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Frecuencia del alelo Q204X del gen miostatina, en hatos de
ganado Charolais de la region noreste de Mexico

Frequency of the myostatin Q204X allele in Charolais breed beef
cattle from northeast Mexico
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RESUMEN

En el presente trabajo se determind la frecuencia del alelo Q204X del gen miostatina (MSTN) en individuos de cuatro hatos
de la raza Charolais del noreste de México. En el total de la poblacién (n=289) se encontraron 15 portadores del alelo
Q204X, mostrando frecuencias genotipicas y alélicas de 5.2 y 2.6 %, respectivamente. No se encontré ninguna diferencia
(P=0.05) entre el nimero de individuos portadores en los hatos estudiados. Sin embargo, al menos dos de los hatos
presentaron un porcentaje de portadores arriba del 8 %. Se determind que el alelo esta en equilibrio Hardy-Weinberg en
los hatos estudiados. El establecimiento de la presencia del alelo Q204X en el gen MSTN del ganado Charolais, abre la
posibilidad de implementar estrategias experimentales enfocadas a determinar su papel y uso potencial en la seleccién de
animales con mayor mérito genético.

PALABRAS CLAVE: Miostatina, Marcadores genéticos, Bovinos de carne, Doble musculatura, Polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs).

ABSTRACT

Frequency of the myostatin Q204X allele in Charolais cattle herds in northeast Mexico was determined by sampling 289
animals from four herds. Each herd had allele carriers, with a total of 15 carriers identified, and overall genotypic
frequency of 5.2 % and allelic frequency of 2.6 %. The number of carriers per herd was not significantly different (P=0.05)
between herds, although two herds had more than 8 % carriers. The allele was in Hardy-Weinberg equilibrium within the
studied herds. Evaluation of genes that affect quantitative traits, such as the myostatin Q204X allele, is vital to determining
their role and potential applications in breeding strategies.

KEY WORDS: Myostatin, Genetic markers, Beef cattle, Double-muscling, Single nucleotide polymorphisms (SNPs).

La raza Charolais es altamente apreciada en México
por sus caracteristicas de crecimiento y
muscularidad, lo que le confiere ventajas
econdmicas al producir mayor cantidad de carne
por animal(1), Estas caracteristicas se han logrado
por el proceso de seleccién, principalmente
fenotipica, a la cual se ha sometido esta raza.

The Charolais breed is highly prized in Mexico for
its growth characteristics and muscularity, which
result in greater meat production per animal and
consequent economic advantages(l). These positive
aspects have been developed through the selection
process, mainly phenotypic, implemented in this
breed.
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Actualmente, la aplicacion de la genética molecular
en la identificacion de regiones gendmicas (loci) y
genes que afectan caracteristicas de importancia
productiva, ofrece la oportunidad de acelerar el
proceso de seleccion y mejoramiento genético, por
medio de la identificacion de aquellos individuos
portadores de los genotipos deseables segun el
objetivo de crianza.

El gen de la miostatina (MSTN) es un regulador
extracelular negativo, que se expresa durante el
desarrollo del musculo y en el tejido esquelético
del animal adulto(2:3,4). Estudios genético-
moleculares han demostrado que en razas europeas
la doble musculatura es ocasionada por al menos
seis mutaciones (alelos mh mutados) presentes en
los exones Il y Il de MSTN®). En el caso
especifico de la raza Charolais, el gen lleva una
mutacién (transicion C=T) en el exo6n IlI,
denominada alelo Q204X, que provoca la pérdida
de funcion de la proteina(6.7).

La manifestacién fenotipica de los animales
homocigéticos para los alelos mh mutados, es la
doble musculatura, que ademas, se asocia con la
disminucién de grasa de otros 6rganos, reducida
fertilidad de la hembra, susceptibilidad a
enfermedades de vias respiratorias, y alta incidencia
de distocia(®). Sin embargo, los animales presentan
canales m&s magras cuando se les compara con
animales sin esta condicion, asi como también
mayor conversion alimenticia(®:10,11) |o cual ha
propiciado que este fenotipo se seleccione a favor
0 en contra, dependiendo de los objetivos y
estrategias de manejo de los hatos(8). También se
ha observado que en animales heterocigotos se
incrementa el ojo de la chuleta y la suavidad de la
carne, sin detrimento de la ganancia economica
por concepto de problemas distocicos(8:11).

Desde su introduccion a América y especificamente
a México, la raza Charolais se ha sometido a una
serie de estrategias de mejoramiento genético que
han permitido su adaptacion, tanto a las diferentes
regiones agro ecologicas, asi como para los fines
productivos especificados por los productores(1).
Por los problemas de distocia ocasionados por la
doble musculatura, una practica comin entre los
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Use of molecular genetics in identification of
genomic regions (loci) and genes that affect
important production characteristics provides the
opportunity to accelerate the selection and genetic
improvement process through identification of
carriers with desirable genotypes, based on the
breeding objective.

The myostatin gene (MSTN) is a negative
extracellular regulator that expresses during
development of muscle and skeletal tissue in adult
animals(2.3,4). Molecular research has shown that
double-muscling in European breeds is caused by
at least six mutations (mh mutated alleles) in MSTN
exons Il and 110). A mutation (C=T transition)
in exon Il is present in Charolais MSTN gene,
called the Q204X allele, that causes loss of the
protein function(6.7).

The phenotypic manifestation of mh mutated alleles
in homozygotic animals is double-muscling. This
condition is associated with decreased fat in other
organs, reduced female fertility, susceptibility to
respiratory diseases and high dystocia incidence(®),
but also leads to animals with leaner carcasses and
better feed conversion than animals without double-
muscling(®:10,11) | Given these characteristics, this
phenotype is selected for or against depending on
herd management objectives and strategies(®). In
heterozygotic animals, this phenotype produce an
increase in rib-eye area and meat tenderness without
dystocial problems negatively affecting profits(8:11).

Since its introduction to the Americas, and
particularly Mexico, the Charolais breed has been
subjected to different genetic improvement strategies
allowing its adaptation to different agroecological
regions and also to producers’ specific production
objectives(1). Due to dystocial problems caused by
double-muscling, this phenotype is commonly
selected against. Increasing use of artificial
insemination and embryo transfer programs,
however, makes further study of the MSTN
genotypes expressed in Mexican herds more urgent.
This would generate data on the genetic constitution
of individuals and contribute to planning genetic
improvement strategies in this breed. The present
study objective was to determine myostatin Q204X
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productores es la seleccion en contra de este
fenotipo. Sin embargo, debido a que en los ultimos
aflos se han incrementado los programas de
inseminacion artificial y transferencia de embriones,
se hace de particular interés conocer los genotipos
que presenta el gen MSTN en hatos de ganado
establecidos en el pais, para generar informacion
sobre la constitucién genética de los individuos y
contribuir en el planteamiento de estrategias de
mejoramiento genético en esta raza. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la frecuencia del
alelo Q204X en individuos de la raza Charolais en
cuatro hatos del noreste de México.

Se utilizaron muestras de sangre de 289 animales
de registro, localizados en cuatro hatos de los
estados de Nuevo Leo6n, Tamaulipas y Veracruz.
En estos hatos se utiliza semen importado de varios
paises, entre ellos Francia e Irlanda, donde se ha
seleccionado para producir animales con doble
musculatura  (Cuadro 1). En los hatos 1, 2 y 3
la muestra de sangre se tomé de hembras, crias y
sementales, y en el hato 4 se muestrearon 70 vacas
prefiadas y un semental.

El aislamiento del ADN de las muestras de sangre
se hizo utilizando la técnica de precipitacion con
sales(12). La presencia del alelo Q204X se evalu6
en cada individuo aplicando un ensayo de
discriminacion alélica. Esta metodologia detecta
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y se
realizd con un ensayo fluorogénico de nucleasa
57(13), Este ensayo involucrd realizar la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) en presencia de
dos sondas marcadas con dos fluoréforos diferentes
(FAM y VIC). Al término de la reaccion se
cuantifico la sefal fluorescente, y al obtener un

allele frequency in Charolais breed individuals in
four herds in northeast Mexico.

Blood samples were taken from 289 registered
animals in four herds located in Nuevo Leon,
Tamaulipas and Veracruz, Mexico. The semen used
in these herds is imported from countries such as
France and Ireland, where double-muscling is
selected for (Table 1). In herds 1, 2 and 3, samples
were taken from cows, calves and bulls, and in
herd 4 from 70 cows and one bull.

Isolation of blood sample DNA was done with the
salt precipitation technique(12). An allelic
discrimination assay was done of each individual
to determine the presence of the Q204X allele.
This methodology detects single nucleotide
polymorphisms (SNPs) and was done with a 5’
nuclease fluorogenic assay(13) using PCR with two
probes, each marked with a different fluorophore
(FAM and VIC). The fluorescent signal was
quantified after the reaction: a substantial increase
in the FAM fluorophore indicated a Q204X allele
homozygote; an increase in the VIC fluorophore
indicated a normal allele homozygote; and
fluorescence of both fluorophores indicated a
heterozygote.

The assays were done with synthetic primers and
probes (Applied Biosystems), 96-well optic plates
and a ABI Prism 7000 Sequence Detection System.
Analysis was done with 250 ng DNA, 12.5 ml
Tagman PCR master mix (Applied Biosystems),
and 0.625 ml probe/primer mix (Assay SNP mix)
under the following conditions: cycles of 2 min at
50 °C and 10 min at 95 °C, followed by 40 two-
step cycles of 15 sec at 92 °C and 1 min at 60 °C.

Cuadro 1.- Hatos de ganado Charolais utilizadas para determinar la presencia del alelo Q204X

Table 1.- Charolais cattle herds used to determine the myostatin Q204X allele

Herd n State Region/climate Origin of genetic material
1 95 Tamaulipas Arid-semiarid/semidry-dry USA, France

2 80 Nuevo Ledn Arid-semiarid/semiarid-humid France, England, Ireland
3 43 Veracruz Tropical-wet/tropical Mexico

4 71 Nuevo Ledn Arid-semiarid/subhumid France
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incremento sustancial sélo del fluor6foro FAM, se
determind que se trataba de un homocigoto para el
alelo Q204X, mientras que el incremento del
fluoréforo VIC reveld un homocigoto para el alelo
normal. Fluorescencia de ambos fluoréforos, se
determind la presencia de heterocigotos.

Se utilizaron iniciadores y sondas sintetizadas en la
compafiia Applied Biosystems, y para los ensayos
se utilizaron placas dpticas de 96 pozos utilizando
el equipo ABI Prism 7000 Sequence Detection
System, en las siguientes condiciones: un ciclo de
2 min a 50 °C y 10 min a 95 °C, seguido de 40
ciclos de dos pasos 15 seg a 92 °C y 1 min a 60
°C. Se utilizaron 250 ng ADN, 12.5ml of Tagman
PCR master mix (Applied Biosystems), y 0.625 ml
de la mezcla de sondas e iniciadores (Assay SNP
mix). El analisis de cada genotipo fue llevado a
cabo utilizando el paguete computacional ABI Prism
7000 Sequence Detection System; ademaés, cada
muestra fue verificada mediante anélisis visual con
el fin de eliminar falsos positivos. Después de
asignar el genotipo de cada uno de los animales, se
calcularon las frecuencias de portadores y
genotipicas en la poblacion total asi como en cada
hato evaluado.

Se realiz6 un andlisis de contingencia de Ji cuadrada
para determinar la independencia de la presencia
del gen Q204X entre hatos(14). Los datos
genotipicos se agruparon en una matriz donde se
asigné de manera arbitraria un numero de tres
digitos para cada tipo de alelo. Se utiliz6 el
programa Genetix 4.02(15) para realizar la prueba
del equilibrio de Hardy-Weinberg (con base en el
célculo de F)g sobre 1000 permutaciones), Con
este analisis se obtiene una distribucion del
estimador bajo la hipotesis nula (Ho) de que si Fig
=0, indica que la poblacion se encuentra en
equilibrio pues HO = HE. Con los valores
obtenidos, se infieren la posibles causas de
desequilibrio, si Fjg = 0 puede deberse a déficit
de heterocigotos; si Fjg << 0 se debe a un exceso
de heterocigotos.

En este estudio se encontré que de los 289 animales
muestreados, 15 fueron portadores para el alelo
Q204X del gen MSTN, dando una frecuencia del
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Analysis of each genotype was done with the ABI
Prism 7000 Sequence Detection System program,
and each sample was visually analyzed to eliminate
any false positives. Once each animal was assigned
a genotype, and carriers and genotype frequencies
were calculated by herd and experimental
population.

A chi-squared contingency analysis was done to
determine the independence of Q204X allele
presence among the herds(14). Genotype data were
grouped in a matrix in which each allele type was
randomly assigned a three-digit number. The Hardy-
Weinberg equilibrium test, based on an Fg
calculation with 1000 permutations, was determined
using the Genetix 4.02 software(15). This produced
a distribution for the estimator under the null
hypothesis (Ho) of: if Fjg = 0 the population is in
equilibrium, since HO = HE. The resulting values
were used to infer possible causes of Hardy-
Weinberg equilibrium deviations: an Fjg = 0 may
be caused by a heterozygote deficit; and an F|g
<< 0 from a heterozygote surplus.

Of the 289 sampled animals, 15 were found to be
MTSN gene Q204X allele carriers, with an overall
population genotype frequency of 5.2 % and an
allele frequency of 2.6 %. No homozygotic animals
were identified for this allele (Table 2). A
comparison of carriers frequency by herd produced
no significant differences (P=0.05), although herds

Cuadro 2.- Frecuencias genotipicas y alélicas de la
mutacién Q204X del gen miostatina en ganado Charolais

Table 2.- Genotype and allele frequencies of myostatin
Q204X allele in Charolais breed (%)

Genotype Allele
Herd n frequency frequency
AA AB BB A B
1 95 21 979 2.0 98.0
2 80 88 912 44 95.6
3 43 9.3 907 4.7 95.3
4 71 28 972 1.4 98.6
Total 289 52 948 2.6 97.4

A: Q204X allele, B: Normal allele
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5.2 % y una frecuencia del alelo en la poblacion
de 2.6 %. No se encontraron animales
homocigoticos para este alelo (Cuadro 2). Al
hacer una comparacién de la frecuencia de
portadores por hato, no se encontré ninguna
diferencia (P=0.05), pero se pudo observar que
los hatos 2 y 3 tienen porcentajes de portadores
arriba del 8 %. Esto puede ser debido a que en
el hato 2 se introdujo material genético de Europa
y aunque en el hato 3 se utiliz6 material de
México, éste puede provenir de ganaderias que
utilizan material genético de lineas europeas
(Cuadro 1).

La prueba de F)g para evaluar el equilibrio
Hardy-Weinberg, permitio observar que el alelo
esta en equilibrio en cada hato, asi como en la
poblacién total (P=0.00). Este resultado es
importante desde el punto de vista poblacional y
de manejo, ya que aungue no estd debidamente
documentado, una practica comdn entre los
productores es eliminar de los hatos a aquellos
animales con fenotipo de doble musculatura. Se
ha reportado que los animales heterocigotos para
los alelos mh son por lo general més grandes
que los animales homocigoticos para los alelos
normales(5:8); puesto que en el estudio todos los
individuos portadores son heterocigotos, el alelo
Q204X se ha mantenido en equilibrio en la
poblacion estudiada, por medio de la seleccion
fenotipica al azar de individuos heterocigotos para
el alelo, ya que se esperaria que estos sean
superiores en musculatura que sus contrapartes
normales, pero sin llegar a presentar el fenotipo
caracteristico de la doble musculatura.

Ocho de los quince portadores del alelo Q204X
fueron vacas; este resultado es importante ya
que se ha demostrado que las hembras con de
alelos mh en forma heterocigética tienen menores
dificultades de parto (distocia), aln cuando la
cria sea homocigotica para los alelos mh mutados,
evitando las pérdidas econdémicas que se generan
por la presencia de este evento(8).

En los hatos 1 y 2 se logrd establecer la
genealogia en tres de las crias portadoras del
alelo Q204X; en dos de ellas el alelo fue heredado
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2 and 3 had carriers percentages greater than 8%.
In herd 2, this higher percentage may have resulted
from introduction of genetic material from Europe,
and in herd 3, in which material from Mexico is
used; this material may have come from ranches
that use European line genetic material (Table 1).

The F|g results showed that the allele is in Hardy-
Weinberg equilibrium in each studied herd, as well
as in the overall population (P=0.00). From a
population and management point of view this is
important since a common (though inadequately
documented) practice among producers is to
eliminate animals with the double-muscling
phenotype from herds. Animals heterozygotic for
mh alleles have been reported to be generally larger
than those homozygotic for normal alleles(5.8).
Given that all the individual carriers in the present
study were heterozygotes, the Q204X allele has
apparently remained in equilibrium in the studied
population via random phenotypic selection of
heterozygotic individuals. These can be expected
to be more muscled than their normal counterparts,
though they will not manifest the characteristic
double-muscling phenotype.

Eight of the fifteen Q204X allele carriers were
cows. This is important in reproduction since cows
heterozygotic for mh alleles have fewer problems
birthing (i.e. dystocia), even when the calf is
homozygotic for the mh mutated alleles, thus
avoiding potential financial losses caused by this
event(8).

Genealogies were established for three of the calves
carrying the Q204X allele in herds 2 and 3. Two
of these calves inherited it from the mother and in
the third both parents were heterozygotic carriers.
Genealogical records would prove extremely useful
in this case since they establish the philial
relationships of animals in a population, allowing
reproductive planning to avoid homozygocity for
undesirable genes or to increase the frequency of
desired genes. In the Charolais breed, for example,
increased Q204X allele frequency can improve
growth and carcass characteristics. Genealogical
control of a population also allows planning of the
desired level of consanguinity within a herd.
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por la madre y en la tercera ambos padres son
portadores del alelo en forma heterocigotica. En
este punto es relevante resaltar las ventajas de
contar con registros genealdgicos, ya que estos
permiten establecer las relaciones filiales de los
animales en la poblacion, lo cual es Util para
hacer apareamientos planeados para evitar la
presencia homocigdtica de un gen indeseable o
incrementar la frecuencia de genes deseables,
como en el caso de la raza Charolais, donde se
puede mejorar las caracteristicas de crecimiento
y de canal al incrementar la frecuencia del alelo
Q204X. Otra de las ventajas que se tiene al
conocer el pedigri de la poblacion, es que se puede
planear el grado de consanguinidad deseado dentro
del hato sin el detrimento dado por elevada
consanguinidad.

Existen pocos estudios poblacionales evaluando la
frecuencia del alelo Q204X de MSTN. Dvorak et
al.(16), reportaron una frecuencia de 0.012 y 0.1,
respectivamente en dos hatos de ganado Charolais
de paises de Europa del este; en otro estudio(17),
encuentran una frecuencia de 0.6 de un haplotipo
del gen miostatina que incluye la presencia de la
mutacion Q204X. Sin embargo, en estos trabajos
no se evalla el impacto del alelo Q204X desde el
punto de vista productivo.

La evaluacién del alelo Q204X en hatos mexicanos
permitira establecer el manejo de su presencia, y
enfocar estrategias para aprovechar las ventajas que
ofrece la presencia de doble musculatura en razas
como la Charolais. En paises en los que se ha
avanzado en la aplicacion de la biotecnologia
animal, la evaluacion con marcadores genéticos
empieza a ser un requisito para la inclusién de
animales en pruebas de desempefio para
caracteristicas como calidad de carne. En México,
los analisis moleculares pueden servir para generar
informacion que permitan establecer como cada
forma alélica de los genes de interés productivo
(como es el caso del gen MSTN) se ha ido
diseminando entre los hatos de acuerdo al manejo
fenotipico y empirico, con este tipo de pruebas se
pueden hacer disefios experimentales enfocados a
evaluar el papel que puede estar jugando el gen en
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Very few populational studies include evaluation
of the MSTN gene Q204X allele frequency. Dvorak
et al.(16) reported frequencies of 0.012 and 0.1 in
two Charolais herds in Eastern European countries,
while another study includes a frequency of 0.6
for a myostatin gene haplotype with the Q204X
mutation. Neither of these studies, however,
includes an evaluation of the Q204X allele’s impact
on production parameters.

Evaluation of the Q204X allele in Mexican herds
will help in establishing practices to manage its
presence and in developing strategies to exploit the
advantages offered by double-muscling in breeds
such as Charolais. Countries with advanced animal
biotechnology capabilities have begun to require
genetic marker evaluation before animals can be
included in performance trials, such as meat quality.
Use of molecular analysis in Mexico could generate
data to establish how each allelic form of gene
associated with productive traits (as is the case
with the MSTN gene) have disseminated among
herds in response to phenotypic and empirical
management. This type of test can be used in
experimental designs focused on evaluating the role
played by a gene in generating productive
characteristics such as meat quality.

This is the first evaluation of the MSTN gene in
Mexican herds. Further research is needed on this
gene that includes productive data to establish the
association between it and important economic
parameters such as dystocial birth frequency, birth,
weaning and market weights and carcass
characteristics.

In conclusion, the myostatin gene Q204X allele
was identified in registered Charolais breed herds
in northeast Mexico. Carriers (genotype) frequency
was 5.2 % and allele frequency was 2.6 % in the
four studied herds. Carriers frequency was higher
than 8 % in some herds, suggesting that care must
be taken when mating these animals to prevent
double-muscling in calves. This type of research,
in addition to genealogical and production records,
is needed to understand the relationship between
this gene type and important economic
characteristics.
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la obtencidn de caracteristicas productivas como lo
es la calidad de carne.

Cabe mencionar que este es el primer trabajo en el
que se evalua el gen MSTN en hatos mexicanos,
y se requiere continuar con esta linea de
investigacion adicionando datos productivos para
establecer la asociacion de este gen con
caracteristicas econmicamente importantes, como
la frecuencia de partos distocicos, pesos al
nacimiento, al destete y al mercado, asi como con
caracteristicas de canal.

Se concluye que se encontr6 la presencia del alelo
Q204X del gen de la miostatina en hatos de registro
de la raza Charolais en el noreste de México. La
frecuencia animales portadores fue de 5.2 % y del
alelo en los cuatro hatos fue del 2.6 %. Se observo
que en algunos hatos la frecuencia de portadores
es arriba del 8 %, por lo que se debe tener cuidado
con estos animales en la planeaciéon de
apareamientos para evitar la presencia de becerros
con doble musculatura. Se establece la necesidad
de continuar con este tipo de trabajos incluyendo
registros genealdgicos y productivos para relacionar
este tipo de genes con caracteristicas de importancia
economica.
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