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RESUMEN

El gen de la calpastatina bovina (CAST) se expresa en musculo esquelético generando diferentes isofor-
mas de ARNm a partir de tres promotores (I, [1 y III), splicing y poliadenilacién alternativos. Su expresion
varia entre razas y musculos, lo que es relevante porque contribuye a la variabilidad de la terneza de la
carne. El objetivo de este trabajo fue analizar las secuencias de los tres promotores de CAST en toros
Angus (n=7) y Brahman (n=7) con el propdsito de identificar polimorfismos de ADN, potenciales sitios
de uniodn a factores de transcripcion (TFBS o transcription factor binding site) e islas CpG. Se identifi-
caron trece SNP, de los cuales cuatro alterarian potenciales TFBS en el promotor I (sitios NF-kB en las
posiciones 96.034.491, 96.034.660 y 96.034.661 de BTA7 del genoma bovino de referencia ARS UCD 1.2
y sitios E2F o Sp1 en la posicién 96.034.610) y tres en el promotor II (96.034.941 sitio Sp1 y 96.035.456
y 96.035.504 sitios E2F). Se identificaron islas CpG en los tres promotores y SNPs en I y Il que alterarian
dinucledtidos CpG. Estos resultados plantean nuevas hipétesis y objetivos para la investigacion en la ca-
lidad de la carne, y 1a necesidad de estudios complementarios para validarlos.
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SUMMARY

The bovine calpastatin (CAST) gene has different isoforms expressed in skeletal muscle that originate
from three promoters (I, I and I1I), with alternative splicing and variable polyadenylation sites. Total
and relative expression of isoforms vary between breeds and muscles, contributing to the variability
of the meat tenderness. The objective of this study was to analyze the sequence of the three CAST
promoters in Angus (n = 7) and Brahman (n = 7) bulls in order to identify DNA polymorphisms, po-
tential transcription factor binding sites (TFBS) and CpG islands. Thirteen SNPs were identified, four
of them would modify potential TFBS in promoter I (NF-kB site: positions 96,034,491, 96,034,660
and 96,034,661 and E2F or Sp1 sites [ position 96,034,610 on BTA7; reference genome ARS UCD 1.2)
and three in promoter Il (in 96,034,941 Sp1 and 96,035,456 and 96,035,504 E2F sites). CpG islands
were identified in the three promoters and SNPs in I and II that would alter CpG dinucleotides. These
results could lead to new hypotheses and objectives in the investigation of meat quality, particularly

about differences among cattle breeds.
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INTRODUCCION

La calpastatina es el inhibidor endo6ge-
no especifico del sistema de las calpainas, el
cual participa en la degradacién de las protei-
nas miofibrilares tanto en el tejido muscular
in vivo como postmortem, y ademas regula el
recambio de proteinas y la diferenciacién ce-
lular en el tejido muscular y por lo tanto el
crecimiento en general!? El gen de la calpasta-
tina bovina (CAST) tiene una regulacién de la
expresion altamente compleja porque depen-
de de cuatro promotores; tres de los cuales
(I, IT y III) son activos en musculo esquelético
dando origen a mensajeros con extremo 5’ en
los exones 1xa, 1xb y 1u, respectivamente?3,
dicho gen presenta ademas, splicing y polia-
denilacién alternativos#?*2%,

Las razas indicas y sus cruzas se utilizan
en sistemas de produccién extensiva tropical y
subtropical porque tienen mayor adaptabilidad,
tolerancia al calor y a garrapatas, longevidad y fer-
tilidad que las razas europeas; sin embargo pro-
ducen carne de menor calidad que estas ultimas.
Esta confirmado que la raza Brahman tiene mayor
actividad de calpastatina en el musculo en com-
paracién con Angus, considerandose como uno de
los factores que determina la menor terneza de la
carne de dicha raza?%

Se han realizado estudios de la expresion
del gen CAST en distintas razas y musculos, ha-
llandose diferencias significativas en el nivel de
expresion de las distintas isoformas de mensaje-
ros de CAST'>!617, pero atin no hay consenso sobre
la relacion especifica entre la forma de expresion
de dicho gen y la magnitud de su efecto sobre la
terneza segiin musculo o raza.

Los promotores alternativos de un gen
son responsables de la expresion génica especi-
fica de tejido o de una etapa de desarrollo. Algu-
nos posibles mecanismos que explican cémo los
multiples promotores son utilizados selectiva-
mente incluyen: distinta estructura del core del
promotor, sitios de inicio de transcripcién dis-
persos regulados por proteinas de unién especi-
ficas al ADN, como factores Sp1 o NF-Y?, presen-
cia de elementos cis-reguladores distales tales
como enhancers'® o presencia de componentes
tejido-especifico homologos a factores de trans-
cripcion basal®. Otro mecanismo relevante de
control de la expresién génica es el epigenéti-
co, el cual incluye, entre otros, a la metilacién
del ADN, el cual es un mecanismo de silencia-
miento génico que consiste en la adiciéon de un
grupo metilo al C; de una citosina (5-mC) que
precede a una guanina (CpG). Con frecuencia,
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estos dinucledtidos se encuentran agrupados
en regiones denominadas islas CpG. La metila-
cién se ha asociado con una disminucién de la
actividad transcripcional ya que puede inhibir
la unién de los TFlls (transcription factor RNA
polymerase II) de manera directa o indirecta, re-
clutando proteinas de unidn a metil-CpG (MBP,
methyl binding protein), que poseen actividades
represivas de remodelacion de la cromatina'®.

Los patrones de metilacién pueden ser
inducidos por diversos factores, tales como edad,
manejo, infecciones bacterianas, entre otros, lo
cual indicaria que en algunos casos, la metilacion
del ADN es un proceso dindmico de respuesta a
estimulos externos®.

La expresion génica también puede re-
sultar afectada por la presencia de polimorfis-
mos (SNPs o Indels) en los promotores, tanto
por alterar TFBS como las islas CpG y su poten-
cial metilacion?® %,

Dada la relevancia del control de la trans-
cripcion sobre el nivel y el perfil (isoformas) de la
expresion del gen CAST, el objetivo del presente
trabajo fue analizar y comparar las secuencias de
tres promotores (I, Il y III) del gen CAST en las ra-
zas Angus y Brahman en busca de polimorfismos
que pudieran alterar sitios de unién a factores de
transcripcién y/o islas CpG.

MATERIALES Y METODOS
Muestras

A partir de muestras de semen o sangre
(extraida con EDTA como anticoagulante) de 14
toros (7 Angus y 7 Brahman) de uso en insemi-
nacion artificial en Argentina, se aislé el ADN me-
diante un método estandar de fenol/cloroformo?>,
agregandose 0.4M ditiotreitol (DDT) a la solucién
de lisis celular en las muestras de semen.

Analisis Molecular

La secuencia de nucledtidos de los
promotores [, [1y Il de CAST se recuperaron de la
basededatosGenBank(Nro.deaccesoAH014526).
Se disefiaron cebadores especificos mediante el
programa Primer3 que fueron utilizados en las
reacciones de PCR y de secuenciaciéon (Tabla
1). Se amplificaron fragmentos que contienen
las regiones potenciales de dichos promotores,

descriptas por Raynaud et al*. Para cada reaccion
de PCR a 100 ng de ADN se le agregaron 0,25 pM
de cada cebador, 200 uM de cada dNTP (Promega
Corporation, WI, USA), 1,5 mM de Cl,Mg, 2U de
Kapa2G Fast DNA Polymerase (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), 5ul de Buffer 1X y H,0 en cantidad
suficiente para 25 pl de volumen final. Cada
reaccion se realizé en un termociclador marca
Mastercycler personal (Eppendorf, Stevenage,
UK), en 35 ciclos y con el siguiente programa: 20
seg a 94 °C, 15 seg a la temperatura de annealing
especifica para cada par de cebadores (58 °C,
56 °C y 59 °C para [, II y III, respectivamente),
15 seg a 72 °C, con un primer paso a 95 °C
durante 5 min y una extensién final durante
5 min a 72 °C. Los amplicones obtenidos se
visualizaron en geles de agarosa al 2 % tefiidos
con GelRed® Nucleid Acid Gel Stain (Biotium,
Fremont, USA) y posteriormente se purificaron
con PureLink® Quick Gel Extraction and PCR
Purification kit (Invitrogen Life Technologies,
Brasil) segin protocolo del fabricante. Los
amplicones purificados fueron secuenciados
en un ABI3130XL Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, USA) en el Servicio
de Secuenciacion de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires, con los cebadores disefiados
para tal fin (Tabla 1).

Analisis Bioinformadtico

Las secuencias de nucledtidos obtenidas
fueron editadas mediante el programa BioEdit Se-
quence Alignment Editor y se alinearon con el pro-
grama ClustalW Multiple Alignment.

Para identificar potenciales TFBS, se
utilizé el programa Matinspector, version 11.3
(Genomatix GmbH, Miinchen, Alemania) con
las siguientes restricciones: Grupo de matri-
ces: elementos promotores centrales generales
y vertebrados; Similitud de core: 0.9, Similitud
de matrices: optimizado. Dicho programa utili-
za matrices de peso posicional (PWM, position
weight matrix) construidas a partir de sitios de
unién de factores de transcripcién experimen-
talmente determinados.

El andlisis de la presencia de islas CpG en
las tres regiones promotoras del gen CAST se rea-
liz6 mediante el programa Methyl Primer Express,
version 1.0 (Applied Biosystems, Foster City, USA).
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Tabla 1. Cebadores utilizados en reacciones de amplificacién y secuenciacion de los promotores I, ITy III del gen CAST bovino

Promotor PCR Secuenciacién
Forward S1: CCACAGGCAGACAATCACTG
Forward: CCACAGGCAGACAATCACTG
I Reverse-S1: TAGGAGCGCCACTCACCT
Reverse: TAGGAGCGCCACTCACCT
Reverse-S2: GAGAGGAGGGGCTGGAGA
Forward-S1: CCTAAGCAGCTTTGAGCC
Forward: GCACCGGCCTCGCCATGT
II Reverse-S1: CAGGGACGATCACTCCTATTT
Reverse: CAGGGACGATCACTCCTATTT
Reverse-S2: CCCACCCCTGTCTCATCC
Forward: TGGCTTTAGGGAAAACTGGCTT | Forward-S1: TGGCTTTAGGGAAAACTGGCTT
III
Reverse: CACTCTGCGTCCGGCTTCG Forward-S2: GATTCTCAGGGCGGAGAGG
RESULTADOS

Los SNP hallados en las secuencias ali-
neadas de los tres promotores de CAST de los 14
toros analizados se resumen en la Tabla 2. Dicha
comparacion permitié identificar haplotipos dife-
rentes en los promotores I y Il en cada raza anali-
zada, no hallandose diferencias en el promotor III.
En la muestra de toros Angus se hallé el haplotipo
CTCCA en el promotor Iy el haplotipo GCTGG en
las secuencias aisladas de los toros Brahman. Al
promotor II le correspondieron el haplotipo CCG
en Angus y el GTC en Brahman (Tabla 2).

El andlisis de prediccién de los poten-
ciales elementos regulatorios en cis o TFBS per-
miti6 identificar los factores que interactdan
potencialmente con las tres regiones promoto-
ras y establecer que algunos de los ellos podrian
ser alterados por los SNP hallados en la compa-
racion de secuencias de Angus y Brahman (Ta-
bla2yFig. 1,2y 3).

De los resultados obtenidos del analisis
de prediccion de TFBS pudo observarse que en el
promotor I, los SNP de las posiciones 96.034.491,
96.034.660 y 96.0346.61 de BTA7 (posiciones
-70, +101, +102 respectivamente con respecto
al sitio de inicio de la transcripcién) crearian
sitios de unién al factor NF-kB (Nuclear Factor
kappa Beta) cuando se presenta el alelo hallado
en las secuencias obtenidas de Brahman (G en
las tres posiciones) (Fig. 1). E1 SNP de la posi-

cién 96.034.610 (+51) modificaria un TFBS que
potencialmente podria unirse a dicha secuencia;
en el caso del alelo C (hallado en Angus) seria un
sitio E2F, mientras que con el alelo T (hallado en
Brahman) seria un sitio Sp1.

En la secuencia correspondiente al pro-
motor II se predijo un sitio Sp1 en la regién que
contiene al SNP 96.034.941 (-637) en presencia
del alelo G (hallado en Brahman). También en la
secuencia de dicho promotor, los SNP de las po-
siciones 96.035.456 (-122) y 96.035.504 (-74)
se predijeron sitios de unién a E2F cuando estan
presentes los alelos hallados en Angus (T y C, res-
pectivamente) (Fig. 2A y B). Se pudo determinar
también una region rica en sitios Sp1 y E2F alre-
dedor del SNP 96.035.456, particularmente entre
las posiciones -139 a -91, donde se identificaron
seis sitios Sp1 en ambas razas, dos E2F en Brah-
man y tres en Angus (Fig 2B).

El analisis realizado para identificar islas
CpG en los tres promotores, determindé que las
mismas podrian abarcar amplias regiones distales
de los promotores I y III (559 pb y 619 pb, res-
pectivamente) y la regiéon completa analizada en
el promotor II (Fig. 1, 2 y 3). Alguno de los SNP
identificados en los promotores [ y Il podrian alte-
rar algin dinucleotido CpG, y por lo tanto también
el patron potencial de metilacion de la isla CpG de-
terminada (Fig. 1y 2).

InVet Vol. 23 N22, 2021



Polimorfismos en los promotores del gen bovino de calpastatina

Tabla 2. SNP hallados en los promotores I, I y III del gen CAST en Angus y Brahman y los potenciales TFBS que modifican

! Posicién sobre el cromosoma 7 (BTA7) del genoma bovino de referencia ARS UCD 1.2.

Alelo hallado en:
Posicién ! | Promotor | SNP 2 SNP data base #rs TFBS

Angus | Brahman
96034491 C/IG C G 110033820 NF-xB
96034569 T/IC T C 134789056 | ......
96034610 I C/T* C T 133635365 E2F o Spl
96034660 C/IG* C G 134974904 NEF-xB
96034661 AIG A G 136105887 NF-xkB
96034941 C/IG C G 137189823 Spl
96035456 1T C/T* C T 378973252 E2F
96035504 C/IG G C 207766091 E2F
96082374 T/C C/IT T 134192228 | ...
96082543 G/C cG | CG 137548881 | ...
96082567 11 AIG AIG A 133564351 | ...
96082568 G/T G/T G 137151719 | ...
96083070 T/C C/T T 134482468 | ......

% Los polimorfismos que podrian modificar un sitio CpG se indican con asterisco.

Figura 1. Potenciales TFBS en el promotor I del gen CAST predichos por andlisis bioinformdtico y SNP identificados por
secuenciaciéon en Angus y Brahman.

Ref.: Las posiciones con respecto al sitio de inicio de la transcripcion de los SNP detallados en la Tabla 2 (en la figura, sefia-
lados con recuadros) son respectivamente: -70: S=C/G; +8: y=T/C; +51: y=C/T y +101/+102: sr=CA/GG. Los TFBS que
pueden variar entre razas se indican con linea punteada. Con linea entera se indica la isla CpG. El extremo 5’ del exén 1xa se

indica con letras mindsculas.
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Figura 2. Potenciales TFBS en el promotor II del gen CAST predichos por andlisis bioinformdtico y SNP identificados por secuenciacién
en Angus y Brahman (A) y en la secuencia delimitada entre los nucleétidos -139 y -91 (B).

Ref.: Las posiciones con respecto al sitio de inicio de la transcripcion de los SNP detallados en la Tabla 2 (en la figura, sefialados con recua-
dros) son respectivamente: -637 S=C/G, -122 Y=C/T y -74 S=G/C. Los TFBS que pueden variar entre razas se indican con linea punteada.

Con linea entera se indica la isla CpG. El extremo 5’ del ex6n 1xb se indica con letras mintisculas.

Figura 3. Potenciales TFBS en el promotor IIT del gen CAST predichos por anilisis bioinformdtico y SNP identi-
ficados por secuenciacién en Angus y Brahman.

Ref.: Las posiciones con respecto al sitio de inicio de la transcripcidn de los SNP detallados en la Tabla 2 (en la figura, sefiala-
dos con recuadros) son respectivamente: -750 Y=T/C, -581 S=G/C, -561/-562 RK=AG/GT y -145 Y=T/C. Con linea entera

se indica la isla CpG. El extremo 5’ del exén lu se indica con letras mintsculas.
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DISCUSION

La expresion de CAST se regula a par-
tir de la combinacién integrada de la actividad
del promotor, el splicing y la poliadenilacién
alternativa??2*, generando de ese modo, distin-
tas isoformas de mensajeros. Lejos de ser una
excepcion, la regulaciéon de la expresion génica
mediante la generacién de numerosas isofor-
mas es un proceso usual, acoplado y regulado
en forma conjunta'®!*,

Las regiones promotoras del gen CAST
son ricas en islas CpG, carecen de caja TATA y se-
cuencias regulatorias proximales del tipo CAAT,
caracteristicas propias de genes housekeeping, los
cuales suelen presentar multiples sitios Sp1%.

Los TFBS mas abundantes y comunes
identificados en los tres promotores son Spl y
NF-kB. Sp1 es un factor de transcripcion del tipo
“dedos de zinc” (Zinc-fingers) que se une a mo-
tivos ricos en GC de muchos promotores, y es
un factor de transcripciéon que puede activar la
transcripcidon en ausencia de caja TATA. Sply
NF-kB participan en muchos procesos celulares,
incluida la diferenciacién y crecimiento celular,
respuestas inmunitaria e inflamatoria y la remo-
delacidon de la cromatina?®.

Los SNP hallados en el promotor I en las
secuencias aisladas en Brahman, revelaron que
podrian crear dos sitios NF-kB y un sitio Sp1. Estos
SNP estan ubicados en la region mas importante
para la activacion de la expresion de la isoforma I
de CAST?, pudiendo ser una de las posibles causas
en las diferencias de actividad de calpastatina ha-
lladas entre razas bovinas?®2.

La secuencia del promotor Il posee una
alta concentracion de guaninas lo que resulta
en multiples sitios Sp1. El alelo G del SNP pre-
sente en Brahman en la posicién -637 crearia
un sitio Sp1. Por otra parte, los SNP -122 y -74
modifican sitios de unién para E2F (Fig. 2), el
cual entre otras funciones, es un regulador del
metabolismo en condiciones no proliferativas®.
Estudios de regulacion realizados sobre mues-
tras de musculo cardiaco bovino mostraron un
aumento en la transcripcién de calpastatina en
respuesta a f3-agonistas por la via de sefializa-
cion dependiente de la proteina kinasa A (PKA),
indicando dos posibles sitios de respuesta a
AMPc en la regién -76 (GGTCA) y -20 (TGAC)
del promotor II, los cuales han sido denomina-

dos sitio “CRE (cAMP response element) like” o
“CRE like half” (porque estos sitios no presen-
tan la secuencia palidrémica conservada tipica
de los sitios CRE, que es: TGACGTCA)? . El ha-
llazgo de una C en el SNP de la posicion -74 del
promotor II, en toros Brahman, sugiere que en
dicha region se podria originar un TFBS del tipo
“CRE like”. Los f3-agonistas son utilizados como
promotores del crecimiento y la eficiencia ali-
mentaria, pero también afectan la calidad de la
carne, principalmente reduciendo la terneza*,
efecto que esta relacionado con el aumento de
la actividad de calpastatina?’.

En la comparaciéon de expresion de
CAST entre Angus y Brahman, Nattrass et al17
hallaron interacciones significativas entre raza
y administracion de f3-agonistas, y entre raza y
sexo, lo que sefiala que los promotores del cre-
cimiento y las hormonas sexuales tienen efecto
sobre la expresion de dicho gen y que ese efec-
to podria estar explicado por cambios en el ni-
vel de la transcripcién de CAST dependiente de
TFBS o de mecanismos epigenéticos.

En el promotor Il también se identifica-
ron numerosos sitios MyoD, un factor clave en la
diferenciacion del tejido muscular esquelético
y el mantenimiento de la capacidad metabdlica
oxidativa®®, que también puede interactuar con
proteinas involucradas en la remodelacién de
la cromatina promoviendo la acetilacion de his-
tonas, y en consecuencia la activaciéon génica.
Estudios de expresion realizados en el muscu-
lo Longissimus dorsi de bovinos de raza Nelore,
demostraron una menor expresiéon de MyoD en
muestras de carne mas tierna?®. La presencia de
estos sitios en el promotor hace posible su unién
y por lo tanto la activacion podria depender de la
concentracion del factor MyoD.

En cada uno de los promotores analizados
se hallaron sitios GATA1, un factor de transcrip-
cién que contiene dos dedos de zinc altamente
conservados, y aunque solo tres subtipos de fac-
tores de transcripcion GATA (GATA 4, 5y 6) se
expresarian en tejido de origen mesodérmico y
endodérmico, se ha reportado que GATA1 podria
estar regulando la transcripcion de CAST?.

Ademas de la diversidad de promotores,
el control de la expresion génica de CAST incluye
también el splicing y la poliadenilacion alternati-
va, mecanismos que podrian estar regulados con-
juntamente con la transcripciéon. Se ha demos-
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trado que el reclutamiento especifico de ciertos
factores de la transcripcion, la arquitectura del
promotor?, asi como también la fosforilacién de
la ARN polimerasa’ influyen en los procesos de
splicing. La poliadenilacién alternativa influye en
la vida media de los ARNm, porque aquellos que
poseen 3'UTR mas cortos son generalmente mas
estables debido a que en esa regidon presentan
menos sitios de unién a proteinas o microARN
que promueven su degradacién, dicho proceso
de poliadenilacion alternativa también podria
estar regulado, entre otros factores, por secuen-
cias presentes en el promotor'’.

Se han hallado diferencias en la expre-
sién de CAST entre razas bovinas!®, entre distintos
musculos bovinos'*7, como asi también se han
identificado mensajeros alternativamente polia-
denilados en distintos musculos bovinos*?’.

Motter el al**, hallaron que las isoformas
de CAST que mas se expresan en tres musculos
(infraspinatus, triceps brachii y semitendinosus)
de novillos Angus son la Il y la II], y ademas que
la isoforma Il tiene una variante que excluye al
ex6n 3, siendo la isoforma III con ex6n 3 la mas
abundante en el musculo semitendinosus. En
cambio, al realizar el mismo andlisis en muscu-
los de novillos Brahman, se hallé un resultado
inverso con relacién a la expresion de la isofor-
ma Il en semitendinosus, donde la isoforma mas
abundante fue la isoforma III sin ex6n 3 (resul-
tados inéditos).

Con relacién a mensajeros de CAST al-
ternativamente poliadenilados, Casale et al' han
descripto tres tipos de ARNm: cortos, medianos y
largos, al analizar tres musculos bovinos (infras-
pinatus, triceps brachii y semitendinosus) de dos
razas (Angus y Brahman).

Todos estos resultados sugieren que la
existencia de polimorfismos afectando TFBS
en los promotores de CAST no serian la dnica
causa probable de diferencias de expresién
entre razas. Deben considerarse también los
cambios a nivel del control epigenético de la
expresion, como podrian ser los cambios en
los patrones de metilacién de las extensas islas
CpG identificadas en cada uno de los promoto-
res analizados, las cuales podrian ser blanco de
metilaciéon y por lo tanto, disminuir la expre-
sion de dicho gen. Parr et al?® han demostrado
que en los promotores del gen CAST porcino
existen polimorfismos que modificarian el pa-

tron de metilacion de los promotores [ y 1, lo
cual daria origen a diferencias entre razas en la
expresion de dicho gen.

En sintesis, este trabajo aporta informa-
cion sobre las potenciales causas que podrian
explicar diferencias en la expresidon del gen de
la calpastatina entre dos razas bovinas que han
sido siempre un ejemplo paradigmatico de las
diferencias en calidad de la carne. Estudios fun-
cionales (Mobility shift assay, estudios de expre-
sién in vitro, por ejemplo) permitirian confirmar
la interaccion los TFBS descriptos, la existencia
de diferencias en los patrones de metilacién de
las islas CpG delimitadas y la potencial influencia
de los SNP identificados sobre la actividad de los
tres promotores de CAST.

CONCLUSION

El andlisis de las secuencias de los tres
promotores de CAST activos en musculo es-
quelético en toros Angus y Brahman permitié
identificar trece polimorfismos del tipo SNP y
también confirmar la existencia de una extensa
isla CpG en cada uno de ellos. Los SNP identifica-
dos podrian alterar potenciales TFBS identifica-
dos en cada promotor o incluso alterar el patron
de metilacion en las islas CpG de los promotores
[ y I1. Estos hallazgos contribuyen a la definicién
de nuevas hipdtesis acerca del control de la ex-
presion de un gen sumamente complejo, y que
en el caso particular de los animales domésticos
tiene un rol clave en la definicién de la calidad y
valor de la carne.
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