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INTRODUCCION

El sindrome de la hipertrofia muscular bovina estd determinado por un gen autosémico
recesivo de penetrancia incompleta, que ha sido recientemente mapeado en el cromosoma 2
(Charlier y col., 1995}. Tres son los genotipos posibles: +/+, +/mh y mh/mh, que se corresponden
con los fenotipos normal, heterocigoto y culdn, respectivamente.

Esta presente en determinadas razas del oeste de Europa, entre ellas la Asturiana de los
Valles, en la que tradicionalmente se ha seleccionado a favor de este fenotipo. Esto se debe a que
los animales culones tienen hasta un 20% mas de musculo y un 50% menos de grasa en la canal,
un indice de conversién mas bajo y sobre todo que alcanzan un elevado precio de mercado (Hanset
y col., 1987; Goyache, 1995).

El gen mh, localizado en la raza Blanco Azul Belga, parece ser también el responsable de
la hipertrofia muscular de la raza Asturiana de los Valles (Dunner y col., 1997). Un trabajo realizado
con datos de ambas razas muestra gue el marcador mas préximo (el microsatélite TGLA-44) esta
situado a 3 cM del gen.

Sin embargo, esta distancia es todavia suficientemente elevada como para tener una
aplicacién practica en el genotipado individual. La posibilidad que ofrecen los RAPD's (Random
Amplified Polymorphic DNA, ADN Polimérfico Amplificado al Azar) para ser utilizados en “pools”
de ADN parece de interés para tratar de detectar genes mayores con un coste reducido.

Con este fin, se utilizan individualmente oligonucleétidos cortos (10 pares de bases) y al
azar para amplificar mediante PCR fragmentos de ADN, buscando marcadores de tipo RAPD's . Se
trata de una técnica répida y sencilla, que no requiere un conocimiento previo del genoma, y
sensible {detecta incluso mutaciones puntuales, especialmente sustituciones -Bowditch y col.,

1993-).

MATERIAL Y METODOS

Con la informacién del Libro Genealégico de la raza Asturiana de los Valles, se escogieron
10 animales no emparentados de cada una de las tres clases fenotipicas (normales, heterocigotos
y culones), de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas del propio animal y de sus
descendientes. Los individuos heterocigotos (que fenotipicamente son normales) se eligieron de
acuerdo con la segregacion del marcador méas proximo (microsatélite TGLA-44) y con el porcentaje
de culones que tienen en su descendencia.

El ADN se obtuvo a partir de muestras de sangre y semen.

Se establecieron 2 “pools” de 5 individuos cada uno por cada clase fenotipica con el fin de
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garantizar la repetibilidad de los resuitados. La concentracidon de ADN por “pool” fue de 25 ng/ul,
arazén de 5 ng/ul de ADN por individuo.
El protocolo utilizado para la PCR es una modificacién del inicialmente propuesto por
Williams y col. en 1990:
HotStart a 94°C durante 5 min.
Desnaturalizacién a 94°C durante 2 min.
Annealing a 36°C durante 1 min. 30 sec.

Extension a 72°C durante 2 min.
(3 primeros ciclos)

Desnaturalizacion a 94°C durante 20 sec.
Annealing a 36°C durante 40 sec.
Extensién a 72°C durante 2 min.
(42 ciclos siguientes)

Extension final a 72°C durante 5 min.

Los tiempos de desnaturalizacién y annealing de los ultimos 42 ciclos se han disminuido
ostensiblemente con relacidon al protocolo original, con lo que se acorta la duracién del programa
sin merma de la calidad de los patrones obtenidos. En las reacciones de amplificacion se utilizd la
Amplitag DNA Polymerase, Fragmento Stoffel (Perkin Elmer), al haberse comprobado sus mejores
resultados con esta técnica (Sobral y Honeycutt, 1993}.

Se han probado un total de 400 cebadores {Operon Technologies Inc.) sobre cada uno de
los “pools”. El anélisis de los patrones en cada una de las muestras dio lugar a un niumero de
bandas polimodrficas. Estos patrones fueron repetidos individualmente sobre todos los componentes

del “pool” a fin de comprobar si el polimorfismo se mantiene.

RESULTADOS
De los 400 cebadores utilizados, se seleccionaron aquéllos que dieron patrones polimérficos

entre las clases fenotipicas Normal-Culén del primer “pool”.

OPC-02 OPC-03 OPC-04

Patrones obtenidos con tres de los cebadores utilizados sobre cuatro
"pools” de Asturiana de los Valles, dos de individuos normales (N) y dos
de culones {C). Obsérvese que ambos “pools” de normales presentan una
banda més para el cebador OPC-02 y dos mas con el OPC-03.
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Los cebadores seleccionados se probaron sobre el segundo “pool”, tanto de normales como
de culones, a fin de garantizar la repetibilidad de los resultados y utilizar en las pruebas individuales
Unicamente aquéllos que mantuvieran el mismo patrén polimérfico en ambos “pools”.

En la tabla adjunta se detallan las caracteristicas de los patrones de algunos de los

cebadores elegidos.

BANDAS POLIMORFICAS TAMANO DE
CEBADOR BANDAS TOTALES NORMAL CULON BANDAS
OPB-18 4 0 2 500 y 680 pb.
OPC-02 4 1 0 1100 pb.
OPC-15 5 2 0 900 y 1100 pb.
OPD-02 6 1 0 230 pb.
OPF-10 3 1 0 790 pb.
OPH-07 8 0 1 390 pb.
OPI-14 4 1 0 700 pb.
OPI-16 3 0 1 550 pb.
OPI-20 2 0 1 1100 pb.
OPJ-14 4 1 0 1200 pb.

pb= pares de bases.
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