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RESUMEN

La miostatina es una molécula encargada de regular negativamente el crecimiento muscular; en el gen
GDF8 se han identificado polimorfismos que generan variantes menos funcionales que promueven
hiperplasia muscular. En la raza de ganado Piemontese la mutaciéon es ocasionada por una transicion de
guanina por adenina en la posicién 938 del exén 3 del gen, lo que genera una sustitucion del aminoacido
cisteina por tirosina en la posicion 313 de la proteina traducida (C313Y). El objetivo del presente estudio
fue estimar la frecuencia genotipica y génica de la mutacion C313Y del gen GDF8 en ganado Piemontese
de México mediante la técnica de PCR-RFLP. Para este estudio se genotificaron 166 bovinos raza
Piemontese pertenecientes a unidades de produccién ubicadas en el estado de Jalisco. Las frecuencias
genotipicas encontradas fueron 0.976 y 0.024 para los genotipos homocigotico mutante y heterocigético,
respectivamente. No se encontraron individuos con el genotipo homocigético silvestre. La frecuencia génica
del alelo mutante fue 0.988, lo cual confirma la alta frecuencia de la mutacién en los ejemplares de esta
raza. Este es el primer reporte donde se describe de manera preliminar la frecuencia de la mutacion C313Y
en poblaciones de ganado Piemontese en México.

Palabras clave: miostatina, PCR-RFLP, doble musculatura.

ABSTRACT

Myostatin is a molecule responsible for negatively regulating muscle growth. Polymorphisms have been
identified in the GDF8 gene that generate less functional variants that promote muscle hyperplasia. In the
Piemontese cattle breed, the mutation is caused by a guanine to adenine transition at position 938 of exon
3 of the gene, which generates a substitution of the amino acid cysteine for tyrosine at position 313 of the
translated protein (C313Y). The objective of the present study was to estimate the genotypic and gene
frequencies of the C313Y mutation of the GDF8 gene in Piedmontese cattle in Mexico using the PCR-RFLP
method. For this study, 166 Piedmontese cattle belonging to herds located in the state of Jalisco were
genotyped. The genotypic frequencies were 0.976 and 0.024 for the homozygous mutant and heterozygous
genotypes, respectively. No individuals with the wild homozygous genotype were found. The allelic
frequency of the mutant allele was 0.988, which confirms the high frequency of the mutation in this breed.
To date, this is the first report where the frequency of the C313Y mutation is preliminarily described in
populations of Piemontese cattle in Mexico.

Keywords: myostatin, PCR, double muscled.
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INTRODUCCION

El ganado Piemontese es una raza de bovino originaria de Italia, especializada en la
produccion de carne caracterizada por presentar una condicion de hipertrofia muscular,
comunmente conocida como “doble musculatura” (Moioli et al., 2004). Esta condicion es
ocasionada por una mutacion en el gen GDF8 (Factor de crecimiento y diferenciacion 8)
también conocido como gen de la miostatina (MSTN) (Bongiorni et al., 2016). Mutaciones
en el gen MSTN se han descrito en distintas especies como cabras, ovejas, cerdos,
equinos, perros, ratas, humanos (Schuelke et al., 2004; Saunders et al., 2006; Francois
et al., 2016; Gu et al., 2016; Nisztuk et al., 2018; Grochowska et al., 2019; Li et al., 2020;
Bi et al., 2021; Pira et al., 2021) y en diferentes razas de ganado bovino (Hales et al.,
2020; Haruna et al., 2020; Gaina & Amalo 2022; Meyermans et al., 2022). La miostatina
es una molécula encargada de regular negativamente el crecimiento muscular, la cual se
activa a través de una serie de modificaciones postraduccionales que inician la via de
sefalizacion de diversos factores de transcripcion Smad (Smads, Smad 2, Smad 3), los
cuales regulan la expresion de genes miogénicos especificos. La unién de la proteina
con su receptor ademas inhibe la actividad de la proteina cinasa B, molécula que favorece
la proliferacion de las células musculares (Aiello et al., 2018). La mutacién en la raza de
ganado Piemontese es ocasionada por una transicion de una guanina por adenina en la
posicion 938 del exdn 3 del gen (Kambadur et al., 1997), lo que genera una sustituciéon
del aminoacido cisteina por tirosina en la posicién 313 de la proteina traducida (C313Y),
por lo que esta sustituciéon elimina uno de los cuatro enlaces disulfuro entre los residuos
313-374 del nudo de cisteina (Bongiorni et al., 2016). La ausencia de la cisteina resulta
en una pérdida completa o casi completa de la funcion de la proteina, segun se ha
observado en cultivos celulares de mioblastos en crecimiento (Berry et al., 2002). Algunos
estudios han reportado una alta frecuencia del alelo mutante (mh) en diferentes
poblaciones de ganado Piemontese, no obstante, persisten algunos animales portadores
del alelo silvestre (+) en condiciones de heterocigosis y homocigosis (Bongioni et al.,
2003; Albera, 2005; Pozzi et al., 2009). El alelo mutante en el ganado Piemontese ha sido
asociado con algunas caracteristicas organolépticas como mayor suavidad o terneza en
la carne, mayor facilidad de fragmentacion, asi como menor contenido de hueso, tejido
conectivo y grasa en la carne (Wheeler et al., 2001), por lo que estas caracteristicas y la
alta frecuencia de este alelo facilitan realizar un proceso de seleccion asistida a favor de
esta mutacion a través del uso de técnicas de biotecnologia como la reaccidén en cadena
de la polimerasa mediante fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (PCR-RFLP),
asimismo, por medio de esta técnica es posible amplificar un fragmento de ADN que
contiene la mutacion e identificar a los animales portadores (Di Stasio & Rolando, 2005).
El objetivo del presente estudio fue estimar la frecuencia genotipica y génica de la
mutacion C313Y del gen GDF8 en ganado Piemontese de México mediante la técnica de
PCR-RFLP.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

El trabajo se efectud en las instalaciones del Instituto de Biotecnologia Animal, del
Departamento de Produccion Animal, de la Division de Ciencias Veterinarias, del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.
El estudio fue aprobado por el Reglamento Interno de Bioética del Centro Universitario
de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias, Universidad de Guadalajara, México
(Aprobacion No. CC/NN11-12/00/2012).

Poblaciones y muestreo

Para este estudio se incluyeron 166 bovinos pertenecientes a unidades de produccion
agremiadas a la Asociacion Mexicana de Criadores de Razas ltalianas, ubicadas en el
estado de Jalisco. Se colectaron aproximadamente 3 ml de sangre periférica de cada
animal en tubos vacutainer® con EDTA, previa desinfeccién del area anatomica
respectiva; se extrajo la muestra por medio de puncién en la vena caudal, se identificd
cada tubo y se mantuvieron en refrigeracion durante su transporte al laboratorio.

Obtencion de ADN y genotipificacion

Para la extraccion del ADN se utilizé un kit universal (Quick-DNA; Zymo Research). Para
la amplificacion del fragmento que contiene la mutacion C313Y se utilizaron los primers
F-CCAATTACTGCTCTGGAGGAT- y R-GGAGACATCTTTGTAGGAGTACAGC-
descritos por Di Stasio & Rolando (2005), los cuales amplifican un fragmento de 124 pb.
Para realizar las pruebas de PCR se utilizé un kit (DreamTaq; Thermo Scientific) con un
volumen de reaccion de 20 pl, contenia ~100 ng de lisado de DNA sanguineo, 2 ul de
buffer de PCR 1 x con 20 mM MgClz, 1 pl de 10 mM dNTP mix, 0.5 pul de DNA polimerasa,
5 pmol de ambos primers y el volumen restante de agua bidestilada. La amplificacion del
fragmento del gen GDF8 fue realizada en un termociclador (TC-5000; Techne) con el
siguiente programa de PCR: desnaturalizacion inicial por 5 mins a 95°C, seguido de 35
ciclos de 94°C por 30 s, 54°C por 30 s, 72°C por 30 s, y una extension final a 72°C por 5
mins. Posterior a la amplificacion se utilizé la enzima de restriccion BtsC/ de acuerdo con
el protocolo recomendado por el fabricante (New England Biolabs). El fragmento digerido
fue analizado por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 4 % tefiido con un
agente intercalante (GelRed; Biotium) y visualizado bajo luz ultravioleta.

Estimacion de frecuencias genotipicas y génicas para cada alelo
La estimacion de frecuencias genotipicas y génicas para cada alelo se realizé mediante
la aplicacion del método de conteo directo descrito por Nei (1987).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la técnica de PCR-RFLP fue posible genotipificar a los 166 animales
muestreados. Los bovinos homocigoticos (mh/mh) para la mutacion mostraron la
presencia de una banda sin digerir correspondiente a un tamafo de 124 pb. En los
animales heterocigéticos (+/mh), los fragmentos resultantes posteriores a la digestion
enzimatica fueron de 24 pb y 100 pb para el alelo silvestre y un fragmento sin digerir de
124 pb para el alelo mutante. En el estudio no se encontraron animales con el genotipo
homocigdtico silvestre (+/+), solamente en las muestras control, las cuales mostraron
fragmentos de 24 pb y 100 pb (Figura 1). Las frecuencias genotipicas y génicas se
presentan en la Tabla 1.

Muestras Control Muestras Estudio
M +/+ mh/mh +/mh W  mh/mh mh/mh mh/mh mh/mh mh/mh mh/mh mh/mh

124pb
100pb ~ 490

75

50
24pb <25

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de PCR-RFLP de la variante C313Y del gen de la
miostatina de bovinos Piemontese. +/+: homocigético silvestre; mh/mh: homocigotico mutante; +/mh:
heterocigotico; M: marcador molecular (25 pb, Thermo Fisher Scientific); W: blanco de reaccion. Las flechas
indican los tamafios de los fragmentos de restriccion.
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas y génicas de la mutacion C313Y del gen GDF8

Genotipo No. de Frecuencia Alelos Frecuencia
animales genotipica génica
mhimh 162 0.976 mh 0.988
mhl+ 4 0.024 + 0.012
+/+ 0 0
Total 166

Las frecuencias genotipicas aqui encontradas fueron 0.976 y 0.024 para los homocigético
mutante (mh/mh) y heterocigético (mh/+), respectivamente, mientras que el genotipo
homocigdtico silvestre (+/+) estuvo ausente. Estos resultados son consistentes con lo
reportado por Bongioni (2003) y Albera (2005) en poblaciones de bovinos en ltalia, donde
encontraron frecuencias de 0.972 y 0.960 para el genotipo homocigético mutante y
frecuencias de 0.027 y 0.039 para el genotipo heterocigético, respectivamente; en ambos
estudios no se encontraron animales homocigéticos silvestres. Lo anterior es posible
como resultado de una constante presion de seleccion que se ha dado en estas
poblaciones, en donde han excluido a todos los animales que no posean cuando menos
un alelo de la mutacién. En otro estudio, realizado por Pozzi et al. (2009) se
genotipificaron muestras de carne de bovinos Piemontese procedentes de expendios con
certificacién de origen por COALVI (Consorzio di tutela della Razza Piemontese), de las
cuales se encontraron las frecuencias de 0.942, 0.048 y 0.01 para los genotipos
homocigético mutante, heterocigético y homocigético silvestre, respectivamente; o que
refleja que, si bien la frecuencia génica de la mutacién es alta, al igual que lo encontrado
en este estudio (0.988), aun hay presencia del alelo silvestre (0.012). Esto puede deberse
a que los animales heterocigéticos muestran también el fenotipo de la “doble
musculatura”, situacion que dificulta su discriminacién bajo criterios de seleccién
fenotipica/morfométrica, lo que genera que existan animales que poseen la hiperplasia
muscular pero que a su vez tienen un 50% de probabilidad de heredar la variante silvestre
a su progenie. Por ello, actualmente las asociaciones de criadores en distintos paises
como la Asociacion de Piemontese de los Estados Unidos (PAUS), la Asociacion
Norteamericana de Piemontese (NAPA) y la Asociacion Nacional de Criadores de la Raza
Bovina Piemontese (ANABORAPI) de Italia, realizan estudios de genotipificacion a todos
los animales cuyo registro sea solicitado, en los libros genealdgicos de la raza y se
excluye del registro a los animales no homocigotos a la mutacién, esto con el propdsito
de fijar la mutacion en todos los ejemplares. Por lo anterior, es importante realizar la
genotipificacion de manera obligatoria en cada animal que sera inscrito en los libros
genealodgicos de las asociaciones de criadores, con el fin de formar poblaciones de la
raza Piemontese completamente homogéneas al polimorfismo C313Y, con un 100% de
probabilidades de heredar la mutacion a su descendencia. Previo a este estudio, no
existen reportes que describan la frecuencia de la mutacién en poblaciones de ganado
Piemontese en México, aunque la Asociacion de Criadores de Razas Italianas de México
no considera obligatorio el genotipado de los animales que seran inscritos en su libro
genealdgico, la alta frecuencia de la mutacion encontrada en el presente estudio, puede
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ser el resultado del uso de material genético (semen o embriones) importado de paises
en donde si se realicen las pruebas de genotipificacion para identificar la mutacién y
realizar seleccion asistida a favor de ésta. La técnica de PCR-RFLP representa una
metodologia confiable, rapida, econédmica y de facil acceso que contribuiria a la
identificacion de animales homocigotos o heterocigotos con doble musculatura en una
etapa temprana de la vida, lo que podria ser de utilidad a los criadores para planificar los
empadres de sus hatos con base en la inclusion de las pruebas para la genotificacién de
la mutacion C313Y (Wakchaure et al., 2015).

CONCLUSIONES

En el presente estudio fue posible genotipificar a los 166 bovinos Piemontese incluidos
mediante la técnica de PCR-RFLP. Las frecuencias genotipicas encontradas fueron 0.976
y 0.024 para los genotipos homocigético mutante y heterocigético, respectivamente. No
se encontraron animales con el genotipo homocigdtico silvestre. La frecuencia génica del
alelo mutante fue 0.988, lo cual indica la alta frecuencia de la mutacién en los ejemplares
de la raza. Este es el primer reporte donde se describe, de manera preliminar, la
frecuencia del marcador molecular C313Y en poblaciones de ganado bovino Piemontese
en México.
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