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PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Caracterizacion genética. Marcador genético.
Terneza de carne.

RESUMEN

Se estudié la variabilidad de la subunidad
reguladora del gen calpaina-Il bovina mediante
PCR-RFLP empleando la enzima de restriccion
Hhal. Se caracterizaron 253 bovinos, de razas
europeas especializadas para carne (Hereford,
Aberdeen Angus) o leche (Frisona), cebuinas
(Gir, Guzeray Nelore) y naturalizadas brasilefias
(Caracu, Junqueira y Pantaneira). Dos formas
alélicas fueron observadas: CAPN2* y CAPN25,
La primera fue mas frecuente en las razas
Hereford y Aberdeen Angus (estimacion de fre-
cuencias 0,8667 y 0,6034, respectivamente).
Para las razas cebuinas y naturalizadas brasile-
fias, las frecuencias de CAPN2* fueron 0,0834
y 0,4667 respectivamente. Se formula la hipote-
sis de una posible relacion entre alelo CAPN2*
con laternezade la carne. Si ello es confirmado,
permitirdidentificar precozmente los animales de
interés, favoreciendo el progreso genético de las
poblaciones bovinas. Esto para el Pantaneiro y
otras razas naturalizadas brasilefias, asi como
para las poblaciones criollas de la América del
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Sur, muchas de éstas en proceso avanzado de
extincion, podria incentivar su expansion, en
funcién de los valores econdmicos que podrian
seragregadosy su potencial para el mejoramien-
to de la palatabilidad de la carne.

SUMMARY

The variability of the regulatory subunit of the
gene calpain-Il was studied through PCR-RFLP
analysis using the restriction enzyme Hhal. A
total of 253 cattle of specialized European breeds
to meat (Hereford, Aberdeen Angus) and milk
(Friesian), as well as zebu breeds (Gyr, Guzera,
Nellore) and Brazilian naturalized breeds (Cara-
cu, Junqueira, Pantaneira) was characterized.
The two alleles identified in the study were
assigned to CAPN2* and CAPN2®. The first one
was more frequent in Hereford and Aberdeen
Angus, whose frequencies were 0.8867 and
0.6034, respectively. For Brazilian naturalized
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and zebu breeds, the frequencies of CAPN2*
were 0.0834 and 0.4667, respectively. We
considered the hypothesis of a possible relation
of CAPN2* allele with meat tenderization. If
confirmed, it will allow identify the interesting
animals precociously, favoring the genetic
progress of the cattle populations. This for
Pantaneiro and other National breeds, as well as
for the Creole populations of the South America,
many ofthese in advanced process of extinction,
could stimulate its expansion, based on the
economic values that could be added and its
potential for the improvement of the meat
tenderization.

INTRODUCCION

La seguridad alimentaria y la
pal atabilidad, son |as propiedades mas
valoradasen lacompradelacarne. La
ternezaforma parte de la calidad sen-
sorial que junto con € sabor y lajugo-
sidad determinan las variaciones en la
palatabilidad de la carne.

El desarrollo de marcadores gené-
ticos relacionados con la pal atabilidad
viene siendo incentivado por el merca-
do consumidor por la dificultad para
identificar animales con caracteristi-
cas deseabl es.

Durante el rigor mortis, e tamafio
del sarcomero se reduce, causando
una compactacion del contenido
miofibrillar, 1o que ocurre concomi-
tantemente con la maduracion de la
carne. Laternezafinal esresultantede
laeficaciadeladegradaci dn enzimatica
para alterar las estructuras compac-
tadasdelas miofibrillas. Delos proce-
sos biol égicos envueltos en la calidad
final delacarnelaactividad del siste-
ma de las calpainas parece ser el fac-
tor principal (Delgado et al., 2001ay
2001b).

Dos isoenzimas han sido descritas,
denominadas pi-calpaina (calpainal) y
m-calpaina (calpaina 11), que se
hidrolizan paraproducir proteinasas en
la presencia del calcio, en concentra-
ciones micro-molar y mili-molar, res-
pectivamente (Ilian et al., 1998). Es-
tas isoenzimas son dimeras, compues-
tas por dos subunidades: una de 30
kDa'y, la otra, de 80kDa. La unidad
mayor presenta cuatro dominios (I-
V). La menor, es idéntica para
CAPN1y CAPN2y presenta dos do-
minios (V-VI) (Simon et al., 1988).

Algunas enzimas proteoliticasy sus
genesinhibitorios, de cuyos productos
y aelos se conoce la fisiologia, han
sido descritos como genes candidatos
para €l estudio de QTL (quantitative
traitlocus), siendolacalpainaun fuer-
te candidato relacionado con la terne-
zade carne (Smith et al., 2000).

La calpaina es una proteasa
citoplasmatica responsable del efecto
iniciador de la degradacién de protei-
nas miofibrilares, durante el proceso
de abastecimiento de la carne bgo
refrigeracion, y su actividad estarela
cionadaconlaternezade carne (Huff-
Lonergan-Lonergan et al, 1996). Por
esta razén los estudios bioquimicos y
genéticos relacionados con los siste-
mas proteoliticos de la calpaina se
consideran decisivos para aclarar los
cambios fisiolégicos en la estructura
muscular durante el periodo post
mortem cuyos resultados contribuiran
alamejoriade la calidad de carne. El
presente estudio trata de establecer |a
variabilidad del gen calpaina(CAPN2)
en bovinos de razas europeas especia-
lizadas, cebuinasy naturalizadasbrasi-
lefias.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 253 bovinos de razas
europeas especializadas para carne
(Aberdeen Angus, Hereford) y leche
(Frisona), cebuinas (Gir, Guzera y
Nelore) y naturalizadasbrasilefias (Ca-
racy, Junqueiray Pantaneiro).

El ADN gendmico fue obtenido a
partir de muestras de sangre con €l
empleo deunkit comercial depurifica-
cion (PROMEGA).

Las secuencias utilizadas en la
amplificacion del gen CAPN2, descri-
tapor Zhang et al. (1996), fueron las
siguientes. 5'-CCC CTC GCA CAC
ATT ACT CCA AC, complementaria
al gen calpaina entre el nucledtido 293
(extremad 5') y 315 (extremad 3'), y
3'-ATA CGG CCT GCC ACT TTT
TGA TG, correspondiente a laregion
entre el nucledtido 558 (extremad 5') y
580 (extremad 3").

La reaccion en la cadena de la
polimerasa (PCR) fue realizada en un
volumen de 25 pl, apartir de 200 ng de
ADN molde, empledndoselasiguiente
solucién: 20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50
mM deKClI, 1,5mM deMgCl,, 264 uM
de cadadNTP, 0,4 uM de cada ceba-
dor y 2,5 U Taqg polimerasa Platinun
(Invitrogen). EI PCR fue conducido en
el Termociclador Express Hybaid,
en las siguientes condiciones: desnatu-
raizacion inicial de 95°C por 5 min,
seguida de 35 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion de 94°C por 30 s,
hibridacion de 60C por 27 sy exten-
sién de 72°C por 90 s), y unaextension
fina de 72°C por 30 min. Para la
digestion de 10 pl del producto amplifi-
cado fueron empleadas 10 U de la
enzima de restriccion Hhal, alatem-
peraturade 37°C durante 3 horas. Los

andlisisdel RFLP fueron realizadosen
gel de poliacrilamida a 5 p.100, me-
diante técnicade coloracion con nitra-
to de plata.

Las frecuencias alélicas y geno-
tipicas fueron estimadas a través del
programa GENEPOP (Raymond y
Rousset, 1995) que también fue em-
pleado para verificar € equilibrio de
Hardy-Weinberg.

RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio presentalava-
riabilidad genética de la subunidad
menor reguladora de m-calpaina, que
sehadenominado CAPN2, paranueve
razas vacunas. Un fragmento de,
aproximadamente, 1800 pb, delas cua-
les 288 pb son secuencias codificado-
ras, localizadas entre los exones 4 y 8,
fueamplificado paraladeteccion dela
mutacion.

Dos formas alélicas fueron obser-
vadas, CAPN2”* y CAPNZ2B, por latéc-
nica de PCR-RFLP empleandose la
enzima Hhal (GCG'C). El alelo
CAPN2* fue caracterizado por la pre-
sencia de dos sitios de restriccion, re-
sultando tresfragmentos, con 900, 620
y 280 pb. El delo CAPN28 present6
solamente un sitio de restriccion, ori-
ginando dos fragmentos, con 1520 y
280 pb. Como seve en lafigura 1, los
animales homocigotos AA presenta-
ron tresbandas (900, 620y 280 pb), los
homocigotos BB, dos bandas (1520 y
280pb) y, losheterocigotos AB, cuatro
bandas (1520, 900, 620 y 280 pb).

En todas las poblaciones, excepto
Junqueira, los desvios entre frecuen-
cias genotipicasobservadasy espera-
das segun el teorema de Hardy-
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Weinberg no fueron significativos
(p>0,05), sugiriendo equilibrio genéti-
co parael locus CAPN2.

Como puede verse en latabla I, €l
alelo CAPN2* fue el mésfrecuente en
lasrazasHereford y Aberdeen Angus,
especializadas para la produccién de
carne con buena calidad y, € aeo
CAPNZ28, en las razas cebuinas (Gir,
Guzerd y Nelore). Las frecuencias
estimadas para las razas Hereford y
Aberdeen Angusestan deacuerdo con

4

1520 pb

d

900 pb

4

620 pb

4

280 pb

Figural. Analisisdel polimorfismo Hhal
enel gen CAPN2atravésdelatécnicaPCR-
RFLP. Patron eletroforético de los tres
genotipos separados en gel de 5 p.100
poliacrilamida. Pozo 1: marcador 50 pb
ADN Ladder; pozo 2y 3: genotipo AB; pozo
5y8: genotipo AA; pozo 6y 9: genotipo BB.
(Analysis of Hhal polymorphism at the CAPN2
gene by PCR-RFLP. Electrophoretic patterns of
the three genotypes separated on 5 percent
poliacrilamyde gel. Lane 1: 50 pb DNA Ladder;
lane 2, 3, 4 and 7: genotype AB; lane 5 and 8:
genotype AA; lane 6 and 9: genotype BB).

lasregistradas por Zhanget al. (1996),
entre 0,74 y 0,95. Estos mismos auto-
res estudiando unaraza japonesa, lla-
mada Wagyu, de carne muy valorada
por su buena palatabilidad, verificaron
gue la frecuencia del alelo CAPN2A
estaba proximaa 1,0.

Conrelacion alarazaFrisona, bue-
na productora de leche, el alelo
CAPN2* fue observado en frecuencia
muy préxima a la estimada por
Juszczuk-Kubiak et al. (2002).

Considerando que la calidad de la
carne de razas de origen britanico es
superior alade razas cebuinas, propo-
nemos la hipétesis de que € aelo
CAPN2* pueda ser marcador para la
terneza de carne. De esto modo, €l
producto génico de CAPN2* podria
conferir unaactividad proteoliticama-
yor que la variante codificada por el
alelo CAPNZ2E.

Lascaracteristicasdelacanal pre-
sentan variabilidad genética; las dife-
rencias genéticas en cuanto a la
palatabilidad y actividades de las
calpainas y calpastatina han sido in-
vestigadas entre y dentro de razas
vacunas (Wulf et al., 1996; Chung et
al., 1999; Page et al., 2002). Hay
evidencias que apuntan una posible
relacion entre genotipos de la p-
calpaina (CAPN1) y m-calpaina
(CAPN2) con la terneza de carne
(Smithet al., 2000; Chunget al.,1999).
Page et al. (2002), estudiando 10 SNP
(single nucleotide polymorphisms)
del gen CAPN1, sugieren que dos
mutaciones, la A316G (cambio del
nucledtido C por G, en & exén 9, resul-
tando enlamaodificacién del aminoécido
alanina por glicina, en la posicién 316)
y la V530! (cambio del nucledtido G
por A, en e exdn 14, resultando en la
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modificacion del aminoécido valinapor
isoleucina, en laposicién 530), podrian
estar asociadas con la palatabilidad de
la carne.

La superioridad de las razas euro-
peas para producir carne de calidad,
ha sido bien documentada. Segun
Dikeman (2003), las razas cebuinas
Brahman y Sahiwal presentan carnes
menos blandas que las razas Angus,
Hereford, Limousin, Charolais, Chia-
nina, Jersey, Devon, Suiza, Gelbvieh,
Simental y Maine-Ajou. En Brasil,
Nardon et al. (2001) y Razook et al.
(2002) empleando el método Warner-
Bratzler, considerado un buen predictor
de terneza de la carne, comparan ani-

males cebuinos (Gir, Guzeray Nelore)
con una raza naturalizada brasilefia
(Caract) paralaque los valores de la
fuerza de cizallafueron menores, indi-
cando que su carne es mas tierna.

Si seconfirmaque el aleloCAPN24
es marcador para terneza de la carne
bovina, serdposibleidentificar precoz-
mente los animales de interés econ6-
mico, favoreciendo el progreso genéti-
co de nuestras razas cebuinas y natu-
ralizadas, asi como la actividad soste-
nible de los ganaderos involucrados.
Esto, para el Pantaneiro y otras razas
naturalizadasbrasilefias, asi como para
las poblaciones criollas de la América
del Sur, muchas en proceso avanzado

Tablal. Frecuenciasgenotipicasyalélicasparael locusCAPN2 en razasvacunas. (Genotypic
and allelic frequencies for CAPN2 gene in cattle breeds).

Razas Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas Bibliografia
N AA AB BB CAPN2# CAPN2®
Hereford 30 0,7333  0,2667 - 0,8667 0,1333 1
Aberdeen Angus 29 0,4134 0,3793 0,2073 0,6034 0,3966 "
Frisona 11 - 0,5454  0,4546 0,2727 0,7273 "
Caracu 40 0,1500 0,625 0,225 0,4625 0,5375 "
Junqueira 3 - 1 0,5000 0,5000 "
Pantaneiro 8 0,1250 0,6250  0,2500 0,4375 0,5625
Gir 21 - 0,0952  0,9048 0,0476 0,9524 "
Guzeréa 74 - 0,1622  0,8378 0,0811 0,9119 "
Nelore 37 - 0,2432  0,7568 0,1216 0,8784 "
Angus 10 0,74-0,95 0,05-0,26 2
Hereford 68 " " "
Wagyu 10
Brahman 17 0,06-0,10 0,90-0,94 "
Pardo-Suizo 9 " " "
Guernsey 5 " " "
Limousin 9 " " "
Frisona 31 0,1 04 0,5 0,39 0,61 3
Angus 47 0,44 0,56 4

1= Presente estudio; 2= Zhang et al., 1996; 3= Juszczuk-Kubiak et al., 2002; 4= Chung et al., 1999.
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de extincién, podria incentivar su ex-
pansion, en funcion de losval ores eco-
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