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RESUMEN

La terneza es un rasgo complejo que depende de las interacciones entre un gran nimero de genes asociados con
el tejido conectivo, la grasa intramuscular y las caracteristicas metabdlicas de las fibras musculares, ademas de la
proteolisis durante la maduracion. La gendmica nos ha traido una verdadera revolucion bioldgica que permite estudiar
todos estos genes simultaneamente. La secuencia completa del genoma bovino unido a la salida al mercado de chips
genéticos de alto rendimiento, nos ayuda al descubrimiento de marcadores genéticos para calidad de carne y para
la seleccion genética en base a la genomica. Sin embargo, diferentes estudios realizados en varios paises con razas
puras sugieren que los efectos de marcadores genéticos sobre la calidad de la carne son especificos de la raza y no
pueden ser generalizados para todas ellas. Mientras tanto, la transcriptomica y la proteomica han favorecido el estudio
del desarrollo muscular asi como el descubrimiento de nuevos marcadores bioldgicos relacionados con la calidad de la
carne. Sin embargo, estos marcadores son a menudo especificos de mdsculo, ya que su expresion depende del tipo de
musculo al que se refieren. En base al desarrollo de la gendmica, el nuevo desafio consiste en desarrollar fenotipos de
alto rendimiento con la ayuda de un modelo para predecir mejor la calidad de la carne desde los diferentes marcadores
genéticos identificados hasta el momento.

INTRODUCCION

Los mecanismos moleculares en el origen de los procesos biologicos estan dirigidos por los productos resultantes de
la expresion del total de los genes, y las estrategias para el estudio de los genes se han beneficiado por el progreso
tecnologico que se ha realizado en las Ultimas décadas. Mientras que la biologia molecular se ha centrado en el interés
de unos pocos genes seleccionados de acuerdo a su funcion bioldgica los “omics” de hoy en dia permiten estudiar
simultdneamente, sin una previa comprension de su funcién bioldgica, un gran nimero de genes, proteinas o metabolitos.
En otras palabras, en el pasado solo unos pocos genes podian ser estudiados al mismo tiempo aislandolos del contexto
de otros genes. En el mejor de los casos era posible el estudio de acciones e interacciones de uncs pocos genes sobre
una caracteristica fisiolégica especifica. El reciente desarrollo de métodos de analisis gendmico de alto rendimiento hace
posible ahora la observacion de la estructura y expresion de casi todos los genes y proteinas de forma conjunta.

La gendmica estudia genomas completos, todos los genes de un organismo vivo, mediante la aplicacién de técnicas de
secuenciacion cromosomica, entre otras. Esta disciplina experimentd un desarrollo enorme a nivel publicitario al final
del siglo 20, con la publicacion del primer mapa del genoma humano. De hecho, la genémica es el parte de la ciencia
que estudia la estructura, funcion y evolucién de los genomas. La gendmica funcional es la parte de la gendmica que
estudia la funcion de las proteinas expresadas por un gen, su regulacion y sus interacciones (Hocquette et al., 2007b).
La genomica funcional recibe mucha menos atencion que la secuenciacion del genoma. Organizaciones privadas del
negocio de rumiantes en Francia (APIS-GENE) estén trabajando en asociacién a instituciones publicas (INRA, CIRAD)
para promover el desarrollo de la investigacion en gendmica (Programa AGENAE/GENANIMAL).
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'MEJOR COMPRENSION DE LOS GENOMAS

entes avances en el conocimiento del genoma bovino

sarrollo de grandes recursos para la secuenciacion, la movilizacion de fondos considerables y en especial la drastica
da del coste de secuenciacion, ha llevado al lanzamiento de programas completos de secuenciacion del genoma
un creciente nimero de especies. El genoma bovino, entre ellos, ha sido uno de los primeros genomas de especies
gsticas importantes en ser secuenciado, después de los del pollo y el perro. Los fondos han sido mayormente de
en americano (NIH, State of Texas, USDA). En la practica, la comunidad cientifica internacional ha secuenciado el
oma de la hembra Hereford. El primer borrador de la secuencia fue publicado en el verano de 2006 por el Baylor
lege of Medicine in Houston. De aqui en adelante, la secuenciacion a fondo (por ejemplo el ratio entre el ndmero
bases secuenciadas y el nimero de bases del genoma) se aumento hasta sobrepasar 7X (esto significa que una
uencia dada esta presente una media de 7 veces en la base de datos). Mas aun, la calidad del ensamblaje se ha
eiorado gradualmente de forma que se ha aumentado la calidad de las siguientes versiones de la secuencia del genoma
_.._._o. A dia de hoy, la calidad de la secuencia es bastante buena, aunque hay todavia muchos huecos y errores de
nsamblaje.

3 extraordinaria nueva herramienta modifica los métodos de trabajo ampliamente y ahorra mucho tiempo y trabajo.
efecto, la secuenciacion del genoma completo a partir de diferentes individuos ha conducido al descubrimiento de
chas variaciones en la secuencia de DNA entre individuos. Generalmente el genoma entre dos individuos al azar varia
un 0,1 %. La determinacion de estas variaciones de forma rutinaria se denomina genotipado. Hasta el momento, han
do encontrados en el genoma bovino un namero elevado de Polimorfismos de Nucledtidos Unitarios (SNPs) (mas de

millones).

‘Al mismo tiempo, se han desarrollado varias tecnologias de genotipado, como las desarrolladas por lllumina y Affymetrix.
mmam “chips” pueden genotipar decenas de miles (en humanos cientos de miles) de polimorfismos simultaneamente.
Los “chips” de lllumina, disponibles en 2008, genotipan 54.000 SNP a precio mas bajo y se comercializard en 2010
uno nuevo, actualmente en desarrollo, con méas de 700.000 marcadores. Este “chip” de 54K SNP es actualmente la
herramienta estandar del mercado y es utilizado por la mayoria de los genetistas del mundo. Este “chip” abre la puerta
a numerosas oportunidades en genética, como el analisis de la diversidad genética, mapeo fino de genes interesantes,
seleccion asistida de marcadores (MAS) o seleccion genémica. El ultimo enfoque, denominado “seleccion genémica”
(Meuwissen et al., 2001 ) esta actualmente desarrollandose, especialmente en ganado de leche. Utiliza toda la informacion
relacionada con un enorme nimero de marcadores del genoma, para predecir estadisticamente el valor genético global.
No hace referencia al conocimiento de marcadores individuales, si no que intenta predecir el valor genético a partir de

un modelo de “caja negra”.

Ui
J

La bisqueda de marcadores genéticos
Desde los primeros afios 90 el uso de la informacién molecular en los programas de cubricién se ha utilizado eficazmente

para la mejora del ganado lechero. Pero no fue tan facil para la produccion de carne principalmente porque no existian
poblaciones apropiadas facilmente utilizables y también porque la recogida de informacion sobre el funcionamiento es
més dificil para la calidad de carne que para la produccion de leche.

Se han desarrollado diferentes programas en todo el mundo con la intencion de identificar genes y polimorfismos que
controlen parte de la variabilidad de las caracteristicas de la calidad en la produccion de carne. Uno de ellos es el
GeMQual (Genetics of Meat Quality) un programa europeo que comenzé en 2001. Estaba basado en 15 razas bovinas
europeas (Alberti et al., 2008). Se llevo a cabo la identificacion de SNPs en genes o cerca de genes elegidos en base a su
funcion fisiologica. (Williams et al., 2009). Se llevo a cabo la blsqueda de asociaciones entre polimorfismos y fenotipo. A
través de varios métodos estadisticos se ha conseguido la identificacion de 149 asociaciones significativas relacionadas
con 33 genes y 87 SNPs. La mayoria de las asociaciones estan relacionadas con la composicién de acidos grasos de la
carne (64), las calidades sensoriales (32) o terneza (21). Algunas asociaciones estan relacionadas al crecimiento (13) o

al color de la carne (8) (trabajos no publicados).

En los primeros afios 90 se implementaron en USA y Australia programas para detectar QTL en la calidad de carne,
posteriormente lo hicieron Canada y Nueva Zelanda y més recientemente Japon y Escocia. Se publicaron algunos de
estos resultados. A partir de estos resultados se obtuvo un numero limitado de genes como candidatos y algunos de ellos
fueron patentados. Se desarrollaron pruebas genéticas a partir de estos genes y estan actualmente disponibles en estos
paises. Estas pruebas se basan en marcadores supuestamente relacionados con la infiltracién grasa y la terneza de la

carne de vacuno (revision de Hocquette et al., 2007b).
La deteccion realizada en estos estudios se hizo generalmente con animales cruzados. Los programas de validacion

se pusieron en marcha en Australia (Cooperative Research Centre for the Cattle and Beef Industry) y en USA (Carcass
Merit Project). Los resultados muestran que estos marcadores genéticos no son siempre precisos en la deteccion de
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diferencias fenotipicas en la calidad de carne en muestras de varios animales. En principio, las condiciones de deteccion
y validacion difieren marcadamente de los sistemas de produccion franceses de carne de vacuno (razas, edad, sexo,
sistemas de alimentacion) y de los habitos de cocinar la carne de vacuno del consumidor francés. De cualquier forma,
los resultados necesitan ser validados para saber si pueden ser utilizados también con alguna precision en la seleccion
en Francia.

En el 2003 se implemento en Francia, con el soporte econémico del Ministerio de Agricultura, APIS-GENE, FNE yla
“Office de I'Elevage”, un programa de deteccion y validacion denominado QUALVIGENE, Este programa se disefo para
testar en las principales razas de vacuno de carne francesas, cualquier marcador de DNA relacionado con la mejora de la
calidad de carne. El programa QUALVIGENE estd basado en la descendencia de 3,349 toros jovenes Blonda de Aquitaine,
Charolais o Limousin, de 114 hijos, engordados y sacrificados en condiciones controladas. Veinticuatro socios del sector,
el “Institut de I'Elevage” o INRA estan involucrados en este programa. Se han recogido un total de 98 fenotipos de rasgos
de la carne de vacuno, caracteristicas musculares y calidad de carne: toda esta informacién se reunié y consolido en una
base de datos a finales de 2007. Se estimaron los pardmetros genéticos asociados a la calidad de la carne de vacuno en
Francia y observamos una significativa variabilidad genética en nuestras razas. (Renand et al., 2006). EI DNA disponible
de los toros y sus padres (6,150 individuos en total) se genotipé en principio para 48 marcadores (27 SNPs and 21
microsatélites) correspondientes a 12 genes y una regién cromosémica diseminada en 9 cromosomas. Entre estos
genes estaban CAPN1, CAST y LOX, genes en principio relacionados con la terneza, y también los genes DGATT, FABP4,
LEP, RORC y TG y una regién del cromosoma 5 (BTA5) supuestamente relacionados con la infiltracion y los genes GDF8,
IGF1, Myf5 y POMC para el crecimiento muscular. Debe remarcarse que al menos un marcador en el gen CAST, citado en
una patente australiana, no muestra polimorfismo, hecho que confirma la obligacion de una validacion en nuestras razas.
Se estd analizando actualmente este dato. Los resultados analizados hasta el momento confirman los efectos positivos
de la mutacién Q204X en el gen GDF8 (miostatina) para las caracteristicas de la canal y muasculo del ganado Charolais
(Allais et al., 2010a). No se confirmé la relacién de los genes DGAT1 y TG con el contenido de grasa intramuscular
(Renand et al., 2007), aunque estos genes han sido patentados por laboratorios de investigacion extranjeros.

Los animales también fueron genotipados para polimorfismos de 3 nucleétidos (SNP) en el gen CAST y 4 SNPs en el gen
CAPN. Dos de estos marcadores, uno en cada gen, se pueden encontrar en los test genéticos comerciales australianos
0 americanos. Los fenotipos de terneza y dureza por cédula de Warner-Bratzler fueron evaluados por un panel sensorial
entrenado. Los resultados fueron claramente distintos para las tres razas estudiadas (Blonda de Aquitaine, Charolais o
Limousine), algunos marcadores tenian efectos significativos en los animales Charolais o Blonda de Aquitaine pero no en
las otras razas (Allais et al., 2010b). Esto indica que los efectos de los marcadores estudiados son especificos de raza.

En este tipo de investigacion, puede también ser importante trabajar con fenotipos mas simples como la expresion de
genes a nivel de la transcripcién de proteinas que juega un papel en la determinacion de un fenotipo complejo como la
terneza. Ain mas, el poder de las metodologias de la genémica ofrecen una esperanza para la deteccion de marcadores
“fisiologicos” que podrian ser utilizados en combinacién con y de forma complementaria a los marcadores genéticos
Estos marcadores fisiologicos estan también ayudando para comprender mejor el crecimiento muscular y la maduracidn.

UNA MEJOR COMPRENSION DE LA BIOLOGIA MUSCULAR

La estrategia desarrollada en la gendmica funcional consiste en |a identificacion de los genes o las proteinas que son
expresadas de forma diferente entre animales extremos sin un conocimiento previo de los procesos involucrados (para
revisiones sobre transcritémica y protedmica aplicadas al misculo y carne ver Hocquette et al., 2007b y Picard et al,
2010). El desarrollo de la genémica funcional ha provocado descubrimientos que pueden tener efecto para la industria
de la carne de vacuno a medio plazo.

Comparacién de la expresién génica entre diferentes tipos de misculo

Es aceptado que el principal factor para la variacion de la terneza de la carne de vacuno es el tipo de misculo en vez
de la raza o el tipo de animal. Un estudio sobre las diferencias entre dos tipos de carne de vacuno identificé ciertos
genes interesantes con relacion a la biologia del misculo, algunos de los cuales estéan relacionados con las propiedades
contractiles o metabolicas del musculo (Sudre et al., 2005).

Expresion génica con relacién al sistema de produccién

Se estudio en el INRA la influencia de dos sistemas diferentes de produccion {animales en pasto frente a ganado
alimentado con silo de maiz) sobre la expresion génica en dos misculos. Se clarificé que mientras el tipo de misculo
tiene un efecto considerable en la expresion génica, el efecto del sistema de produccién es menos claro. De cualquier
forma, se identificaron los marcadores para alimentacién con pasto (Cassar-Malek et al., 2009).
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Expresién génica durante el desarrollo

Un estudio (Sudre et al., 2003) permitié identificar 110 genes que se expresaban de forma diferente en musculo desde
los 110 dias post-concepcién hasta los 15 meses de edad (las funciones del 33 % de estos genes sigue sin conocerse).
Este trabajo confirma la importancia en bovino de los tres Ultimos meses de gestacion en la diferenciacion muscular.
Adicionalmente, se analiz el proteoma del misculo semitendinoso en cinco momentos cruciales del periodo fetal. Esto
permitio la identificacion de 245 proteinas cuya abundancia se modificaba en estos estadios (Chaze et al., 2008). Los
estadios més tempranos se caracterizan por proteinas con la proliferacion y apoptosis, mastrando que el balance entre
estos procesos juega un papel fundamental en el control del nimero de fibras. El ultimo trimestre se caracteriza por una
modificacién en las isoformas de las proteinas contractiles y metabdlicas, de acuerdo de la diferenciacion y modificacion
de las fibras en este periodo (Chaze et al., 2009a). Se estan desarrollando nuevos estudios utilizando herramientas
bioinformaticas para explorar las funciones biologicas de los genes identificados.

Perfiles de expresién de los genes relacionados con la infiltracién en misculo y carne

Muchas de las personas que trabajan en la industria de la carne de vacuno estén buscando genes capaces de identificar
animales con un gran potencial para acumular grasa intramuscular para poder producir carne infiltrada (i.e. rica en
lipidos), que es suave y sabrosa. Mientras que los consumidores en Europa aprecian carne sin grasa, en Asia se aprecia
la carne muy engrasada, la mejor conocida es la carne de Kobe. Los investigadores, partiendo de los resultados de los
estudios japoneses y australianos sobre las razas “Negra japonesa” y “Holstein”, han sido capaces de descubrir genes
asociados a la infiltracion grasa de la carne (Wang et al., 2005), y uno de estos (A-FABP correlacionado con una proteina
especifica de union de écidos grasos al adiposito) fue también identificado por los investigadores del INRA (Jurie et al.,
2007). Estos resultados pueden ayudar a la puesta en marcha de estrategias de produccion dirigidas a controlar el
desarrollo de grasa intramuscular en diferentes momentos del crecimiento del animal.

Perfiles de expresion de gen y proteina con relacién al potencial de crecimiento muscular

La hipertrofia muscular es particularmente interesante para la produccion de carne de vacuno y tiene un gran
impacto econémico porque permite que se produzca mas carne por animal. El aumento del desarrollo muscular esta
positivamente relacionado con la terneza de la carne, pero no con su sabor. Consecuentemente, los anélisis de genomica
funcional se llevaron a cabo en dos tipos de misculos de toros jévenes seleccionados por su diferencia en cuanto al
potencial de crecimiento muscular. El resultado fue que la seleccion en base a la velocidad de crecimiento reduce |a
actividad oxidativa de los musculos (Sudre et al., 2005). De igual forma, algunos genes relacionados con la estructura
muscular o la regulacion celular se expresan mas en toros con un bajo potencial de crecimiento (Sudre et al., 2005).
Mas recientemente, la sobre-expresion de 2/3 de genes asociados a la glicélisis se ha demostrado en los musculos
Longissimus thoracis decoros jovenes con una gran capacidad de crecimiento (Bernard et al. 2009). Mas atin, los niveles
de expresion de genes (FGF6, PLD2), que se sabe que estan relacionados con la hipertrofia muscular en roedores, han
sido relacionados con el incremento de masa muscular de toros jovenes, independientemente de la cantidad de grasa.

La investigacion también se ha desarrollado en los denominados animales de doble grupa que se caracterizan por
una masa muscular mayor y un bajo contenido de grasa en la canal y el midsculo, debido a la pérdida de la funcion
de mutacion del gen de la miostatina (un regulador negativo del misculo esquelético). Los estudios comparando La
transcriptasa muscular en animales de doble grupa y animales normales han subrayado el importante papel de los genes
involucrados en el crecimiento del tejido conectivo, metabolismo energético muscular y metabolismo lipidico muscular
(Cassar-Malek et al., 2007), y también en los procesos de apoptosis (Chelh et al., 2010). Queda por entender como la
expresion de estos genes afecta a la calidad de carne o controla la hipertrofia muscular.

El andlisis proteémico del musculo Semitendinosus del Ganado con hipertrofia muscular de animales de origen
monogénico (doble grupa) o poligénico (seleccionados por su potencial de crecimiento muscular) realizado por Bouley
et al (2005) estuvo de acuerdo con los resultados de la expresion génica. Como complemento, ellos demostraron que
el crecimiento muscular estaba asociado con el aumento de la abundancia de troponina T rapida (TnTf) que contiene el
exon 16y la disminucién de la abundancia de TnTf que contiene el exon 17.

La oveja Texel es también un interesante modelo de desarrollo muscular que afecta de forma distinta a los diferentes
tipos musculares. Los anélisis protedmicos a partir de 4 tipos musculares han demostrado que el incremento en la masa
muscular esta asociado con la expresion de las enzimas relacionadas al metaolismo energético. proteinas reguladoras
del estrés oxidativo, y transferian marcadora de la hipoxia (Hamelin et al., 2006). La responsable de este rasgo en la raza
Texel es una mutacion en el promotor de la miostatina. Esta mutacion especifica interfiere con la produccion de miostatina,
mediante la creacion de una diana falsa para el microRNA en la RNA transcriptasa que dirige su degradacion. Por tanto,
aunque el gen de la miostatina se expresa, el RNA esta danado la miostatina no puede sintetetizarse normalmente, de
este modo se produce la hipertrofia muscular (Clop et al., 2006). Este mecanismo es de hecho un ejemplo de proceso
cellular general conocido como “interferencia del RNA™.
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