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INTRODUCCION

Las estrategias de asociacion entre genes candidatos y fenotipos de interes (Taylor
et al., 1998; Page et al., 2002) despiertan un creciente interés. La primera etapa de
esta estrategia consiste en la eleccion de los genes candidatos, bien por su papel en
rutas metabdlicas implicadas en procesos basicos de la expresion fenotipica, bien
por su ubicacién (candidatos posicionales) en QTLs previamente descritos. En una
segunda etapa se frata de identificar variabilidad en los genes candidatos
seleccionados, de manera que pueda aplicarse alguna prueba estadistica de
asociacion entre el polimorfismo detectado en los genes y los diferentes niveles de
expresion fenotipica (Cardon y Bell, 2001).

La identificacion de mutaciones de tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) es
una labor intensa para la que se pueden usar varios métodos. Todos se basan en la
comparacion de secuencias especificas de locus generadas a partir de cromosomas
distintos para determinar las diferencias puntuales (Marth et a/.,1999). La
informacion de la que se parte procede generalmente de secuencias localizadas en
bases de datos publicas correspondientes a los genes elegidos para la especie en
estudio o en su defecto para la especie humana o murina, pero también de
secuencias generadas en proyectos de ESTs (Expressed Sequence Tags o
marcadores codificantes) (Schultz et al., 2000).

La secuenciacion directa del fragmento producido por PCR perteneciente al gen
candidato es la forma mas sencilla de identificacion del SNP. Sin embargo, la
informacion con la que se disefian las regiones de estudio es a menudo escasa, los
fragmentos analizados son por lo tanto pequenos y se necesitan disefar y sintetizar
muchos cebadores distintos, contribuyendo todo ello a limitar este abordaje.

Existen estrategias de busqueda basadas en el llamado RRS o Reduced
Representation Shotgun utilizada para la identificacion de SNPs a gran escala en la
especie humana (Altshuler et al., 2000). Esta estrategia consiste en mezclar ADNs
de diferentes individuos genéticamente distantes y en construir genotecas de
plasmidos después de su digestion con enzimas de restriccion. La secuenciacion
siguiendo la estrategia de shotgun, genera pequefas moléculas solapantes al azar
que una vez alineadas permiten obtener una representacion reducida de estos
genomas para determinar las diferencias y por tanto los SNPs existentes.

Sin embargo, esta estrategia ignora que los genes elegidos son candidatos por estar
implicados en rutas metabdlicas de interés y por lo tanto es valida solamente en los
casos en los que el objetivo sea el de describir SNPs en el genoma de una especie.
El objetivo de esta presentacion es describir una estrategia rapida de busqueda de
polimorfismos del tipo SNP en genes candidatos elegidos por su posible influencia
sobre diversas caracteristicas de calidad de carne en ganado bovino. Estos trabajos
se desarrollan en el marco del proyecto europeo GeMQuai (QLRT-CT2000-0147,
www.gemaqual.org).
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MATERIAL Y METODOS

Material Biolégico. Se utiliz6 ADN extraido de muestras de sangre de terneros
pertenecientes a las razas Asturiana de Valles, Asturiana de Montafna, Pirenaica,
Avilefia, Limousine, Charolaise, Piedmontese, Marchigiana, Danish Red Cattle,
Holstein, Aberdeen-Angus, Hereford, Jersey, Highland y South-Devon. Un panel de
referencia constituido por dos individuos de cada raza sirvié para la localizacion de
los SNPs.

Amplificaciéon de fragmentos. A partir de la informacién disponible en la especie
humana o murina y su comparacién con la especie bovina (ARNm, ESTs), se
disefian cebadores localizados preferentemente en exones no contiguos para
incrementar la probabilidad de detectar polimorfismo. En la mayoria de los casos, al
ser los intrones muy largos, los fragmentos amplificados seran de 1 a 5 kb de
longitud. Esta operacion se realiza utilizando la polimerasa Long Range Expand
(Roche).

Digestion mediante enzimas de restriccion. Los fragmentos obtenidos se
someten a una digestion conjunta con Haelll, ScrFly Sau96] (incubando con 1U de
cada enzima durante 1h a 37°C).

Analisis SSCP. El producto digerido es desnaturalizado antes de su carga en geles
de acrilamida no desnaturalizantes y sometido a electroforesis (700 V durante 6-7h).
Estas condiciones permiten que al estar las moléculas en hebra simple, la migracién
dependa directamente de su secuencia, obteniéndose un patrén de bandas mas o
menos complejo, en doénde las diferencias nucleotidicas entre individuos se
reconoceran por la modificaciéon del patron de migracién.

Identificacion de polimorfismos. Los individuos que muestran un polimorfismo
(Figura 1) son secuenciados para identificar la/s mutacion/es que contienen. El
tamano de los fragmentos estudiados requiere el disefio de cebadores internos
sobre exones incluidos en el fragmento o sobre secuencia nueva generada, de
forma que permitan reconstruir la secuencia del fragmento original.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra la imagen de 3 amplicones distintos estudiados por esta
técnica RFLP-SSCP (lwahan et al., 1992) que pertenecen a un fragmento de 1,8 Kb
del gen CPE (Carboxypeptidase E) y 2 fragmentos de 1,5y 1,2 Kb del gen MYOZ
(Myozenin) respectivamente. Como se ve en la imagen, este analisis permite la
identificacion rapida del polimorfismo existente, siendo tan sélo necesario secuenciar
un individuo por cada patrén de migracion diferente observado. Esta estrategia
permitio la identificacién de 3 polimorfismos en el caso del gen CPE y otros 3
polimorfismos distintos en el del gen MYOZ. De este manera, aunando digestion de
secuencias largas con la migracion por SSCP de los fragmentos resultantes, se
pueden rastrear amplias regiones gendmicas con tan solo el conocimiento de parte
del ADN codificante, identificando un nuamero suficiente de SNPs que servira para
llevar a cabo la posible asociacion entre determinados genes y fenotipos.
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Figura 1- Muestra de un patron de bandas SSCP generado a partir de la digestion de 3
amplicones diferentes (CPEa, MYOZa y MYOZb). Cada calle es un animal distinto (1-8). Se
indican con flechas los patrones que muestran polimorfismo.
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