATACCCATCTTGTGCACCAAGCAAACCCCAGAGGTTCAGCCGGCCCCTG
CTGTACTCCTACAAAGATGTCTCCAATTAATATGCTATATTTTAATGGCGAAGGACAAATAATATACGGG
AAGATTCCAGCCATGGTAGTAGATCGCTGTGGGTGTTCATGAGGTCTATATTTGGTTCATAGCTTCCTCA
AACATGGAAGGTCTTCCCCTCAACAATTTTGAAACTGTGAAATTATGTACCACAGGCTATAAGCCTAGAG
TATGCTACAGTCACTTAAGCACAAGCTACAGTATATGAGCTAAAAAGAGAGAATATATGCAATGGTTGGC
ATTTAACCATCCAAACAAATCGTATAATAAAAAGTTTTATGATTTCCAGAGTTTTTGAACTAGGAGATCA
AATTCCATTTATGTTGAAATATATTACAACACATGCAGGTGAATGAAAGCAATTCTCCTTGTCTTCTGGT
GAATTAAAGGAGTATGCTTTAAAATCTATTTCTCTACAGTTTCACTTAATATTTACAGAAAAATCTATAT
GTAGTATTGGTAAAATGCAGTATTGTTATATACCATTATTTGAAACATCCTTAAACACTTGAATTTATAT
TGTATGATAGCATACTTGGTAAGATGAGATTCCACAAAGTAGGGATGGCACACCATACGCAGGTTACCAT
TCCTATACTGATTGATACAGTACATTAACAGTTTTTGCCAATGGTGCTAATACAATAGGCTGAATGGCTG
ATGTTATCAGGTTTATCAAGCAAAAAACATTCAGGAAAGTAATAAGTTTCTCCTTTCTTCAGGTGCATTT
TCACACTCCTCCCTATGGGCAATGGATGTTCTATAGAGAAAGAAAACTCATTTTCCTAGAGGTCTACATT
CAATTCTGTAGCATACTTGGAGAAGCTGCATTGAAAAGGCAGTCAAAAAGTATTCATTTTGGTCAAAATT
TCAAAATTATAGCCTGCCTTTGCAATACTGCAGCTTTTAGGATGAAATAATGGAAATGACTGATTCTATC
AATATTGTATAAAAAGATTTTGAAATAGTTGCATTTATATAATATGTATACAATATTGTTTTGTAAATAA
ATGTCTCCTTTTTTATTTACTTGGTATATTTTTACAGTAAGGACATTTCAAATTAAGTATTAAGGCACAA
AGACATGTCATGTAGGACATAAAAGCAAAAGCTTATATTTTGGAGCAAATTAGTTGATTAAATAGTGGTC
TTAAAACTCCATATGCTAATGGTTAGATGGTTATATTACAATCATTTTATATTTTTTTACATTATTAGCA
TTCACTTATGGATTCATGATGGCTGTATAATGTGAATGTGAAATTTCAATGGTTTACTGTCATTGTATTC
AAATCTCAACGTTCCATTATTTTAATACTTATAAATATTAAGCATACCAAAATGATTTAACTCTATTATC
TGAAATCAGAATAATAAACTGATGATATCTTACAAATTGTTAATTTTATTTTATAATTTGATAATGAATA
TATTTCTGCATATATTTACTACTATTTTGTAAATCAGGATTTTGTTAATCAAATAAATTGAACTTATGAT
TAAGTGAAATTATTTCTTACATCCAATGTGTAGAAACAATTTAAGTTATATTAAAGTGTTTTCACCTTTT
TTGAAAGACAACAGTTTCATGTTATAATGATTAACTCTAGA
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