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Resumen

La Capacidad de Retenciéon de Agua (CRA) es una de las caracteristicas de la carne con mayor efecto sobre la
rentabilidad del sector, al estar asociada a las mermas y a la jugosidad. Los objetivos principales son: resaltar la
importancia de la CRA de la carne de bovino, evaluar el desempefio de estos parametros segun los factores tiempo de
maduracion y cruce de los animales y establecer polimorfismos en genes candidatos asociados al parametro evaluado.
Varios genes y sus polimorfismos han sido asociados con pardmetros de calidad carnica, entre ellos se destacan CAPNL1,
CAST, DES, PRAKG3 y RYRL. Algunos de los polimorfismos reportados en estos genes pueden contribuir
potencialmente a la variacion fenotipica en estos pardmetros dado que logran modificar algunos pardmetros in-silico de
las moleculas de ARNm y/o su proteina, siendo importante recalcar que toda asociacion fenotipo-genotipo debe poseer
un sustento bioldgico y una aproximacion computacional es una herramienta til para llevar a cabo este cometido. In-
silico se logré postular varios SNPs en estos genes candidato como potencialmente asociados. Se determiné la CRA en
crudo y en cocinado, en carne madurada a 7, 14 y 21 dias de los masculos Longissimus dorsi (LD) y Semitendinosus
(ST) de 164 machos cruzados. Se presentd significancia de los factores Cruce y Maduracion dependiendo del misculo y
el pardmetro evaluado. Se encontré una correlacion entre CRAr y los parametros pH, CRAc y Textura (WBSF) en
ambos musculos. En esta poblacion se determind una consistente asociacion de los pardmetros de CRA evaluados con
los marcadores CAST2959, RYR1-13638 y RYR1-27970, lo que los convierte en polimorfismos potencialmente Utiles
en procesos de seleccion animal y mejoramiento de este pardmetro de calidad carnica en Colombia.

Palabras clave: ARN mensajero, coccion, genes, in-silico, jugosidad, merma, proteinas






Abstract

Water Holding Capacity (WHC) is the meat trait of bovine with the greatest effect over industrial profitability, because
if loss of water is bigger, has influence over loss of weight of product and additionally lesser sensorial quality. The aims
of this document are: highlight the value of the WHC in bovine meat, assess the effect of the cross, ageing and their
possible interaction, and finally, find associated polymorphisms in candidate genes in WHC. Several genes and their
SNPs had been associated with quality features, among themselves, CAPN1, CAST, PRKAG3, DES and RYR1. Many
reported polymorphisms spanning these genes were identified how potentially associated with quality trait, because
these can modify some in-silico feature of their RNAm and/or protein. It is great to highlight every association should be
accompanied by a biological base, and a computational approximation is a useful tool to achieve this. WHC in raw meat
(WHCr) and WHC in cooked meat (WHCc) were obtained in ageing meat at 7, 14 and 21 days. Muscles Longissimus
dorsi (LD) and Semitendinosus (ST) of 164 cross breed males were used. Factors Cross and Ageing were significant on
WHCr of LD and Ageing on WHCr of ST; in WHCc, only was significant Cross in LD. Relationships between WHCr-
pH, WHCr-WHCc,WHCc-pH and WHCc-WBSF (Warner-Bratzler Shear Force) on both muscles were established. The
polymorphisms CAST2959, RYR1-13638 and RYR1-27970 were established like associated with WHC in this
population. These punctual polymorphisms can be useful in breeding programs focused on improve meat quality (WHC)
in Colombia.

Keywords: ARNm, cooking, genes, in-silico, juiciness, protein, weight loss.
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Introduccion

Kaplan et al., (2000) plantean una teoria referente a la dieta de los hominidos originarios del
hombre moderno, la cual tuvo un gran impacto en el aprendizaje, desarrollo y tasa de mortalidad
de nuestros antepasados. Todo inicia con dos cambios exdgenos muy importantes, el primero, el
cambio en la distribucién animal y vegetal en las sabanas africanas en el Pleistoceno, el cual
incrementd la abundancia de alimentos de alta calidad y el segundo, suministrado por un cambio a
nivel de pre-adaptacién, el desplazamiento bipedo, emergiendo como una adaptacion motora. Esta
adaptacion permite el uso de herramientas mediante la liberacidn de las extremidades superiores, lo
gue permitié una extraccion de recursos mas eficiente, la caceria y el transporte de grandes
cantidades de alimento que era compartido con otros individuos. Estos cambios dieron un

incremento enfatizado en alimentos de alta calidad y en gran cantidad, pero de dificil consecucion.

Como lo muestra la figura A, las dietas de los hominidos antiguos se basé principalmente en la
caza de animales de gran tamafio, lo cual favorecia el desarrollo de habilidades mentales y fisicas
para su éxito, que conjuntamente con la coccién de la misma, permitié un mejor aprovechamiento
de un recurso nutricionalmente inigualable, permitiendo un desarrollo cerebral mas adecuado para
su supervivencia. Otro aspecto que recalcan Kaplan et al., (2000) es la posibilidad de transportar
grandes cantidades de alimento a los primeros asentamientos, de estos grupos de hominidos, lo que
permitia un desarrollo muy importante, dado que el alimento era compartido haciendo que muchos
de ellos pudiesen dedicarse a otras actividades diferentes a la bisqueda de alimento, como una

incipiente sociedad.

Para el hombre moderno, la carne sigue siendo la base dietaria, recordando su papel en la
evolucion de nuestra especie, pero su produccion se ha desarrollado como una industria enfocada
no solo al abastecimiento del producto y a suplir un requerimiento nutricional (Ortigues et al.,
2006), sino con una concepcion de satisfacer sensorialmente al consumidor, mediante el
ofrecimiento de carne con Optimas condiciones higiénico-sanitarias y de calidad textural. Las
caracteristicas estructurales de los alimentos son de gran importancia para estas propiedades de

textura, al afectar directamente la percepcion sensorial por lo que un conocimiento bésico de como
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la calidad de la carne en crudo y los pardmetros de procesamiento influyen sobre estas
caracteristicas estructurales, es vital en la optimizacion de la calidad del producto final (Straadt et
al., 2007). Varios pardmetros son establecidos como propiedades de la carne, entre los que se
destacan la apariencia, el color, el sabor, el contenido de gasa, la textura, la terneza (Ciobanu et al.,
2004) y la CRA 6 Capacidad de Retencion de Agua, la cual es de gran importancia, ya que no solo
es un atributo de calidad, sino que también posee influencia en el rendimiento del producto, por lo
que tiene implicaciones econdmicas importantes (Cheng y Sun, 2008). La Capacidad de Retencion
de Agua (CRA) es determinada por la cantidad de agua que es mantenida en la estructura de la
carne al momento de efectuarse algln proceso tecnoldgico, como maduracién, porcionado, picado,
congelacion y coccion (Sanchez, 1997; Zamorano 1996), pero la informacion disponible es
limitada en relacién al conocimiento de los cambios estructurales inducidos por estos
procedimientos y su efecto en la distribucion del agua en la carne, que es de importancia para el
atributo sensorial jugosidad, el cual es conocido por ser de mayor preponderancia en la percepcion
global de calidad de la carne (Straadt et al., 2007).

Procedimientos como la maduracién de la carne, poseen como finalidad permitir el desarrollo de
caracteristicas de textura deseables en el producto, mediante la protedlisis autégena cuyo sustrato
son los filamentos estructurales del citoesqueleto (Zhang et al., 2006; Quali et al.., 2006),
posibilitando el desarrollo de carnes mas blandas y conduciendo a la evolucién del parametro de
jugosidad, dada una modificacion de la relacién entre las proteinas y el agua que la carne contiene
(Straadt et al., 2007). Durante este periodo de maduracion se establece principalmente la fase de
tenderizacion, el cual es un proceso complejo a nivel estructural y funcional, que depende de la
especie, la genética del individuo, el estatus metabolico AM de los animales y factores ambientales
(Ciobanu et al., 2004). El proceso de ablandamiento de la carne presenta su maxima tasa a
temporalidades inferiores a una semana (Campo et al., 2000), por lo que teéricamente en este
mismo tiempo deben darse la mayor cantidad de cambios en la distribucion del agua y el mayor
impacto sobre la retencién de la misma. Sin embargo, en la evaluacion de Straadt et al., 2007
establecen cambios macroestructurales a tiempos muy superiores que son asociados a una mayor
retencion de agua en su estructura. Finamente, cuando el producto va a ser consumido, se realiza la
coccion, momento en el cual la carne sufre una alteracion estructural tan alta que se genera una
gran pérdida de peso, dada la salida de agua desde su estructura. Si se logra minimizar el impacto
de estos tratamientos e incrementar al maximo la retencion de agua en la carne, se lograra

disminuir la pérdida de peso durante su almacenamiento y coccion (Otto et al., 2007),
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consiguiendo cumplir con los estandares de calidad percibidos por el consumidor, referentes a

jugosidad y a una reduccion menor en el tamafio de la pieza carnica.

Figura A: La ecologia alimenticia del humano y de otros primates.

DENSIDAD DE HABILIDAD
NUTRIENTES REQUERIDA PARA

SU OBTENCION

TIPO DE ALIMENTO

Larvas Baja
Chimpancés y
otros primates no Frutas pequefas no maduras Baja
hominidos
Frutas grandes maduras Baja
Insectos Media
Alimentos extraidos Media
Himanes Caza de presas pequefias Alta
Caza de presas grandes Alta
\ 4

Se establece la proporcidn de cada tipo de alimento en la dieta de ambos grupos, especificando su calidad nutricional y la
destreza necesaria para su obtencion, Los alimentos extraidos hacen referencia a aquellos que no son moviles, pero estan
relacionados con un contexto protector, del cual deben ser removidos para poder ser consumidos, como conchas o
relacionados a toxinas. Modificado de Kaplan et al., 2000.

Debido a la relacion que tiene la percepcién de la jugosidad con la CRA de la carne (Van Oeckel et
al.., 1999), es necesario evaluar esta Ultima mediante metodologias objetivas, con el fin de
optimizar los procesos y ofrecer un producto de mejor calidad al consumidor, mediante la
implementacion de estrategias que permitan disminuir la pérdida de agua durante el periodo PM, lo
que beneficiaria al sector productivo. A corto plazo, existen algunas estrategias, como la
implementacion de un tiempo determinado de maduracion de la carne, que maximice el desempefio
de ambos parametros sensoriales (terneza y jugosidad) y asegure una menor pérdida de peso de la
pieza carnica, de acuerdo al tipo de musculo (Schonfeldt et al., 2011), la raza o cruce del individuo
y los diferentes métodos de coccién (Gofii y Salvadori, 2010), entre otros. De igual modo, existen

otras estrategias a mediano y largo plazo, que permiten emplear recursos disponibles en
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investigacion como la disponibildad de secuencias gendmicas (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001), tecnologias de punta utilizadas para evaluacion genética y
herramientas bioinformaticas que permiten la determinacion de SNPs certificados como causales
de un fenotipo determinado asi como la implementacion de planes de seleccion animal y
mejoramiento genético (Otto et al., 2007) conducentes a incrementar la frecuencia poblacional de
alelos benéficos asociados a los parametros zootécnicos evaluados y validados en las poblaciones
objetivo. Adicionalmente, es necesaria la implementacion de buenas practicas ganaderas, practicas
de manejo de los animales pre y post-sacrificio, al igual que del producto final mediante
infraestructuras mas adecuadas para su almacenamiento y procesamiento (Cheng y Sun, 2008).
También es necesario implementar la educacion del consumidor, en lo referente a pardmetros de
calidad mas definidos, en los cuales podria exigir un mejor desempefio, ya que la razén de ser, de

cualquier tipo de produccion de alimentos es la satisfaccion del consumidor.

Por lo tanto, la evaluacién de los parametros asociados a la Capacidad de Retencién de Agua
(CRA) (en crudo, CRAr y en cocinado, CRACc) en determinado tipo racial de bovinos y bajo los
procedimientos de manejo, sacrificio y obtencion del producto final del modo estandar que se
realiza en Colombia, es el paso inicial para un proceso de optimizacion en la cadena productiva de
la carne bovina, mediante la formulacién de lineamientos que conduzcan a hacerla mas

competitiva.

Los principales objetivos de este trabajo estdn encaminados a resaltar la importancia de la CRA de
la carne de bovino, ya que este es uno de los parametros de mayor relevancia econdmica para el
sector carnico colombiano, por poseer un papel preponderante en el incremento de la
competitividad del mismo, al poder lograr un producto de calidad que genere una mayor
satisfaccion del consumidor y por consiguiente una mayor rentabilidad para los eslabones de la
cadena. lgualmente, es importante poder proporcionar conocimiento del comportamiento de esta
caracteristica de acuerdo a los factores tiempo de maduracion y raza o cruce de los animales de
donde proviene la carne, que puede permitir el mejoramiento del producto final. De igual modo, se
destaca la necesidad de identificar polimorfismos en genes candidatos asociados, que a futuro
permitirdn la seleccion de animales que le pueden conferir a la carne un mejor desempefio

productivo, respecto a alimentos sustitutos como la carne de cerdo y de pollo.



1. La Capacidad de Retencion de Agua (CRA) de la
carne de bovino y posibles genes candidato

1.1 Introduccion

La ganaderia colombiana posee 23 millones de bovinos de diferentes razas y cruces, entre los
cuales el 72% corresponde a ganado Bos indicus (cebuinos), el 15% a Bos taurus (razas Europeas)
y el 13% a las razas criollas (BON, Romosinuano, Chino santandereano, Costefio con cuernos,
Sanmartinero y Casanarefio entre otros) y sus cruces, las cuales son descendientes de los ganados
también europeos que llegaron con la conquista en el siglo XV (FEDEGAN, 2006), siendo estas
Gltimas, fuente de posibles alternativas de cruzamientos gracias a su adaptacion, y a la conversion
alimenticia conforme a la calidad de las pasturas tropicales (L6pez et al., 2001; Calvo et al., 2009;
Martinez, 1998). De acuerdo al Plan Estratégico de la Ganaderia Colombiana 2019 (2006) el
consumo per capita de carne en Colombia desde el afio 1990 hasta el 2005, evidencia una
sustitucion gradual del consumo de carne de res por la de pollo, gracias al incremento de la
competitividad del sector avicola y a la integracion de toda la cadena productiva entre otras cosas,
dando como resultado la disminucién de los costos de produccion. Sumado a lo anterior, existe la
amenaza del ingreso de carne proveniente de paises lideres en produccion ganadera con mejores
estandares de calidad y precio y se le adiciona la percepcion relativamente baja en calidad sensorial
en la carne de bovino, no solo por parte del consumidor, sino también de los demas eslabones del
sector. El objetivo de este capitulo radica en resaltar la importancia de la caracteristica Capacidad
de Retencion de Agua (CRA) en la carne de bovino, mencionar algunos factores que la influencian

y finalmente postular varios genes candidato asociados a esta caracteristica.

1.2 El papel de la CRA en calidad carnica y la productividad

La terneza, la jugosidad y el “flavor” son los principales atributos de calidad carnica exigidos por
el consumidor y aunque se han realizado grandes esfuerzos para el control y mejoramiento de estas
cualidades, aun existen deficiencias en la comprension de los mecanismos bioldgicos involucrados,

ya que estan influenciadas por multiples factores genéticos y ambientales relacionados con
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propiedades de la fibra muscular y con procesos metabolicos AM y PM (Ponsuksili et al., 2008).
Inmediatamente ocurre el sacrificio del animal, se inician procesos metabolicos complejos en el
musculo esquelético, los cuales estdn estrechamente ligados al consumo de energia y su uso.
Actualmente, se sabe que el metabolismo muscular tiene un control genético complejo, sin
embargo se desconoce cuéles y cuantos son los genes involucrados asi como su posible interaccion
(Ouali et al., 2006).

La jugosidad de la carne, percibida por el consumidor, estd determinada por la cantidad de agua
gue es mantenida en su estructura al momento de ser consumida, luego de cumplir un proceso de
maduracion, almacenamiento, porcionado y posterior coccion (Sanchez, 1997; Zamorano, 1996).
La caracteristica CRA es especialmente importante desde el punto de vista sensorial por su
asociacion con la denominada jugosidad (Van Oeckel et al., 1999), pero también se considera
como un parametro neuralgico en la rentabilidad para el sector carnico, ya que un incremento en
las pérdidas del contenido de agua en la pieza carnica (mermas), disminuye su peso a la venta,
incrementando tanto el valor unitario para el consumidor como las pérdidas econémicas del sector,
lo que conlleva al detrimento de la calidad del producto. Varios estudios han permitido establecer
gue esta caracteristica se encuentra influenciada por multiples factores genéticos y ambientales
durante el periodo de maduracién, convirtiéndo su mejoramiento en uno de los principales
objetivos a ser tenidos en cuenta en los sistemas de produccion de carne, a lo que podria contribuir
la seleccidn de alelos benéficos de genes que influyan sobre los procesos biol6gicos que ocurren
durante el periodo PM (Laville et al., 2009; Lahucky et al., 1997; Otto et al., 2007; Enfélt et al. ,
2006; Lindahl et al., 2004). Esta situacion se hizo evidente en evaluaciones realizadas en carne de
cerdo, en las que se demostr6 una pérdida significativa de peso por la salida de agua (vari6 entre
4,35% y 10,2% durante la primera hora PM), lo que se considera de gran importancia en la cadena
carnica porcina. En este trabajo se pudo demostrar su asociacion con la presencia de una mutacion
en el gen del Receptor de Rianodina tipo 1 (RYR1) (Lahucky et al., 1997), que influye
directamente en las cualidades de la carne durante el periodo de maduracion y almacenamiento,
generando pérdidas econdémicas en el sector carnico. Otro procedimiento importante en la
percepcion de la calidad del producto es la coccidn, ya que se encontrd una relacién directa entre
las PPC y las PPG a 24 horas PM, con un incremento que va desde 25,7% en carnes con PPG de
2,7%, hasta 28.4% en carnes con PPG de 6,5%. Cabe destacar que el incremento en la pérdida de

agua en la carne al ser sometida a coccion, facilmente afecta la calidad sensorial (menor jugosidad)
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y la satisfaccion del consumidor, al reducirse extremadamente el tamafio de la pieza cérnica
(Aaslyng et al., 2003).

Por todo lo anterior, la CRA de la carne, representa tanto un componente en la percepcion de
calidad para el consumidor, como de rentabilidad para la cadena carnica, por lo que puede ser
importante en el mejoramiento de la competitividad del producto, respecto a sustitutos como la
carne de pollo, cerdo y carne importada de bovino con elevados estandares de calidad.

1.3 El agua en el musculo

El musculo estd constituido por agua, proteinas, carbohidratos, minerales y vitaminas, siendo el
agua el mayor componente del masculo. En tejidos magros el contenido de agua es cercano al 75%
de su peso, de la cual casi el 80-85% esta localizada dentro de la matriz proteica, en el interior de
los filamentos del sarcomero y es llamada agua intramiofibrilar, (ver figura I; Huff-Lonergan y
Lonergan, 2005 y Tornberg, 2005). El segundo componente es la proteina, con cerca del 22% del
peso total, siendo la relacién agua: proteina cercana a 3,5:1(Te Pas et al., 2004).

Existen dos tipos de interacciones en la matriz proteica y acuosa en el masculo-carne (figura 1-1),
la primera de tipo proteina-agua (o llamada “agua ligada”, que varia entre 7 a 8% del total del
agua segun Kotczak et al., 2007) y la segunda de tipo agua-agua (con dos tipos de asociacion
diferentes, la primera llamada “agua inmovilizada” y la segunda “agua libre” —variando de 74 a
75% y 16,6 a 17,6% respectivamente, segin Kotczak et al., 2007). La interacciéon proteina-agua
esta dada por regiones de las proteinas con una capacidad potencial de producir interacciones
débiles no covalentes (enlaces de hidrdgeno, fuerzas electroestéticas, van der Waals e interacciones
hidrofébicas-hidrofilicas que sumadas pueden ser muy estables) con las moléculas de agua. La
segunda, generada por la atraccion electroestatica entre el atomo de oxigeno de una molécula de
agua, con los atomos de hidrogeno de otras dos moléculas, lo que genera una gran cohesién interna
en el liquido (Nelson y Cox, 2005). Otro tipo de asociacion esta dada por la distancia entre los
filamentos de actina-miosina, la cual se asemeja a un capilar y es destacado por Huff-Lonergan y
Lonergan, (2005) como la fuerza de capilaridad (figura 1-1), la cual puede mantener un nimero
determinado de moléculas de agua. Debido a su asociacion con el agua, el componente proteico
del muasculo es muy importante y se puede clasificar en tres categorias (Tornberg, 2005):

= Miofibrilares (50-55%): dividida en fibrosas (como actina y miosina), reguladoras (como

tropomiosina y Troponina) y de sostén (como Titina y Desmina).
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= Sarcoplédsmicas (30-34%): proteinas solubles (como CreatinKinasa y Mioglobina), que
contribuyen poco a la retencion de agua, sobre todo luego del proceso de coccion de la

carne.
= Proteinas del tejido Conectivo (10-15%). como el Colageno.

Figura 1-1: El masculo, estructura, proteinas constituyentes y su distribucion del agua.
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(2011).
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1.4 Cambios en el musculo durante el PM

Cabe destacar que ademas del contenido, localizacion y movilidad del agua existen factores AM
(raza, masculo, estrés pre-sacrificio, el genotipo, dieta, entre otros) y PM (procedimiento de
sacrificio, tiempo y temperatura de maduracion) que pueden afectar la calidad de la carne (Harper,
1999; Pearce et al., 2011). Una vez se realiza el sacrificio del animal se desencadenan una serie de
cambios que modulan la conversion del musculo en carne, los cuales se pueden dividir en tres

fases: fase de apoptosis 0 muerte celular programada, fase de rigor mortis y fase de tenderizacion.

1.4.1 Fase de Apoptosis

Al detenerse la circulacién sanguinea, se inician en el tejido muscular una serie de cambios muy
complejos. Los diferentes tejidos continGan su actividad metabélica bajo control local,
consumiendo sus reservas energéticas para tratar de mantener la temperatura e integridad
estructural de sus células, frente a la tendencia espontanea a la degradacion (Zhang et al., 2006).
Sin embargo, pronto se inicia la apoptosis o muerte programada de las células musculares al perder
el suministro de nutrientes y oxigeno. Este proceso es modulado por las Caspasas, siendo estas
enzimas un elemento fundamental que facilita la accion de otros sistemas proteoliticos como
Catepsinas y Calpainas (Ouali et al., 2006). Con el fallo en el aporte de oxigeno por la sangre al
musculo y la subsecuente caida del potencial de oxidacién, el sistema enzimatico citocromo es
incapaz de actuar, imposibilitando la re-sintesis de ATP por este mecanismo. Debido a la actividad
constante de las ATPasas sarcoplasmaticas, desciende el nivel de ATP produciendo
simultaneamente foésforo inorganico que estimula la degradacion del glucégeno a acido lactico. La
re-sintesis de ATP por glucélisis anaerébica es incapaz de mantener el nivel de ATP debido a que
es un proceso poco eficaz y a medida que desciende este nivel energético, se forman los complejos
de acto-miosina causando la inextensibilidad propia del musculo en rigor mortis (Zhang et al.,
2006).

1.4.2 Fase de Rigor mortis

A medida que discurre la glucdlisis PM, el musculo se hace inextensible, estado que se conoce
como rigor mortis. Cuando los musculos entran en esta fase (hallandose en estado de contraccion)
los filamentos de actina y miosina se sobreponen completamente, formandose muchos enlaces
cruzados Yy si se realiza la coccion en esta fase, el resultado es una carne de mayor dureza (Zhang et
al., 2006).
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1.5 Fase de tenderizacion

Antes de gue se alcance el pH final se inician otros cambios degradativos cuya intensidad afectan
la naturaleza y la cantidad de las proteinas; estos cambios se detienen por la coccion (Zhang et al.,
2006). La dureza final de la carne depende del grado de alteracion de los componentes
estructurales del musculo y de las proteinas asociadas, durante y subsecuente al rigor mortis. La
protedlisis contribuye a esta alteracion a través de la degradacion de proteinas, lo que ha sido
observado en musculos mantenidos a temperaturas de refrigeracion. Sin embargo, algunos factores
fisicos como el grado de acortamiento del masculo también contribuyen a la dureza final (Te Pas et
al., 2004). En el estudio de Straadt et al. (2007) se evalu6 el efecto del periodo de maduracién
sobre las estructuras de la carne. A los 7 y 14 dias de maduracion se pudo observar el hinchamiento
de varias fibras como consecuencia benéfica de la proteolisis, ya que en esta condicién el masculo
puede retener mas agua, pero como lo reportan Campo et al. (2000) la méaxima tenderizacion
(99.76%) de la carne se realiza durante la primera semana de maduracion, presentandose el mayor
grado de protedlisis en la carne y tedricamente un mayor numero de fibras que exhiben
hinchamiento, el cual estda asociado a una mayor CRA. Posiblemente, esto es debido a que el
hinchamiento permite una mejor interaccién entre las proteinas lisadas enzimaticamente y el agua,

generando una fase mas estable (Lonergan y Lonergan, 2005).

1.6 Efectos de los cambios PM en la CRA

Aungue Koftczak et al. (2007) al evaluar los masculos ST y Psoas major concluyeron que las
proporciones de agua ligada, inmovilizada y libre se mantienen casi invariables a través del
periodo de maduracion, es claro que los cambios PM que ocurren en el metabolismo celular
inmediatamente después del sacrificio, ocasionan cambios bioquimicos y fisicos que pueden

afectar la CRA del musculo y por consiguiente de la carne.

1.6.1 Cambios bioguimicos

= Consumo gradual de la energia disponible.

= Paso desde un metabolismo aerdbico a anaerdbico, favoreciendo la produccion vy
acumulacion de &cido lactico, resultando en una disminucion del pH desde valores
cercanos a la neutralidad hasta 5.4-5.8.

»= Incremento en la fuerza idnica, en parte, causada por la inhabilidad de las bombas
dependientes de ATP.
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= Incremento en la inhabilidad de la célula para mantener las condiciones de reduccidn,

pasando a condiciones oxidativas.

Todos estos cambios pueden tener efectos profundos en numerosas proteinas de la célula muscular,
especialmente en los sistemas enzimaticos proteoliticos, considerados como cruciales en la
tenderizacion PM (Huff-Lonergan y Lonergan, 2008). El descenso del pH durante el PM hace que
muchas proteinas de la carne alcancen su punto isoeléctrico, por modificarse la configuracion de
los aminodcidos que las constituyen (paso de la configuracion anidnica a zwitterion). Bajo la forma
anion (-) y cation (+) los aminoacidos tienden a retener mas agua (figura 1-2), mientras que bajo la
forma zwitterion (equilibrio de cargas) su retencion es minima (Sanchez, 1997).

1.6.2 Cambios fisicos

Algunas de las proteinas estructurales constituyentes de la costamera, proteinas de membrana y
conexiones inter-miofibrilares, poseen correlacion con la terneza de la carne y por ende con la
CRA, segun el grado de desnaturalizacion. Farouk et al. (2012) postulan el “efecto esponja”
determinado por una progresiva desintegracién de la estructura de la célula y la disrupcion de
proteinas estructurales como Desmina, Vinculina, Talina, Titina, Nebulina y Filamina, sumado a

un incremento en la viscocidad del fluido celular dado por la gelificacion y agregacién proteica.

Figura 1-2: Relacién entre el pH y la CRA.

s - 55 60 pHde la carne

Tomado de Sanchez (1997).

El proceso de proteolisis de filamentos clave y su asociacion con un incremento en la CRA, esta
dada por permitir el hinchamiento de las miofibrillas, haciendo que la estructura de la carne

retenga mas agua (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005). Straadt et al. (2007) evaluaron el efecto del
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periodo de maduracion de la carne sobre la CRA y observaron una disminucion progresiva durante
las primeras 48 horas PM, valor que permanecié constante hasta el dia 4, y mejoro
significativamente al dia 14. Las PPC mostraron un comportamiento similar ya que presentaron un
incremento inicial y una posterior estabilizacion entre los dias 7 y 14. Lo anterior confirma el papel
que desempefia la protedlisis sobre la CRA (Bee et al., 2007) y las PPC y su asociacién con la
terneza. De igual modo, en otro trabajo se encontrd una elevada correlacion entre las PPG y la
cantidad de Desmina sin proteolisis enzimatica entre los dias 1 y 7 de maduracion. Cuando las
cantidades de Desmina con proteolisis son bajas se produce el acortamiento de las miofibrillas, lo
que finalmente se va a traducir en la contraccion de todo el masculo, induciendo la salida de agua
desde su interior hacia el espacio extracelular (Zhang et al., 2006). En contraste con lo anterior, la
protedlisis de la subunidad B1 de la Integrina puede afectar negativamente la CRA de la carne, ya
gue ha sido sugerida como responsable del incremento en la formacion de los canales de goteo en
la membrana celular (Straadt et al., 2008; Lawson, 2004), lo que esta respaldado con la
disminucidn de las PPG y una cantidad elevada de Integrina sin protedlisis durante el periodo de

maduracion PM en carne de cerdo, reportado por Zhang et al. (2008).

1.7 La coccion de la carne

La coccion tiene un efecto importante sobre las proteinas de la célula muscular y del tejido
conectivo (Bouhrara et al., 2011) desintegrando su estructura y modificando la organizacién del
agua (Bertram et al., 2003). La proporcion total de agua en la carne disminuye en un 15-17%
cuando es sometida a coccidn a 75°C, si se compara con el contenido de agua en carne cruda. Estas
pérdidas de agua pueden variar dependiendo del método (en agua, asado o frito Kotczak et al.,
2007), el tiempo y la temperatura de coccién (Christensen et al., 2011). La reduccion en el
contenido total de agua en la carne después de la coccidn genera una interaccién mas fuerte de esta
con las proteinas (Bouhrara et al., 2012), lo que se refuerza con el pico de solubilidad del colageno
(70°C) (Palka, 1999).

La coccién ocasiona una disminucion del volumen mediante la contraccion de la pieza carnica, que
segun Bouhrara et al. (2012) es en mayor medida una contraccion de tipo transversal (35%),
respecto a la contraccién de tipo longitudinal, que fue estimada hasta del 3%, cuando compararon
temperaturas entre 20°C y 75°C. Cabe destacar que la contraccion de tipo transversal es la
responsable de la expulsion de la mayor parte del agua hacia la superficie de la carne, lo que se

traduciria en una diminucion del area superficial de la pieza carnica que puede llegar hasta un 27%
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(Bouhrara et al., 2011). En el estudio de Christensen et al. (2011) se obtuvieron resultados
similares, ya que cuando la carne fue sometida a coccion se produjo una contraccién transversal,
producido por una disminucién de los espacios intermiofibrilares, lo que se pudo correlacionar con
piezas cérnicas con elevada expulsién de agua. De modo similar, Li et al. (2010) reportaron una
reduccién hasta del 63,1% en el didmetro de la fibra cuando compararon temperaturas de coccion
entre 40°C y 90°C, lo que permitio observar que la salida de agua se inicia a partir de los 40°C y se
incrementa cuando alcanza los 53°C. En otro estudio encontraron una reduccion de hasta el 48% en
la masa miofibrilar cuando se sometieron las piezas carnicas a coccion a una temperatura de 100°C
durante 15" y adicionalmente se pudo observar, un incremento (19%) en el espacio entre miofibras
(Astruc et al., 2010), lo que concuerda con la contraccion de tipo transversal observada por
Bouhrara et al. (2011) y la reduccion en el diametro de la fibra muscular reportada por Li et al.
(2010).

En estudios previos se ha podido confirmar que a la temperatura de denaturacion del endomisio
(50°C) se produce la contraccion de la fibra muscular, lo que facilita la salida de agua (Li et al.,
2010). Cabe destacar que se ha podido ratificar que cuando la pieza cérnica alcanza la temperatura
de coccion a la cual se produce la denaturacion de las proteinas de la matriz extracelular se

favorece la expulsién de agua desde el espacio interfascicular del masculo (Bouhrara et al., 2011).

La denaturacion térmica de las proteinas desencadena cambios importantes en la pieza cérnica

durante la coccion. Entre los cambios estructurales de este componente se destacan:

= Despliegue: dafio en la estructura helicoidal y exposicion de regiones hidrofdébicas proteicas
gue originan modificaciones de la interaccién proteina-agua (Tornberg, 2005; Christensen et
al., 2011).

» Interacciones proteina-proteina: agregacion, formacion de geles, granulacion y modificacion o
disminucién de la solubilidad de las proteinas sarcoplasmicas (Tornberg, 2005; Astruc et al.,
2010).

»  Contraccion de las proteinas fibrosas: incremento de la “fuerza elastica” que obliga a la salida

de agua (Tornberg, 2005).

Entre las modificaciones quimicas que ocurren en las proteinas cuando la pieza céarnica es sometida
a la coccion Promeyrat et al. (2010) mencionan la formacion de los puentes de ditirosina (por la
oxidacion de la tirosina), puentes disulfuro (por la oxidacion de cisteinas) y puentes amida (por

oxidacion de aminodcidos basicos), las cuales contribuyen al proceso de agregacion proteica.
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Todos los cambios ocurridos a las piezas carnicas durante la coccidn, la contraccion de tipo
transversal de la fibra muscular (Bouhrara et al., 2011), la reduccion en el diametro de la fibra
muscular (Li et al., 2010), el incremento en el espacio entre miofibras (Astruc et al., 2010) y la
disminucion en el diametro del sarcomero (Christensen et al., 2011) conducen a incrementar la
movilizacion o salida de agua celular, facilitada por la denaturacion térmica de las proteinas que

ocasiona la deformacion de la pieza cérnica.

1.8 Genes que pueden influir sobre la CRA en la carne

Los genes con relevancia fisiologica sobre la CRA, deben ser considerados como candidatos
primarios y deben expresarse preferencialmente en los 6rganos relacionados con la caracteristica y
durante determinados estados del desarrollo (Ron y Weller, 2007). La postulacion de este tipo de
genes también se puede basar en estudios previos en otras especies de animales domésticos, como
es el caso del cerdo, especie en la que se han realizado estudios previos de asociacion entre
mutaciones identificadas en genes candidato y caracteristicas organolépticas de la carne. Sin
embargo,se debe tener en cuenta que los procesos que ocurren durante el periodo de maduracion
PM, dando el paso de “musculo” a “carne” son modulados por genes que se expresan in-vivo en el
animal, llegando a ejercer gran influencia sobre la calidad del producto final, la carne. Por lo tanto,
es de crucial importancia incluir en la evaluacion, genes que codifican enzimas que intervienen
tanto en el metabolismo celular, como enzimas proteoliticas que afectan la estructura de los
miofilamentos y proteinas estructurales del sarcolema. Por consiguiente, debido a que trabajos
previos han demostrado que la CRA es influenciada por el metabolismo PM y el grado de
alteracion de la estructura celular durante la conversion musculo-carne, los genes candidato

postulados deben intervenir en al menos uno de estos dos procesos.

Un estudio previo en quince razas europeas cuyo objetivo era caracterizar y validar 206 genes
considerados como candidatos posiblemente asociados con produccién y calidad de carne, permitio
identificar 672 SNP, los cuales pueden contribuir a evaluar el papel de los genes en el control
genético del desarrollo muscular y la calidad carnica (Williams et al., 2009). Dentro de los genes
candidato validados en ese estudio, se incluyeron el Receptor de la Rianodina tipo 1 (RYR1) y la
Subunidad Gamma 3 de la proteina kinasa AMP activada (PRKAG3), los cuales en trabajos
previos se han encontrado asociados a calidad carnica en el cerdo (Laville et al., 2009; Lahucky et
al., 1997; Otto et al., 2007; Enfalt et al. , 2006; Lindahl et al., 2004), algunos genes codificantes de

enzimas proteoliticas con efecto sobre la terneza de la carne como la p-Calpaina (CAPN-1) y la
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Calpastatina (CAST) y proteinas estructurales como la Desmina (DES) (Bee et al., 2007; Lawson
et al., 2004).

1.8.1 Genes que afectan el metabolismo muscular

1.8.1.1 Receptor de la Rianodina tipo 1 (RYR1).

La liberacion del Ca** durante el proceso de excitacion-contraccion en las fibras musculares
esqueléticas se inicia por la interaccion funcional de la membrana exterior del sarcolema a través
de los Tubulos T, en los que se localiza el receptor Dihidropiridina (DHPR) que es un canal de
Ca”" tipo L de membrana exterior, con el RS, que contiene el receptor de la Rianodina tipo I, que
es el canal responsable de la liberacion de Ca*" (Felder et al., 2002). Ikemoto et al., (1997)
pudieron demostrar la expresion de los genes RYR1 y RYR3 en fibras del musculo esquelético
cuando analizaron ratones knock-out para ambos genes. Los resultados permitieron concluir que
aunque las fibras musculares mantenian la capacidad de almacenar Ca?*, el mecanismo de
liberacion del mismo se encontraba bloqueado (lkemoto et al., 1997). En otro estudio con
embriones de raton knock-out para RYR1 las miofibrillas revelaron una apariencia desorganizada,
lo que permitié demostrar su importancia durante la miogénesis, en contraste con el desarrollo
normal de las miofibrillas de los ratones knock-out para RYR3. Cuando se evalud la respuesta
contréctil de las fibras musculares durante la activacion directa con Ca** pmolar en ratones RYR1-
/-; RYR3+/+, el desarrollo de la fuerza fue del 14%, en contraste con los ratones RYR1-/-; RYR3-
/- en los que fue del 7%, respecto del control RYR1+/+; RYR3+/+. Lo anterior, pudo demostrar
que la ausencia de expresion del gen RYR3 no tiene efecto sobre el desarrollo de la fuerza
muscular a diferencia de la respuesta evidenciada en ratones knock-out para RYR1 (Barone et al.,
1998). El gen RYRL se ha encontrado asociado a parametros de calidad carnica en estudios previos
en cerdos (Laville et al., 2009; Lahucky et al., 1997; Otto et al., 2007). Cuando se produce una
alteracion en la liberacion del Ca** en las fibras musculares esqueléticas del animal, se ha
observado un efecto directo sobre la contraccion muscular, que durante el PM se manifiesta en un
consumo incrementado de ATP via glicolitica lo que lleva al descenso del pH final de la carne,

ocasionando una menor CRA.

Desde el afio 2007 se demostré que los cerdos portadores del polimorfismo R615C (denominado
alelo n) del gen RYR1 (Ta, et al., 2007) presentan un mayor descenso del pH muscular durante el

periodo PM y en trabajos posteriores se ha demostrado que el muasculo Longissimus lomborum de
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cerdos con genotipo nn presenta un pH méas bajo a los 45 minutos PM (Laville et al., 2009) y una
menor CRA (Lahucky et al., 1999). Otto et al. (2007) encontraron diferencias significativas para el
pH a los 45 minutos PM, cuando compararon lomos de individuos con genotipos Nn y NN, sin
embargo, esta significancia no fue observada a las 24 horas PM. Cabe destacar que los cerdos
heterocigotos (Nn) mostraron un incremento de 43% de PPG en contraste con los cerdos NN. El
gen RYR1 del bovino estd ubicado en el cromosoma BTA18 y posee 107 exones

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

1.8.1.2 Subunidad Gamma 3 de la proteina kinasa AMP
activada (PRKAG3)

La proteina kinasa AMP activada (AMPK) se considera un sensor de la energia celular y es
sensible al incremento de la concentracion de AMP en respuesta a una disminucién en el nivel
energético de la célula o a estrés. Las concentraciones elevadas de ATP también producen un
efecto antagonico sobre la activacion por AMP, lo que hace que el sistema sea sensible no solo a
un aumento en la concentracion de AMP, sino también a un incremento en la tasa AMP:ATP
(Grahame et al., 2005), a través de uno de los tres constituyentes de la molécula AMPK, la
proteina PRKAG3. Este gen se ha encontrado ampliamente asociado a alteraciones en el
metabolismo del glucégeno en humanos y cerdos. En el estudio de Barnes et al. (2005) empleando
una linea genética de ratones transgénicos portadores de la mutacién R225Q de este gen,
reportaron un incremento en el contenido de glucdgeno muscular dado un cambio en la utilizacion
de la glucosa, pasando de una finalidad catalitica a anabdlica. La mutacion R225Q se establece
como missense al generar una pérdida de la funcién molecular eliminando la regulacion alostérica

por AMP:ATP, causando un incremento en la actividad basal del AMPK.

La proteina PRKAG3 es la encargada de la activacion de la molécula AMPK, por lo que se
encuentra involucrada en la regulacion de su actividad en el musculo esquelético y por tanto en el
metabolismo del glucdégeno, por lo que los estudios de asociacidn entre polimorfismos de este gen
y la calidad carnica, se basan en alteraciones en la deposicion de glucégeno en el musculo antes del
sacrificio del animal y su conversion en acido lactico durante el periodo PM, lo que influye en el
pH y la CRA (figura 1-2), influyendo en la calidad de la carne (Ouali et al., 2006). En cerdos se ha
podido identificar el alelo silvestre, rn+ (199V-200R) asi como dos mutaciones RN- (199V-200Q)
y rn* (1991-200R) que poseen asociacion con la CRA. En el estudio de Enfélt et al. (2009) se

pudo demostrar que los animales portadores del genotipo RN-/- poseian un mayor contenido de
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glucdgeno muscular, humedad y rendimiento en carne, pero por el contrario el contenido de
proteina era el mas bajo, cuando se comparé con los no portadores de al menos una copia del alelo
RN-.

Lindahl et al., (2004) reportaron en el musculo LD de cerdos, un efecto negativo del alelo RN-
sobre el pH final y la CRAr y CRAC, al ser comparado con los alelos rn+ y rn*, estableciendo la
siguiente jerarquia para la caracteristica pH final: genotipos RN-/- < rn+/rn+ < rn+/rn* = rn*/rn*,
Se pudo concluir que la carne de cerdos cuyo genotipo poseia al menos una copia del alelo RN-
presentaba un pH mas bajo y mayores valores de PPG y PPC. Sin embargo, Scheffler et al. (2011)
indicaron que el cambio en la deposicion de glucégeno es solo una de las modificaciones que
presentan los animales con la variante RN- respecto a los que expresan la proteina normal, por lo
gue sugieren la necesidad de establecer diferencias tanto en las propiedades como en la cantidad y
la actividad de la enzima, el tipo de fibra muscular y su estatus energético. El gen de la proteina
PRKAG3 ha sido reportado con una alta variabilidad en diferentes razas de bovinos lo que
incrementa la posibilidad de que posea una alta influencia en las cualidades sensoriales de la carne.
Yu et al. (2005) caracterizaron el gen de la proteina PRKAG3 en una raza coreana y pudieron
identificar tres mutaciones funcionales y un splicing alternativo en el exén 2 de este gen y Roux
et al. (2006) en las razas bovinas Charolais, Limousin y Holstein identificaron 32 SNPs
adicionales, cinco de los cuales son funcionales, porgque producen cambios de un aminoacido en la
secuencia proteica, lo que podria tener un efecto directo sobre el funcionamiento de la proteina.
Cabe destacar las diferencias encontradas en las frecuencias alélicas de los polimorfismos
identificados en las razas analizadas, hallando algunas mutaciones exclusivas de una raza, lo que
puede ser el resultado de los lineamientos de seleccion a los que han sido sometidas durante
décadas. El gen PRKAG3 esta ubicado en el BTA2, posee 14 exones y hay 101 SNPs reportados

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Segun Otto et al. (2007) el polimorfismo R615C del gen RYR1 seguido por el marcador 1199V
identificado en el gen PRKAG3, convierte a estos dos genes, como los de mayor influencia sobre
la calidad carnica en cerdo, aunque de modo independiente. Para el caso de bovino, estos genes

han sido poco estudiados en investigaciones de asociacion con parametros de calidad carnica.
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1.8.1.3 Otros genes

Los genes PGAM2 y PKM2 son mencionados por Fontanesi et al. (2008) como candidatos
posiblemente asociados, ya que estan involucrados en vias energéticas celulares y Ponsuksili et al.
(2008) reportan la existencia de otro grupo de genes involucrados en la produccion de ATP
mediante la via de fosforilacién oxidativa, que al disminuir su expresién favorecen el incremento
de las PPG, dada la utilizacion de la via glucolitica en la fibra muscular, segun la limitada
disponibilidad de O, y por lo tanto poseen un efecto potencial sobre los parametros de calidad de la

carne.

1.8.2 Genes que afectan la constitucion fisica del muasculo

1.8.2.1 Sistema Calpaina-Calpastatina y proteinas
sustrato.
Los filamentos estructurales que son sustrato de los sistemas proteoliticos pueden jugar un papel
importante en la CRA, ya que al sufrir protedlisis enzimatica permiten la formacion de una fase
mas estable de agua-proteina, disminuyendo la pérdida de agua mediante el efecto esponja
mencionado por Farouk et al. (2012). Pero al no ser objeto de protedlisis, pueden inducir el
encogimiento de la miofibra, desplazando el agua intracelular hacia el espacio exterior. Por esta
razon los genes que codifican los sistemas proteoliticos y las proteinas estructurales pueden ser de
gran importancia en esta caracteristica. Ponsuksili et al. (2008) establecen que varios genes
responsables de la estructura celular, como es el caso de filamentos citoesqueléticos, incrementan

su expresion en carne con mayores PPG.

El sistema Calpaina-Calpastatina posee un importante rol bioldgico in-vivo, pero su asociacion con
la calidad de la carne se da gracias al papel que desempefia durante el PM (Pomponio et al., 2008).
La Calpaina posee actividad proteolitica sobre diversos filamentos del costdmero, el citoesqueleto
y el disco Z, incluyendo filamentos como la Vinculina, la Desmina, la a-Actina (Bond y Warner,
2007) y Anquirina 1 (Aslan et al., 2012), siendo la Calpastatina su inhibidor (Motter et al., 2009).
Varios marcadores de este sistema han sido asociados por Pinto et al. (2010) en bovino con la
caracteristica terneza, estableciendo una relacion epistatica para ambos genes, basado en que una
mayor accion de la p-Calpaina durante el periodo PM puede dar como resultado una menor pérdida
de agua desde la estructura celular, debido a la protedlisis de una mayor cantidad de filamentos

proteicos (Bond y Warner, 2007).
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Bee et al. (2007) establecieron que en carne de cerdo la abundancia de la Desmina y la Talina sin
sufrir lisis a 2, 3 y 5 dias PM, fueron positivamente correlacionadas con las PPG después de 1, 2 y
4 dias de almacenamiento, indicando que cuando hay una elevada cantidad de proteinas
citoesqueléticas sin sufrir protedlisis, se presentan mayores PPG. También establecieron que el pH
temprano en el PM se relaciona con la degradacion de proteinas citoesqueléticas, ocurriendo mas
rapido en carcasas que presentaban pH inferiores a 5,7 a las 3 horas PM. De tal modo que la caida
del pH puede influir en la disrupcion proteica y por lo tanto en el acortamiento del sarcomero,
obligando a la expulsion de agua desde la matriz celular. Pero la protedlisis de otro grupo de
proteinas, como es el caso de la subunidad B1 de la Integrina (proteina de membrana) ha sido
reportada como negativa para la CRA, fundamento empleado por McBryan et al. (2010) como la
responsable de haber encontrado en su estudio una mayor PPG en carne de cerdo con menor
actividad de Calpastatina PM (ya que permite una mayor accion de la Calpaina). E1 gen de la p-
Calpaina se ubica en el BTA29 bovino y el gen de la Calpastatina en el BTA7 del bovino, Este

Gltimo posee cuatro variantes diferentes segun la region codificada. (www.ncbi.nlm.nih.gov).

1.8.2.2 Proteinas de la matriz extracelular

El IMCT esta compuesto principalmente por fibras de Colageno y Elastina rodeadas por una matriz
de proteoglicanos (ej. Decorina), siendo el Colageno tipo | y Il las fibras mas abundantes en el
endomisio, perimisio y epimisio, mientras que el Colageno Tipo IV es el principal componente no
fibrilar de la membrana basal que liga la capa fibrilar (reticulo) del endomisio y la membrana
celular 6 sarcolema (Purslow, 2005). En el estudio de McBryan et al. (2010) se observé que piezas
carnicas (Longissimus toraxis lumborum porcino) con valores elevados de PPG poseian una
expresion superior de Colageno tipo | alfa 1 (COL1A1). De modo similar, Ponsuksili et al. (2008)
reportaron el incremento de la expresion de varios genes (Laminina alfa 4 -LAMA4 y gamma 1 -
LAMCL, Fibronectina 1 -FN1, Septina 5 - PNUTL1, Coléageno tipo IV alfa 1 -COL4A1, tipo | alfa
1 -COL1Al y tipo VI alfa 3 -COL6A3) en carne de cerdo con PPG elevadas.

1.8.3 Otros genes posiblemente asociados

Actualmente existen varios grupos de investigacion que han postulado nuevos genes asociados a
caracteristicas de calidad carnica en cerdo. En el estudio de Lee et al. (2011) se pudo identificar la
asociacion de mutaciones puntuales en varios genes con algunos parametros de calidad cérnica,

aunque no establecen claramente un sustento bioldgico. Ponsuksili et al. (2008) correlacionaron el
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nivel de expresion génica con el parametro PPG y establecieron varios genes involucrados en
procesos como: 1. Actividades transductora y receptora de sefiales; 2. Citoesqueleto; 3. Membrana
plasmética; 4. Comunicacién y sefializacion celular; 5. Vias de sefializacién del Calcio; 6. Matriz
extracelular; 7. Genes mitocondriales; 8. Metabolismo de proteinas entre otros, los cuales pueden
ser establecidos como potenciales genes candidato en bovino.

1.9 El mejoramiento genético como una herramienta atil

Durante las Gltimas décadas, los avances en genética molecular han permitido la identificacién de
multiples genes o marcadores genéticos asociados con estos, que afectan caracteristicas de interés
en ganado, incluyendo genes para caracteristicas monogénicas y QTL (Quantitative Traits Loci) o
regiones gendmicas que afectan caracteristicas cuantitativas (Malek et al., 2001), las cuales han
permitido el incremento de la respuesta a la seleccién, en particular para parametros que son
dificiles de mejorar con la seleccidon convencional, tales como aquellas de baja heredabilidad o
caracteristicas cuya medicion fenotipica sea dificil, costosa o que solo pueden ser evaluadas en
animales adultos o en estado PM -Dekkers, 2004), como las caracteristicas de calidad carnica. La
aplicacion de los marcadores moleculares en el mejoramiento genético radica en la posibilidad de
genotipificar los individuos en loci especificos y posiblemente uno de los ejemplos mas exitosos
fue la determinacion de un QTN a partir de un QTL asociado previamente a calidad y produccion
lactea (Olsen et al., 2007). Para cumplir con el proposito de mejorar el desempefio productivo de
los animales de granja, existen tres tipos de loci genéticos polimoérficos observables: 1) Marcadores
directos: loci que codifican para una mutacién funcional; 2) Marcadores DL: loci que estan en
desequilibrio de ligamiento con la mutacion funcional; 3) Marcadores EL: loci que estan en
equilibrio de ligamiento con la mutacién funcional en poblaciones cruzadas. La seleccion segun el
tipo de marcador utilizado, es referida como, seleccidn asistida por genes (GAS), seleccidn asistida
por marcadores DL (LD-MAS) y seleccién asistida por marcadores EL (LE-MAS) (Dekkers, 2004
y Corva, 2010).

1.10Conclusiones

La Capacidad de Retencion de Agua (CRA) de la carne no solo presenta asociacion con la
percepcion sensorial de la jugosidad, sino también con las mermas o pérdida de peso de las piezas
carnicas, durante el proceso de maduracion y/o coccion al que debe ser sometida la carne con el fin

de garantizar su calidad. Por todo lo anterior, se destaca la importancia de esta caracteristica, la
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CRA, en el sector carnico mundial, lo que hace indispensable el desarrollo de estrategias que

permitan aclarar y mejorar su comportamiento.

Durante el proceso de conversion musculo-carne se desencadenan una serie de eventos muy
complejos, que culminan en la presentacion de unas determinadas caracteristicas del producto
final. La modulacidn y/o control de esos caracteres en condiciones normales esta comandada por la
presencia de polimorfismos genéticos de multiples genes, que pueden originar variaciones de la
CRA. La identificacion de mutaciones con un efecto sobre la capacidad de retencion de agua en la
estructura celular, permitira desarrollar planes de seleccion y mejora mas eficientes, dadas las
condiciones de medicion de estos parametros. Finalmente, algunos de los genes con mayor
influencia segun revision de literatura sobre el parametro CRA en carne son PRKAG3, RYR1,
CAPNL1, CAST y DES.
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2. Efecto del Cruce y la Maduracion sobre la
Capacidad de Retencion de Agua en crudo y
cocinado en carne de bovino

2.1 Introduccién

En el tropico colombiano, los sistemas productivos ganaderos cuentan con un recurso genético
muy importante, constituido por las denominadas “razas criollas”, que son el resultado de la
multiplicacion de ganado abandonado o perdido a partir de los cuales se crearon rebafios salvajes o
cimarrones, cuya progresiva adaptacion al medio, origind animales cada vez mas resistentes y
agiles (Beteta, 1997). En este grupo de razas se encuentran el Romosinuano y el BON (Blanco
Orejinegro) radicando su importancia en la variabilidad genética responsable de su adaptacion.
Sanchez et al. (2005) demostraron que estas dos razas poseen una mayor riqueza alélica cuando se
compararon con otras poblaciones de ganado bovino criollo de Sudamérica. Cabe destacar la
necesidad de utilizar sistemas productivos adaptados al medio que se beneficien de esta
variabilidad genética, seleccionando individuos con un potencial genético superior (Renand et al.
2001) que se vera reflejado en la productividad del sistema (cantidad, calidad y bienestar), siendo
indispensable, realizar estudios que evallen pardmetros productivos de estas razas con el fin de
establecer su potencialidad y de esta manera contribuir al desarrollo del sector agropecuario, el
cual posee un rol fundamental en el desarrollo rural sostenible del pais, al generar empleo
descentralizado, divisas y satisfacer las necesidades de consumo de las familias rurales y urbanas
(Anzola, 2005).

Las razas criollas han cumplido un proceso de adaptacién de aproximadamente 500 afios, lo que
les ha proporcionado la habilidad de aprovechar forrajes de mala calidad, asi como la adquisicion
de caracteristicas como docilidad, habilidad materna, precocidad, fertilidad y resistencia. Debido a

que son portadoras de informacién genética Unica e importante (LOpez et al., 2001) poseen
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ventajas indispensables en los sistemas productivos que se desarrollan en estas regiones, cuando se
comparan con razas especializadas de carne que han sido seleccionadas por grandes periodos de
tiempo (Muchenje et al., 2008) en otras regiones del mundo y que no cuentan con la adaptacion
necesaria para hacerle frente a los ambientes hostiles del tropico sudamericano. La inclusion de
razas criollas en programas de mejora y seleccion por medio de su cruce con razas
convencionalmente utilizadas en produccion de carne es una forma de incrementar la

competitividad del sector carnico colombiano y de impedir la pérdida de este recurso genético.

Uno de los principales objetivos del mejoramiento genético en bovinos esta relacionado con los
atributos de calidad carnica, que se subdividen en un grupo amplio de cualidades, como son la
terneza, la jugosidad y el “flavour”. La segunda, estrechamente ligada a la CRA, definida por
Zamorano (1996) como la propiedad que tienen los tejidos de la carne entera o picada para ligar
y/o retener sus propios liquidos, sufriendo la menor merma en su peso cuando es procesada,
cocinada o congelada y descongelada, ya sea a nivel industrial o doméstico. El objetivo de este
estudio fue establecer el efecto del Cruce racial y la Maduracién sobre la Capacidad de Retencion
de Agua en carne cruda (CRAr) y cocinada (CRAC) y establecer correlaciones entre ellas y los

parametros pH y terneza.

2.2 Materiales y Métodos.

2.2.1 Material experimental

Fueron evaluados 164 bovinos F1 castrados, provenientes del cruce de hembras de la raza
Brahman Blanco (BB) con machos de cada una de las siguientes razas: Limousin, Normando,
Braunvieh, Simental (Bos taurus especializado), BON (Blanco Oreginero), Romosinuano (Bos
taurus criollo colombiano) y Guzerat, BR y BB (Bos indicus) mantenidos en el sur del Cesar
Colombiano. La poblacién analizada esta compuesta de la siguiente manera: Limousin-BB: 20;
Normando-BB: 17; Braunvieh-BB: 8; Simental-BB: 18; BON-BB: 18; Romosinuano-BB: 12;
Guzerat-BB: 17; BR-BB: 10; BB puro: 44 animales. Los individuos F1 fueron alimentados con una
dieta a base de los forrajes Brachipard (Brachiaria plantaginea), Guinea (Panicum maximum) vy
Angleton (Dichantium aristatum) y sacrificados a un peso promedio de 492 +38.5 kg y una edad
de 30.9 +4.15 meses en una planta de beneficio (La Dorada, Caldas, Colombia) mediante
procedimientos estandares. Los musculos LD y ST fueron extraidos de la canal izquierda,

empacados al vacio y transportados a las instalaciones del Instituto de Ciencia y Tecnologia de
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Alimentos ICTA, (Universidad Nacional de Colombia). Cada musculo fue dividido en tres
porciones (para los tiempos 7, 14 y 21 de maduracién) y posteriormente cada porcién fue dividida
en dos piezas cérnicas (la pieza 1 fue utilizada para la medicion de pardmetros en carne cruda y la
2 para cualidades de la carne en cocinado) las cuales fueron sometidas al proceso de maduracion
en refrigeracion (4°C). Cumplidos los tiempos de maduracion cada pieza carnica fue dividida en
tres lonchas de 2.54 cm de grosor en las cuales se realiz6 la medicion de los pardmetros carnicos a
evaluar. En cada loncha proveniente de la pieza 1 se midieron los pardmetros CRAry pH y en cada
loncha de la pieza 2, los pardmetros CRAc y WBSF. La pieza 2 al cumplir el respectivo tiempo de
maduracion fue sometida a congelacion (-20°C) hasta el procesamiento, realizando el loncheado

con sierra eléctrica.

2.2.2 Determinacion del parametro CRAr

Se usé la metodologia de Presion sobre papel filtro (F.p.p.) de Grau y Hamm (1953) modificado
(Van Oeckel et al., 1999); cada loncha obtenida de la pieza 1 fue molida mediante un procesador
de alimentos electrdnico, se tomé una muestra de 0.4 + 0.02 gr y se coloc6 con un molde sobre un
papel Walkman niimero 5 y mediante el texturometro TA.TX plus (Stable Micro Systems) se aplic
una fuerza de 2.2 kg por 5 minutos. Se extrajo el papel, donde se observan dos areas, la primera
formada por la carne aplanada y la segunda correspondiente al agua liberada por la carne, ver
figura 2-1. Los papeles con las dos areas, son fotografiados y mediante el programa “Pdf-change
viewer” (disponible en pdf-xchange-viewer.softonic.com) se realiz6 la medicion de las éareas
(Zamorano y Gambaruto, 1997). El valor de la CRAr estd dada por la relacién entre estas dos
areas, aplicando la formula:

CRA en carne cruda=(M/T) * 100 (2.1)

Donde el area M es la formada por la masa de carne y el area T por el agua liberada; bajo este
procedimiento las muestras con un mayor porcentaje de CRAc seran aquellas con un mejor

desempefio (figura 2-1).

2.2.3 Determinacion del pardmetro CRAC.

La pieza cérnica 2 se descongel6 durante 24 horas a 4 °C y se cocinaron las lonchas en plancha de
contacto inferior y superior hasta que el centro térmico alcanzo los 70°C (medida por medio de una
termocupla). El porcentaje de CRAC se obtuvo segun la férmula:

CRA en carne cocinada = 100 * ((pesol — peso2) / pesol) (2.2)
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Esta formula fue sugerida por Bertram et al. (2003), donde el pesol corresponde al valor de la
carne cruda y el peso2 al valor obtenido al cocinar la carne, con pesaje inmediatamente la pieza

carnica obtiene 70°C en el centro térmico.

Figura 2-1: Procedimiento de obtencién de la CRAr

a. Papel marcado con el nimero del animal y la loncha correspondiente, b. Muestra de carne molida (0.4 gr) sobre el
papel, c. Papel luego de la aplicacion de la fuerza, presenta dos areas diferentes, la interior formada por la carne aplanada
(M) y la exterior por el agua expulsada de la masa (T), d. marcaje del perimetro de las dos areas mencionadas, e y f.
proceso de medicion de las areas.

2.2.4 Determinacién de otros parametros de calidad carnica.

El pH fue medido simultaneamente a la CRAr con un potenciémetro Handylab pH11/set en cada
una de las tres lonchas provenientes de la pieza cérnica 1, realizando medicién directa en carne
molida. A partir de la pieza cérnica 2, se obtuvieron tres lonchas, cada una con un grosor de 2.54
cm, cortadas en direccion perpendicular a las fibras. En cada loncha se realizé la medicion de la
textura mediante la técnica WBSF (Warner-bratzler Shear Forse) con un texturometro TA.TX plus
(Stable Micro Systems), utilizando su respectiva célula. El pardmetro de textura de WBSF se
obtuvo a partir del valor de fuerza de corte (en kg) ajustado con el area bajo la curva (medida en
kg/seq).
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2.2.5 Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el procedimiento GLM del paquete SAS. Los Coeficientes de
correlacién de Pearson entre los parametros CRAr-pH y CRAc-WBSF (relacion loncha-loncha)
y CRAr-CRAc CRAc-pH (en relacion pieza céarnica-pieza) fueron calculados utilizando el

procedimiento PROC CORR. El modelo aplicado fue el siguiente:

Yijklm = p + Ci + Mj + Ci*Mj + Gk + AI(GK) + eijklm (2.3)

Donde:

Yijkl = Variable CRA

p = Media poblacional.

Ci = Efecto del Cruce i-ésimo.

Mj = Efecto del tiempo de Maduracion j-ésimo.

Ci*M;j = interaccion Cruce*Maduracion

Gk = Efecto del Grupo contemporéaneo k-ésimo (animales de igual procedencia y dia de sacrificio).
AIl(Gk) = Animal I-ésimo anidado dentro del Grupo del grupo contemporaneo k-ésimo.

Eijkl = Error aleatorio.

De manera independiente, fueron incluidas como covariables la edad de los animales y el peso al
sacrificio de los mismos, pero ninguna de las dos se comporté como una, por lo que no fueron
incluidas en el modelo final. Para comprobar la significancia de los factores Cruce, Maduracién y
su interaccion se emple6 el anidamiento AI(GK) y se aplicaron comparaciones de Tukey-Kramer a

los promedios ajustados.

2.3 Resultados

El material experimental utilizado fue homogéneo ya que se seleccionaron los 164 primeros
animales nacidos, manejados bajo condiciones similares en cada finca, dieta, peso y edad de
sacrificio establecido, al igual que las condiciones de beneficio, manejo de los musculos PM y
metodologia para la obtencion de los valores de CRAr, CRAc, pH y WBSF. El modelo presentd
varianza homogéneas, pequefias y media del error cero, se cumple normalidad del Error. Los
valores de R? del modelo para ambos masculos fueron bajos; para CRAr 0.35 en LD y 0.29 en ST
y para CRAc, 0.29 en LD y 0.33 en ST, indicando que el modelo explica en estos porcentajes la
variacion de la CRAr y la CRAc. Los Coeficientes de variacion fueron para CRAr 0.18 en LD y
0.18 en ST y para CRAc, 0.31en LD y 0.31 en ST.
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2.3.1 Capacidad de Retencion de Agua en carne Cruda (CRAr)

Para el parametro CRAr en LD, los factores principales, Cruce, Maduracién fueron significativos

pero su interaccién no; para ST se presento significancia para el factor Maduracion. En LD, los

cruces con las razas Braunvieh y Limousin (36.0% +6.21 y 35.9% =8.69 respectivamente)

presentaron diferencias significativas con los cruces con BON, BB y Guzerat. Para LD se

establecieron como ideales periodos cortos de almacenamiento (7-14 dias PM). Para el musculo

ST, el dia 7 de maduracion present6 el mejor valor de CRAr de los tres periodos (Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Valores promedio de CRAr y desviacion estandar.

Significancia de factores en CRAr

Factor LD Factor ST

Cruce <0.0001 Cruce ns

Maduracién 0.0005 Maduracién <.0001

Cruce*Maduracién Ns Cruce*Maduracion ns

Valores promedio de CRAr

n Promedio SE Promedio SE

BON 18 31.2° 6.10 BON 29.8 5.90
BB 44 31.3° 6.21 BB 28.4 6.34
BR 10 31.4% 7.42 BR 28.0 7.72
Braunvieh 8 36.0% 6.21 Braunvieh 28.6 4.76
Guzerat 17 30.7° 7.08 Guzerat 26.9 5.26
Limousin 20 35.9% 8.69 Limousin 30.4 7.61

LD ST
Normando 17 33.3% 6.97 Normando 29.8 5.25
Romosinuano 12 33.0% 5.80 Romosinuano 30.1 5.32
Simental 18 31.9% 7.41 Simental 29.8 5.67
7 dias 164 33.7% 7.22 7 dias 31.9% 6.24
14 dias 164 33.3% 6.62 14 dias 27.7 5.88
21 dias 164 31.2Y 7.12 21 dias 277 5.56

Superindices diferentes indican significancia (P< 0.05); a b, comparacion

comparacién dentro de Maduracion.

dentro de Cruces.

Superindices X v,
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2.3.2 Capacidad de Retencion de Agua en carne Cocinada (CRAC)

Para el parametro CRAC, el factor principal Cruce fue significativo en LD, existiendo diferencias
significativas entre los cruces con Limousin (18.1% %6.28) y con Braunvieh siendo este ultimo el
gue presentd el mayor valor en pérdidas por coccion (22.9% £9.45). Para ST ninguno de los

factores analizados fue significativo (Tabla 2-2).

Tabla 2-2: Valores promedio de CRAc y desviacion estandar.

Significancia de factores en CRAc; n = 164

Factor LD Factor ST
Cruce 0.0365 Cruce ns
Maduracion Ns Maduracion ns
Cruce*Maduracion Ns Cruce*Maduracién ns

Valores promedio de CRAc

n Promedio SE Promedio SE
BON 18 19.4% 5.76 BON 23.8 9.35
BB 44 20.0% 7.36 BB 22.7 7.96
BR 10 19.3% 7.99 BR 24.3 8.90
Braunvieh 8 22.9% 9.45 Braunvieh 25.9 7.18
Guzerat 17 21.4%® 7.52 Guzerat 24.4 8.96
Limousin 20 18.1° 6.28 Limousin 23.8 8.44

LD ST

Normando 17 19.9% 6.10 Normando 23.2 8.21
Romosinuano 12 22.4% 8.45 Romosinuano 25.2 7.24
Simental 18 18.5% 7.38 Simental 23.8 8.76
7 dias 164 20.4 6.95 7 dias 24.9 7.75
14 dias 164 19.4 7.40 14 dias 24.3 7.77
21 dias 164 20.8 7.56 21 dias 23.2 9.69

Superindices diferentes indican significancia (P< 0.05); a b, comparacién dentro de Cruces.

2.3.3 Correlaciones entre parametros de calidad carnica

En el masculo LD la correlacion entre CRAr-pH mostré un ry, total de 0.21. También fueron
establecidas correlaciones significativas para los tiempos de maduracion y en los cruces con BON,

BB, Limousin y Normando (Tabla 2-3). La correlacion CRAr-CRAc presento un r,, total de -0.17.
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Se establecié una correlacion baja total para CRAc-pH en ambos musculos. La correlacion entre
CRAc y WBSF total fue de 0.12 (Tabla 2-4). Para ST se establecio un ry, total de 0.24 entre la
CRAry el pH. Los r,y por cruce presentaron significancia en valores medios para todos los cruces,
menos con Braunvieh, Romosinuano y Simental. La correlacion CRAr-CRAc presento un r,, total
de -0.23. Cuando se discrimind por cruce, las correlaciones significativas se presentaron en los
cruces con BON, BB, Braunvieh, Guzerat y Limousin, con valores negativos medios-altos (Tabla
2-3).

Tabla 2-3: Coeficientes de correlacion CRAr-pH y CRAr-CRAc

CRAr-pH CRAr-CRAc
7 14 21 Cruce Cruce
BON 0.37* 0.45* 0.11 0.33*** -0.10
BB 0.04 0.36*** 0.45%** 0.27*** -0.20*
BR -0.40+ 0.41+ 0.45+ 0.27 -0.07
Braunvieh -0.15 -0.06 0.26 0.20 -0.4+
LD Guzerat -0.10 -0.19 0.21 0.08 0.04
Limousin 0.14 0.48*** 0.36*** 0.26*** -0.15
Normando 0.34* 0.28 0.44* 0.42%** 0.11
Romosinuano -0.21 -0.16 0.21 -0.01 -0.36*
Simental 0.28+ -0.10 0.30* 0.10 -0.31*
Maduracion 0.13*** 0.25%** 0.29%** 0.21%** -0.17***
BON 0.42* 0.29+ 0.62*** 0.38*** -0.35*
BB 0.09 0.23* 0.55*** 0.32%** -0.19*
BR -0.01 0.13 0.77*** 0.37*** -0.09
Braunvieh -0.43+ -0.28 0.37+ 0.07 -0.67***
ST Guzerat 0.43*** 0.58*** 0.35* 0.39*** -0.32*
Limousin -0.25* -0.28* 0.64*** 0.16* -0.30*
Normando -0.01 0.26 0.34* 0.28*** -0.27+
Romosinuano -0.28 -0.15 0.26 -0.06 0.08
Simental -0.26 0.28 0.50*** 0.14 0.05
Maduracion 0.02 0.12* 0.49%** 0.24%*** -0.23***

Coeficientes de correlaciones CRAr-pH total (ignorando Cruce y tiempos de maduracién, en negrilla), rxy por Cruce, por
Maduracion y para la interaccion Cruce*Maduracion y coeficientes de correlaciones CRAr-CRACc total (ignorando Cruce
y Maduracion, en negrilla), y por Cruce. (+P<0.1; * P<0.05; ***P<0.001); ver anexo A.
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La correlacion CRAc-pH total mostré un valor de -0.09. La correlacion entre CRAc y el valor de
terneza (WBSF) mostré un r,, total de -0.08. Los cruces con BON, Limousin y Romosinuano
presentaron ry, medios-altos y por periodos de maduracion se establecieron correlaciones bajas
(Tabla 2-4).

Tabla 2-4: Coeficientes de correlacion para CRAc-WBSF y CRAc-pH.

CRACc-WBSF CRAc-pH
7 14 21 Cruce Cruce
BON -0.17 0.10 0.00 -0.03 -0.07
BB 0.06 0.01 0.30** 0.12+ -0.08
BR -0.39+ -0.35 -0.48* -0.38** 0.13
Braunvieh -0.05 -0.02 0.45+ 0.09 -0.21
Guzerat 0.25 0.03 0.24 0.19+ -0.03
- Limousin 0.38** 0.43** 0.49**= 0.42%** 0.09
Normando -0.13 0.39+ 0.15 0.16 -0.05
Romosinuano 0.40* 0.28 0.19 0.26* 0.07
Simental 0.06 0.04 0.14 0.08 -0.22
Maduracion 0.07 0.10+ 0.19*** 0.12%** -0.30
BON -0.78*** -0.65*** -0.36 -0.65*** -0.20
BB 0.17+ 0.01 0.00 0.17** 0.05
BR 0.02 0.11 0.07 0.17 -0.12
Braunvieh 0.26 0.21 0.47+ 0.22 -0.15
Guzerat 0.04 0.10 0.41* 0.11 -0.03
ST Limousin -0.52%** -0.54*** -0.37* -0.45%** -0.35%**
Normando -0.07 -0.15 0.27 0.00 -0.23
Romosinuano -0.43* -0.48** 0.06 -0.41%** -0.22
Simental 0.07 -0.08 0.04 0.03 0.09
Maduracion -0.11* -0.18*** 0.09+ -0.08* -0.09*

Coeficientes de correlaciones CRAc-WBSF total (ignorando Cruce y tiempo de maduracién, en negrilla), rxy por Cruce,
por Maduracion y para la interaccion Cruce*Maduracion y coeficientes de correlaciones CRAc-pH total (ignorando
Cruce y Maduracidn, en negrilla), y por Cruce. (+P<0.1; * P<0.05; ***P<0.001); ver anexo A.

2.4 Discusion

Los valores de R? son bajos, pero los factores analizados fueron significativos en ambos masculos
excepto para la CRAc en ST; de modo similar, otros estudios de evaluacion de caracteristicas de
calidad cérnica presentan valores bajos de R? (desde 14%) estando relacionado a los multiples
factores que pueden influenciar los parametros de calidad carnica, entre los que se encuentran por

ejemplo la temperatura de almacenamiento en el PM o la temperatura en el centro térmico de la
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pieza carnica durante la coccién (Aaslyng et al., 2003). De igual manera, Schonfeldt y Strydom
(2011) obtuvieron valores bajos de R* (29% en LD y 11% en ST) cuando evaluaron el efecto de la
edad y el corte sobre parametros asociados a CRA, indicando que los factores y variables incluidas
en el modelo explican en estos porcentajes la variacion de la CRA.

No se encontr6 una relacion entre la edad de los individuos y la caracteristica CRA y algunos
resultados con un comportamiento similar son reportados por Gill et al., (2010) y Schonfeldt y
Strydom (2011). Estos altimos autores no encontraron un efecto de la edad sobre la CRAr
(determinada como PPG) para los musculos ST y Longissimus lumborum cuando utilizaron la edad
fisioldgica (estructura dental). Sin embargo, es interesante destacar que Safiudo et al., (2004)
pudieron establecer que la edad del animal si afecta las caracteristicas musculares (dureza,
compresidn) y es probablemente mas notorio en razas mas precoces y de bajas tasas de crecimiento
diario, cuando se compararon con razas de mayor peso adulto y edad fisiolégica mas tardia. La
inexistencia de linealidad entre la edad de los animales con la CRAr y con la CRAc, se puede
sustentar en que la CRA es determinada principalmente por el agua intracelular y los componentes
celulares que la retienen ya que aproximadamente el 80% del agua muscular corresponde a aquella
retenida por las miofibrillas (Tornberg, 2005). Sin embargo otras investigaciones (Christensen et
al. 2011; Palka et al. 1999) destacan el papel desempefiado por el tejido conectivo durante la
coccion, dada su contraccion durante el sometimiento de la pieza céarnica al calor, por lo cual la
edad del animal puede influenciar la CRAc debido a la mayor estabilidad que posee este

componente a medida que se incrementa la edad del individuo.

2.4.1 Los factores Cruce, Maduracion y su interaccién

El factor Cruce fue significativo para el musculo LD en el parametro CRAr y en CRAc y algunos
resultados con un comportamiento similar fueron reportados por Zea et al. (2007) en Holstein,
Rubio Gallego y su cruce, estableciendo un efecto del cruce sobre la CRA (pérdidas por goteo,
presion y coccidn). En el andlisis realizado por Marifio et al. (2005) hallaron un efecto de la Raza
sobre el valor de pH en animales Nelore (Bos indicus) y Holstein (Bos taurus). Sin embargo, en el
estudio de Strydom et al. (2000) reportan el efecto de la Raza como no significativo sobre
pardmetros como jugosidad y terneza, utilizando las razas Afrikaner, Nguni, Bonsmara, Santa
Gertrudis, Pardo Suizo y Pinzgauer. En el estudio de Safiudo et al. (1998) no se encontr6 efecto
alguno del factor Raza (Rubia Gallega y Parda Alpina, entre otras) sobre la CRAc al analizar el

musculo LD madurado a 7 dias, de modo similar al reporte de Zea et al. (2008) cuando evaluaron
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esta misma caracteristica en las razas Rubia Gallega, Holstein y su cruce. De lo anterior, se puede
deducir que el efecto de la raza y/o cruce sobre estas caracteristicas, esta sujeto al tipo de grupos
raciales que son evaluados en cada investigacion. Estas diferencias en caracteristicas de calidad
carnica han sido encontradas tanto en razas nativas como en razas especializadas de bovinos
(Safiudo et al., 1998; Campo et al., 2000; Muchenje et al., 2008; Safiudo et al.,. 2004; Monson et
al., 2005), lo que esta relacionado con las diferencias fisioldgicas existentes entre ellas y por ende
con variaciones en la composicion muscular (contenido de proteina, minerales y humedad -
Muchenje et al., 2008) lo que puede tener un efecto importante sobre caracteristicas como la CRA.
De forma notoria, en el estudio de Chambaz et al. (2003) pudieron detectar una jerarquizacion de
tipo sensorial para la jugosidad cuando evaluaron el musculo LD a los 14 dias PM, asi: Angus <
Simental < Charolais < Limousin. Cuando se evaluaron las PPC (CRAc en el presente estudio)
para las mismas razas se observo una jerarquizacion inversa. Lo anterior esta en concordancia con
los resultados del presente estudio, en el que el cruce con Limousin fue el que presentd un mejor
comportamiento de ambas caracteristicas CRAr y CRAc en el masculo LD cuando se comparé con

los demas cruces.

Las diferencias raciales establecidas en este estudio son generadas por el efecto de polimorfismos
en genes mayores o la suma de pequefios efectos de un grupo muy grande de ellos y su interaccién,
los cuales presentan diferentes frecuencias alélicas para cada raza, como resultado de la seleccién a
la que han sido sometidas (natural o artificial). Se han identificado en cerdos algunos genes
mayores con polimorfismos asociados a un efecto importante sobre la caracteristica CRAr, entre
los cuales estain PRKAG3 y RYRL1. En el gen PRKAG3 se identificé la mutacion RN- (199V-
200Q) presente solamente en la raza Hampshire (Enfalt et al. 2006; Lindahl et al. 2004; Bertram et
al. 2003) la cual tiene un efecto negativo importante sobre parametros de textura carnica. Este
efecto fue demostrado en el estudio de Jeremiah et al. (1999), quienes pudieron establecer una
jerarquizacion para el parametro CRAc en el siguiente sentido: Duroc < Yorkshire < Landrace <
Hampshire, siendo la presencia del alelo RN- (199V-200Q) determinante sobre el comportamiento
de este pardmetro de calidad carnica en la ultima raza. Cabe destacar el trabajo realizado por
Lindahl et al. (2004) quienes encontraron los mayores valores de PPG en el musculo LD de cerdos
Hampshire portadores de la mutaciéon RN- (199V-200Q) cuando fueron comparados con cerdos
normales, ya que en este estudio no se hallaron animales dimutados en la poblacion analizada. Otra
mutacion que fue identificada en este mismo gen, es la denominada rn* (1991-200R) que tiene un
efecto positivo sobre la CRA (Lindahl et al., 2004) y mostrd una elevada frecuencia alélica en

poblaciones cruzadas de las razas Hampshire y Landrace utilizadas en el estudio de Enfalt et al.,
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(2006). Roux et al. (2006) cuando realizaron una caracterizacion de este mismo gen en bovinos de
las razas Limousin, Charolais y Holstein identificaron 21 SNPs y al determinar las diferencias de
las frecuencias alélicas por raza para cada mutacion encontraron ademas que algunas mutaciones
eran exclusivas de las razas, por lo que se podria considerar que estas diferencias genéticas son las
responsables de variaciones en las caracteristicas de calidad carnica por raza. El segundo gen
relacionado es RYR, en el que se identificd la mutacion R615C en porcinos, la cual tiene un efecto
que incrementa las PPG a 24 horas PM (Otto et al. 2007), aunque cabe destacar que esta mutacion
ha sido identificada en varias razas de cerdos (Laville et al., 2009; Lahucky et al., 1997; Otto et al.,
2007).

El factor Maduracion fue significativo para la CRAr (nicamente, indicando que los valores de esta
caracteristica presentan una evolucién a través de los tres tiempos de maduracion evaluados, pero
al someter la pieza carnica a la coccion, los valores de CRACc se hacen estables independientemente
del tiempo de maduracion PM de la carne. Cabe destacar que en el presente trabajo se establecio
un mejor comportamiento para CRAr a tiempos cortos de maduracién PM (al dia 7 de maduracion
en LD yalos 7y 14 dias en ST), aunque existen varios trabajos que han reportado una tendencia al
incremento de la retencién de agua a medida que transcurre el tiempo de maduracién (Straadt et
al., 2007; Zhang et al., 2006; Bond y Warner, 2007; Bee et al., 2007; Monson et al., 2005; Oliete
et al., 2007). Sin embargo, una tendencia similar a la encontrada en este articulo fue reportada por
Silva et al. (1999) cuando evaluaron jugosidad. Es necesario destacar que las diferencias
anteriormente citadas, pueden ser explicadas por las diferentes metodologias utilizadas en los
estudios de Straadt et al. (2007) y Zhang et al. (2006) entre otros, ya que la técnica de PPG segun
el estudio de Van Oeckel et al. (1999) no presenta asociacion con el pardmetro sensorial de
jugosidad. Sin embargo, en el presente estudio se utilizd la metodologia de F.p.p. para la
determinacion del parametro CRAr, que es la Unica técnica correlacionada con la jugosidad (0.27
con P>0.01) en el trabajo de Van Oeckel et al. (1999), lo que podria explicar el por qué en este

estudio se hall6 una tendencia similar a la reportada en Silva et al. (1999).

Aunqgue en el caso del pardmetro CRAc no se presentd significancia, algunos investigadores
reportan un mejor comportamiento para otros caracteres organolépticos de la carne al incrementar
el tiempo de maduracion (WBSF y compresion, Safiudo et al. 2004 y Monson et al. 2005). De
modo similar, Campo et al. (2000) reportaron que la maxima tenderizacion (99.76%) de la carne

ocurre durante la primera semana de maduracion, lo que podria explicar el efecto benéfico de la

34



35

Capitulo 2

protedlisis sobre caracteristicas como la CRAr y CRAc. En general, en el presente trabajo se pudo
establecer que el factor Maduracion presenta un efecto importante sobre el parametro CRAr pero
no sobre la CRAC, siendo esta Gltima principalmente afectada por factores involucrados con el
procedimiento de coccién. Lo anterior concuerda con los resultados de otros grupos de
investigacion que reportan gue el periodo de maduracion no tiene efecto sobre la CRAc (Oliete et
al., 2006; Straadt et al., 2007).

En el presente trabajo la interaccion Cruce*Maduracion no fue significativa para ninguno de los
dos musculos evaluados en CRAr ni en CRAC, estableciendo que no existe un comportamiento
diferencial de alguno de los cruces en los tres tiempos de maduracion analizados. A diferencia del
presente trabajo, esta interaccion ha sido reportada por Monsoén et al. (2005) para terneza en carne
bovina y por Bee et al. (2007) para la CRA en cerdo. Cabe destacar que los estudios de Monson et
al. (2004 y 2005) y Safiudo et al. (2004) concluyen que las diferencias entre razas se hacen menos
notorias a medida que se incrementa el tiempo de maduracion, principalmente para caracteristicas

asociadas a terneza.

Segun la significancia de los factores evaluados, se podria establecer que la evolucion de la
caracteristica CRAr PM presenta un comportamiento complejo en ambos tipos de musculos,
blandos (LD) y duros (ST), ya que poseen diferencias tales como el contenido de colageno (Morén
et al., 2004), diferencias en actividad enzimatica, grasa y tipo de fibras (Monsén et al., 2004),
caracteristicas estructurales del musculo y fisiologia de la carne (Safiudo et al., 2004) que son
debidas a diferencias inherentes de la raza o cruce y al proceso de maduracion per se (prote6lisis y
pH - Lonergan y Lonergan, 2005; Ouali et al., 2006; Bee et al., 2007; Lonergan y Lonergan,
2008). Para la caracteristica CRAcC existen algunas diferencias entre los dos musculos analizados y
adicionalmente se debe resaltar que se incrementan los factores que pueden influenciar la variable
respuesta, dado el sometimiento a la coccion de la carne, como lo son la temperatura, el
procedimiento (Aaslyng et al., 2003; Palka y Daun, 1999) y el tiempo de coccion (Barbanti y
Pasquini, 2005).

2.4.2 Correlaciones CRAr-pH, CRAr-CRAc, CRAc-WBSF y CRAc-pH

En el presente trabajo se encontré una correlacion media directa entre la CRAr y el valor de pH,
medidas simultaneamente, evidenciando la existencia de una relacion importante entre estas dos

caracteristicas. Adicionalmente se establecié una tendencia al incremento de esta correlacion a
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medida que avanzé la maduracion para ambos musculos a diferencia del estudio de Serra et al.
(2004) quienes no encontraron una correlacion significativa entre el pH y la CRAr. No obstante, el
trabajo de Muchenje et al. (2008) encontr6 la misma correlacion entre el pH y la retencion de agua
(PPG), solamente en la raza Bonsmara. La relacion entre la CRA 'y el pH puede radicar en el punto
isoeléctrico de las proteinas y su efecto sobre la relacion de los aminodcidos y las moléculas de
agua, la activacion de enzimas autégenas y la degradacion de proteinas a valores de pH mas altos
dado el importante efecto de la lisis proteica sobre la CRA (Zhang et al., 2006; Bond J y Warner,
2007).

La correlaciéon de CRAr-CRAc mostré un valor bajo-medio inverso en ambos musculos,
evidenciando una relacion entre la calidad de la carne cruda y cocinada, sumado a la existencia de
una correlacion baja inversa CRAc-pH solamente en el muasculo ST es decir que a mayor pH en
crudo habra mayor retencién de agua en carne cruda (CRAr) y una menor pérdida de agua en carne
cocinada (CRAC). Cabe destacar que una correlacion similar fue encontrada por Aaslyng et al.
(2003) y Jeremiah et al. (1999) cuando evaluaron los mismos pardmetros, a diferencia de otros
estudios (Safiudo et al., 1998; Bertram et al., 2003) que no reportan esta misma correlacién, sin
embargo es necesario destacar la importancia de la temperatura interna de la pieza carnica como un
factor determinante para la evaluacion de esta asociacion (Aaslyng et al., 2003; Palka y Daun,
1999).

La correlacion CRAc-WBSF presentd un valor bajo, directa en el masculo LD (0.12) e inversa
en el ST (-0.08) causada por las diferencias inherentes a cada muasculo. En reportes previos se ha
podido determinar la existencia de una correlacion entre la CRAc y la terneza medida
subjetivamente (panel sensorial) (Chambaz et al., 2003; Serra et al., 2004; Schonfeldt y Strydom,
2011). Es importante resaltar la correlacion significativa media para ambos musculos en
determinados cruces como es el caso del Limousin. Sin embargo, Chambaz et al. (2003) no
encontraron correlacion alguna entre CRAc y la terneza medida con panel sensorial en LD de
Limousin y Simental (entre otras razas), lo que puede ser debido posiblemente al efecto de las
técnicas de evaluacion. Una importante apreciacion de los resultados del presente trabajo radica en
una tendencia observada, al incrementarse el tiempo de maduracion las correlaciones se hacen méas
significativas y el valor de ry, se incrementa, lo que estaria en desacuerdo con Renand et al. (2001)
quienes afirmaron que el ndmero de correlaciones significativas disminuye al incrementar la

maduracion.
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2.5 Conclusiones

Es necesario tener en cuenta los cruces mas adecuados para ser empleados en los programas de
reproduccion en finca con el fin de optimizar las condiciones de manejo de la carne proveniente
del musculo LD, de acuerdo al comportamiento de los pardametros asociados a capacidad de
retencion de agua evaluados. La carne proveniente de los masculos LD y ST debe ser sometida a
tiempos cortos (7 dias) de maduracion con el fin de minimizar las pérdidas de peso durante el
almacenamiento. Es importante recalcar la asociacion existente entre la calidad en crudo de la
carne (retencion de agua en carne cruda) y la obtenida posteriormente a la coccion, es decir la
cantidad de agua perdida durante este proceso, indicando que el parametro CRAr presenta sierto
grado de relacion con el agua perdida desde el interior de la carne cuando el consumidor final
realice su coccion, asi como con la percepcion de la terneza debido a la asociacion entre la cantidad

de agua pérdida por la coccion y la terneza (WBSF).






3. Analisis in-silico de mutaciones puntuales en el
gen PRKAG3 bovino, asociado a calidad carnica

3.1 Introduccién

Una de las moléculas mas importantes en estudios de asociacion entre polimorfismos genéticos y
atributos de calidad carnica en cerdo corresponde al PRKAGS, el cual es una de las moléculas
constituyentes del AMPK. La proteina kinasa AMP activada (AMPK) se considera un sensor de la
energia celular y es sensible al incremento de la concentracion de AMP en respuesta a una
disminucidn en el nivel energético de la célula o a estrés, siendo sensible también a un incremento
en la tasa AMP:ATP (Grahame et al., 2005), existiendo siete genes constituyen la familia génica
del AMPK que son clasificadas como miembros de una de las tres subunidades que la constituyen
(McKay et al., 2003). La proteina PRKAG3 es la subunidad encargada de la activacion de la
molécula AMPK (Xiao et al., 2011), por lo gue se encuentra involucrada con su regulacién en el
musculo esquelético y por tanto en el metabolismo del glucdgeno. Los estudios de asociacion de
polimorfismos del gen PRKAG3 v la calidad carnica, se basan en alteraciones en la deposicién de
glucdégeno en el musculo antes del sacrificio del animal y su conversién en &cido Lactico durante el
periodo PM, influyendo directamente sobre varios atributos de calidad de la carne (Ouali et al.,
2006).

El gen de la proteina PRKAG3 ha sido reportado con una alta variabilidad en diferentes razas de
bovinos, siendo considerado un gen candidato asociado a alteraciones fisioldgicas con influencia

sobre la calidad del producto final, en el caso del cerdo son mas reducidas las mutaciones

puntuales depositadas en bancos de datos (www.ncbi.nlm.nih.gov), pero segin multiples estudios
de asociacion en cerdos se han podido identificar varias mutaciones, el rn* (1991-200R) y el RN-
(199Vv-200Q) que poseen asociacion con variaciones en calidad y el denominado como alelo
silvestre, rn+ (199V-200R) (Laville et al., 2009; Lahucky et al., 1997; Otto et al., 2007). De lo
anterior se establece la existencia de un efecto fenotipico preponderante, causado por las
mutaciones que van a modificar la constitucion del ARNm y/o la proteina y por lo tanto sus

funciones biolégicas. Como lo mencionan Duan et al. (2003), en los estudios de asociacion con
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genes candidato es ideal emplear SNPs y otras mutaciones funcionales, donde la identificacion de
sustituciones nucleotidicas puede tener implicaciones importantes para el disefio e interpretacion
de estudios de asociacién con caracteristicas fenotipicas, como es el caso de la calidad cérnica. Por
lo tanto, el objetivo de esta investigacion es establecer alteraciones en parametros fisico-quimicos,
generadas por mutaciones puntuales reportadas en el gen PRKAG3 bovino a nivel del ARNm y
proteico mediante andlisis computacional y establecer cuéles son probablemente los SNPs con una
mayor capacidad de alterar funcionalmente estas moléculas y por lo tanto a nivel fenotipico en

bovino.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Secuenciasy SNPs empleados

Las secuencias de ARNm empleadas fueron: NM_001030302.2 y NM_214077.1 (bovino y porcino
respectivamente); para proteina: DAA32407.1 y AAP12533.1 (bovina y porcina respectivamente),
en este articulo, estas secuencias son denominadas como el alelo silvestre. Las mutaciones
puntuales evaluadas se listan en la tabla 3-1 y fueron ubicadas manualmente, se utilizaron los SNPs
de las regiones exdnicas del gen PRKAGS3 bovino y los tres alelos (rn+, rn* y RN-) reportados en
estudios de asociacion genotipo-fenotipo en cerdo (en este caso el alelo rn+ es denominado

silvestre).

3.2.2 Modelamiento del ARNm

Para la determinacién de la estructura secundaria mas probablemente adoptada por las secuencias
del ARNm y la determinacion del valor de Energia Minima Libre (AG) se emple0 el software
MFold (Zuker, 2003) a temperatura fisioldgica.

3.2.3 Modelamiento proteico

Se determino la estructura secundaria de las secuencias proteicas mediante el servidor Quick2d

(toolkit.tuebingen.mpg.de/quick2_d) y las regiones desordenadas con DISOPRED (Ward et al.
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Tabla 3-1: Polimorfismos reportados empleados.

. Ndmero de ARNmM Proteina Valor de

Secuencia . — - - — - -
Accesién Posicion | Silvestre | Cambio | Posiciéon | Silvestre | Cambio AG

Silvestre bovino NA NA NA NA NA NA NA -885.04
1 rs109995479 389 G T 127 A S -882.90
2 rs111024758 468 G C 153 w S -881.31
3 rs43316209 472 A C 154 G G -888.74
4 rs43316214 742 T A 244 F L -885.04
5 rs110730865 793 C T 261 Y Y -886.14
6 rs109510654 844 C G 278 T T -882.64
7 rs134238119 945 T C 312 | T -883.95
8 rs110146930 1432 C T 474 G G -889.25
9 rs109437532 1435 G A 475 \ \ -881.54
10 rs111024144 1495 C T 495 L L -882.74
11 rs109665777 1512 G A NA NA NA -885.74
12 rs43315207 1527 G A NA NA NA -884.34
13 rs110658325 1601 A G NA NA NA -885.73
14 rs43315203 1640 T C NA NA NA -885.04
15 rs43315202 1732 C T NA NA NA -879.91
16 rs43315201 1796 T C NA NA NA -871.60
17 rs43315200 1804 T C NA NA NA -876.48
18 rs43315199 1897 A G NA NA NA -885.74
19 rs43315198 1991 C T NA NA NA -887.74
20 rs43315197 2024 T C NA NA NA -885.89
21 rs110316264 2070 C T NA NA NA -887.79
22 rs43315196 2123 C G NA NA NA -884.58
23 rs43315195 2197 A G NA NA NA -893.35
24 rs43315194 2213 G C NA NA NA -885.04
25 rs43315193 2257 C T NA NA NA -885.04
26 rs43315192 2265 T C NA NA NA -886.62
27 rs43315191 2302 G A NA NA NA -884.64
28 rs43315190 2338 C T NA NA NA -899.17
29 rs43315189 2359 G A NA NA NA -883.34
30 rs43315188 2386 C T NA NA NA -885.04
31 rs43315187 2388 T C NA NA NA -884.70

Se especifica su ubicacién en ARNm y proteina y nimero asignado para su evaluacion.

2004), adicionalmente se detectaron los dominios constituyentes de la proteina mediante el
servidor CD-Search (Marchler y Bryant, 2004) de NCBI. EI modelamiento por homologia fue
empleado para la determinacion de la estructura terciaria (PRKAG3) empleando el servidor

SwissModel y el Software Deep Viewer (Guex y Peitsch, 1997; www.expasy.org/spdbv/),

efectuando la minimizacién energética de cada proteina mediante Gromos96. Se incluy6 la
proteina PRKAG3 bovina modelada, en la estructura cuaternaria adoptada por la molécula AMPK

depositada en PDB, la estructura cristal 2Y94 (Xiao et al., 2011) con la composicion molecular
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a2/B2/vy3, que segun Birk y Wojtaszewski (2006) es la mas frecuente en el masculo esquelético,
mediante el Software Deep Viewer (Guex y Peitsch, 1997 http://www.expasy.org/spdbv/),. Se
determinaron pardmetros fisico-quimicos mediante el servidor Protparam

(www.expasy.org/spdbv/) 'y el Software Deep Viewer (Guex y Peitsch, 1997

http://www.expasy.org/spdbv/).

3.3 Resultados

En la figura 3-1 se presenta la estructura y tamafio del gen, el ARNm vy la proteina del PRKAG3
bovino. En bases de datos (NCBI) existen reportados un total de 111 SNPs, de los cuales
aproximadamente 31 modifican un nucleétido de la region exonica alterando la secuencia del
ARNM, de estas, 10 mutaciones hacen parte de los exones del gen PRKAG3 que van a decodificar
la proteina y cuatro de ellas son missence (Tabla 3-1).

3.3.1 Modelos de ARNmM

En la figura 3-2 se presenta la estructura secundaria adoptada por el ARNm silvestre del PRKAG3
bovino y las cinco modificaciones estructurales mas importantes, producidas por las mutaciones
puntuales evaluadas. La figura 3-3 presenta las respectivas estructuras de ARNm del gen PRKAG3
porcino silvestre (codones GTCCGA en la posicion 745 del ARNm) y la configuracion adquirida
por la mutacion RN- (codones GTCCAA). El alelo rn* (codones ATCCGA) no alter6 esta
estructura secundaria. A nivel de estabilidad molecular, el valor de energia libre del ARNm en el
alelo silvestre del PRKAG3 bovino, obtuvo un valor de -885.04 kcal/mol. En orden descendente
las mutaciones que desestabilizan en mayor medida a esta molécula son, el SNP 16, 17 y 15 con
valores de AG de -871.60, -876.48 y -879.91 kcal/mol respectivamente y el SNP con el mayor
caracter estabilizante, fue el 28 con -899.17 kcal/mol. Los modelos del ARNm de los tres alelos del
cerdo presentaron un valor en AG de -821.86, -820.03 y -821.86 kcal/mol para el alelo

silvestre, RN- y rn* respectivamente.

3.3.2 Modelo proteico

En la figura 3-4 se presenta la estructura secundaria predicha y en la figura 3-1 los dominios
constituyentes de la molécula PRKAG3 bovino. En la tabla 3-2 se muestran los pardmetros
fisicoquimicos determinados para los cinco alelos del bovino y los tres alelos reportados del cerdo.

Para el modelamiento en 3D de la molécula, el servidor Swiss Model empled el templete 2v8qE
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(posee como ligando dos moléculas de AMP) con una identidad del 64.78%, logrando modelar
desde el aminoacido 188 hasta el 488 de la secuencia problema, por lo que no todas las cuatro
mutaciones que modifican un aminoacido en la cadena proteica pudieron ser modeladas,

Unicamente las mutaciones 4 (aa 244) y 7 (aa 312) del bovino.

Figura 3-1 Estructura y tamafo del gen, el ARNmy la proteina del PRKAG3 bovino

14 exones

2490 nt ARNm
1491 nt traducidos
999 nt no traducen

nt 1501

337

DOMINO CBSPAR

DOMINIO CBS PAR 5

365-482
COG0517

289-410

COG0517
Se presentan adicionalmente los dominios predichos en la proteina lineal y las regiones amplificadas por cada uno de los

juegos de cebadores empleados en el estudio de asociacion fenotipo-genotipo.

Las mutaciones rn* y RN- modifican respectivamente el aminoacido 199 y 200, por lo que si se
lograron modelar. En la figura 3-5 se presenta la estructura cuaternaria del AMPK con el modelo
obtenido para la proteina PRKAG3 bovina, en la figura 3-6 se presenta el sitio activo (union de las
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dos moléculas de AMP intercambiables, Xiao et al., 2011) de la proteina PRKAG3 en &rea de
contacto y mas detalladamente los puentes de Hidrdgeno entre estas moléculas y los aminoacidos
involucrados en su fijacion. En la figura 3-7 se ubican las posiciones 244, 312 en la proteina
bovina'y 199 y 200 en la proteina del cerdo sujetas a cambio segun el SNP evaluado.

Figura 3-2: Polimorfismo conformacional del ARNm del bovino.

. 17
Silvestre
0 S $ 15
: E
\ h—
oy
N a8 .
28 16 31

Se destacan los cinco SNPs mas importantes en lo referente a modificar la estructura secundaria del ARNm.

En la figura 3-8 se ilustra la distribucién del campo electromagnético de las secuencias silvestres

bovina y porcina y la mutacion RN- como la Unica, que altera notablemente este parametro.
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Figura 3-3 Polimorfismo conformacional del ARNm del cerdo. Secuencia silvestre y RN-.
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Figura 3-4: Prediccidn de estructura bidimensional.
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Recuadros verdes indican regiones desordenadas, flechas azules representan hojas 8 y recuadro rojos a hélices, lineas
negras son otra distribucion.
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Tabla 3-2: Efecto de mutaciones missense en parametros de la proteina.

Parametro
Secuencia Peso Punto indice de
Molecular | isoeléctrico inestabilidad
Silvestre bovino 54919.7 5.20 55.68
1 54976.8 5.26 55.46
2 54820.5 5.20 55.89
4 54885.7 5.20 55.68
7 54907.6 5.20 55.43
Silvestre porcino 51308.5 5.24 54.30
RN- 51280.5 5.18 54.30
rn* 51322.6 5.24 54.12

Figura 3-5: Estructura cuaternaria del AMPK, se detalla el PRKAG3 bovino.

En AMPK; 1y 3 son PRKAA, 2 es PRKAB y 4 es PRKAGS3, se detalla el PRAKG3, imagen de la cinta, segmentos rojos
corresponden a o hélices y en amarillo las hojas . También se presenta la ubicacion de las dos moléculas de AMP
intercambiables; ver Anexo B.
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Figura 3-6: Superficie de contacto de PRKAG3 bovina con el AMP intercambiable.

Thr 251

His 313

His 461

Se detallan los aminoacidos involucrados en la fijacion del AMP.

Figura 3-7: Ubicacién de los cambios aminoacidicos producidos por SNPs missense.

a. PRKAG3 bovino, posiciones 244 en rojo y 312 en azul; b. molécula porcina, posicién 199 en rojo y 200 en azul.
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Figura 3-8: Distribucion electrostatica del PRKAG3 y sus alteraciones.

a. PRKAG3 bovino silvestre; b. silvestre porcino; c. mutacion RN- del cerdo.

3.4 Discusion

Segun la base de datos consultada, es importante denotar la alta variabilidad del gen PRKAG3
bovino, superior al total de SNPs reportados para el cerdo (13, pero ninguna corresponde a las dos
mutaciones empleadas para el analisis en este articulo), lo que da pie a establecer a este gen como
un potencial candidato en estudios de asociacion fenotipo-genotipo, en el &rea de calidad carnica
en bovino dada su funcion biolégica y el rol que desempefia durante el PM en la conversion del
musculo a carne. Otras investigaciones pueden soportar la alta variabilidad de este gen, entre los

gue se citan a McKay et al. (2003) y a Yu et al. (2005) quienes identificaron varias mutaciones
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funcionales y un splicing alternativo en el exdn 2 y Roux et al. (2006) con 32 SNPs adicionales,

cinco de los cuales son funcionales.

Barnes et al. (2005) lograron establecer una mutacién en el gen PRKAG3 humano (R225Q), que
altera la deposicion in-vivo a nivel muscular del glucdgeno, dada una pérdida de la funcion de la
proteina al eliminar la regulacion realizada por la relacion AMP:ATP, incrementando la actividad
basal del AMPK. El principio anterior, es igualmente denotado por varios investigadores (por
ejemplo Enfdlt et al., 2009; Lindahl et al., 2004) como el responsable de alterar la calidad cérnica
en el cerdo (asociado al alelo RN-) al existir una mayor deposicion de glucégeno AM que conduce
a una caida de pH mas acelerada en el PM, dada su conversion a acido Lactico. Sin embargo,
Scheffler et al. (2011) indicaron que el cambio en la deposicion de glucdgeno es solo una de las
modificaciones que presentan los animales con la variante RN- respecto a los que expresan la
proteina normal, por lo que sugieren la necesidad de establecer diferencias tanto en las propiedades
como en la cantidad y actividad de la enzima, el tipo de fibra muscular y su estatus energético.

3.4.1 Variaciones en el ARNm.

La importancia del ARNm no se basa Unicamente en la informacién contenida en ella, que aparece
formando un texto que se lee linealmente 6 la denominada informacion “digital”, sino también a la
concepcion “analoga” del ARNm explicada por Andrade (2011). La distincion analogo-digital es
crucial si se quiere entender los fundamentos fisicogquimicos de la informacion genética, puesto
gue la primera hace posible la aparicion de la segunda, donde la actividad bioldgica depende de
enzimas cuya estructura tridimensional les permite reconocer sus sustratos y por tanto actuar en
consecuencia. La funcionalidad y el mantenimiento de la actividad metabdlica requieren de
enzimas que oscilan entre configuraciones estructurales muy precisas y la importancia de los
reconocimientos especificos entre aminoécidos, enzimas aminoacil-RNA-sintetasas y los
respectivos RNAs de transferencia, lo que pone de relieve la importancia de la informacion
analdgica que posibilita la existencia y el funcionamiento de la digital Andrade (2011). Por lo tanto
la estructura tridimensional (o en este caso la aproximacion mediante la estructura secundaria
adoptada por el ARNm) y su modificacion por mutaciones puntuales puede ser una fuente de
variacion fenotipica, al alterar por ejemplo la tasa de traduccion (Johnson et al., 2011). Algo
relacionado a lo anterior, lo reportan Duan et al. (2003) al poder establecer que aunque una
mutacion (C957T) del gen del Receptor de la Dopamina D2 (DRD2) humano es sinénima,

modifica la estructura andloga adoptada por el ARNm (evaluando su estructura secundaria),



Marcadores moleculares asociados a la Capacidad de Retencion de
Agua (CRA) en carne de Bos indicus y sus cruces

disminuyendo su estabilidad (vida media del ARNm silvestre de 8 horas a 4 horas en el mutante
957T) y por lo tanto su eficiencia en traduccion in-vitro hasta en un 50%, cambiando
draméticamente la expresion del DRD2. Para el caso del ARNm del gen PRKAG3 bovino, cinco
mutaciones modifican notoriamente la estructura predicha (figura 3-2), por lo que potencialmente
pueden afectar la expresion del gen. Adicionalmente la estabilidad de esta molécula es claramente
afectada por cuatro de ellas (valores de AG), donde la mutacion 16 (1796C) aunque no modifica un
aminoécido en la proteina, disminuye la estabilidad del modelo de ARNm. Teéricamente la
mutacion con el mayor efecto estabilizante de la molécula de ARNm corresponde a la nimero 28
(2338T), la cual tampoco hace parte de un coddn de traduccion. Siendo una explicacion al porqué
mutaciones que no afectan la proteina pero si el ARNm se pueden asociar a variaciones en el
fenotipo, tal como lo mencionan Johnson et al. (2011) al establecer que los polimorfismos
conformacionales del ARNm producidos por SNPs funcionales, en genes ya asociados con

fenotipos humanos, contribuyen sustancialmente a su variabilidad fenotipica.

3.4.2 Laproteina PRKAG3 Yy las alteraciones por SNPs

Es interesante resaltar la prediccidon de varias regiones desordenadas en la secuencia lineal de la
proteina (figura 3-4) hasta el aminoacido 185, concordando con el segmento que se logré modelar
a nivel terciario, indicando que este fragmento puede no hacer parte de la molécula activa, estando
comprendida entre los aminoacidos 188 y 488, en donde se distribuyen los dominios CBS Par 28 y
CBS Par 5, que generalmente forman un par de dominios CBS intramolecular como un sitio
potencial de fijacion a un ligando, por lo que desempefian una funcién generalmente reguladora
(informacién suministrada por CD-Search, Marchler y Bryant, 2004). Lo anterior esta en
concordancia con la estructura terciaria obtenida, dada una configuracion globular (figura 3-5) y en
su interior una region en donde se ligan dos moléculas de AMP intercambiables (Xiao et al., 2011).
Las cuatro mutaciones del bovino que modifican un aminoécido en la secuencia proteica alteran su
peso molecular (tabla 3-2), pero uno de los parametros que en mayor medida es modificado por las
mutaciones missense es el valor del punto isoeléctrico (PI). Bee et al. (2007) establecieron que el
pH en las primeras horas PM se relaciona con la degradacion de proteinas citoesqueléticas,
ocurriendo més rapido en carcasas que presentaban pH inferiores a 5,7 a las 3 horas. De tal modo
que la caida del pH puede influir en la disrupcion proteica, al permitir la activacion de enzimas
proteoliticas como el sistema Calpaina-Calpastatina, pero en este mismo sentido, la disminucion
gradual del pH en la carne generaré la inactivacion de estos sistemas enzimaticos. Si una mutacion

permite que enzimas como el AMPK sea inactivado (por ejemplo incrementando el valor del Pl en
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la proteina reguladora PRKAG3) los procesos mediados por esta enzima seran limitados en el PM
y viceversa, si la mutacion le confiere una actividad mas prolongada al disminuir su valor de PI.
Por lo anterior, en el caso del bovino Unicamente una de las cuatro mutaciones genera una
modificacion en este parametro, la mutacion 1, cambiando su valor de PI de 5.20 a 5.26, lo que
podria ocasionar que la enzima presente una menor actividad en el PM y segin su funcion
bioldgica, una menor conversion de glucégeno a acido lactico, teniendo como resultado un mayor
pH final en la carne o un descenso méas gradual, aunque cabe recordar que la posicion de esta
mutacion en la proteina es en la region desordenada inicial de la misma, que posiblemente no hace

parte de la proteina activa.

Un hallazgo que puede sustentar la afirmacion anterior, es revelado por el valor de PI conferido por
la mutacion RN- a la proteina del cerdo, pasando de 5.24 a 5.18, es decir esta molécula podria
conferirle una mayor actividad a la molécula AMPK, traduciéndose en un valor de pH final mucho
mas bajo de lo normal, algo totalmente en concordancia con la calidad carnica atribuida a animales
con esta mutacion. Como es el caso de Lindahl et al. (2004), que empleando los mdsculos LD de
cerdos, reportaron un efecto negativo del alelo RN- sobre el pH final en carne cruda, al ser
comparado con los alelos rn+ y rn*, estableciendo la siguiente jerarquia para la caracteristica pH
final: genotipos RN-/- < rn+/rn+ < rn+/rn* = rn*/rn*, concluyendo que los cerdos cuyo genotipo
poseia al menos una copia del alelo RN- presentaban un pH mas bajo en su carne. Pero lo anterior
no es aplicable para el alelo rn*, ya que este SNP no modifica el valor de P, pero segun Lindahl et
al. (2004) si se presenta una diferencia significativa en el valor de pH final de la carne respecto al
alelo rn+. Cabe resaltar la gran complejidad de eventos que conducen a la conversion del masculo
a carne (genes que intervienen es este proceso, efecto de sus mutaciones e interacciones entre

ellos).

De las figuras 3-5 y 3-6 se resalta la ubicacién de las dos moléculas de AMP en el interior de la
proteina PRKAG3 (segln Xiao et al., 2011 existe una tercer molécula de AMP fijada, pero no es
intercambiable) y en la figura 3-6 se ilustra la fijacion de ambas moléculas a la proteina mediante
enlaces de Hidrogeno (AMP1 mediante cuatro y AMP2 por cinco enlaces). Ninguna de las

mutaciones evaluadas modifica estos enlaces de Hidrégeno.

En el caso del cerdo la mutacion RN- logra modificar el potencial electrostatico de la proteina

(figura 3-8) incrementando el potencial negativo (rojo) de la molécula y disminuyendo el potencial
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positivo existente al interior (lugar de fijacion a AMP), lo que podria modificar su asociacién a su
ligando y/o su ensamblaje a la molécula final de AMPK. Ninguna de las dos mutaciones
modeladas modificaron el potencial electrostatico del PRKAG3 bovino y en el caso del porcino, la
mutacion rn* mantiene la misma distribucion que el alelo silvestre, por lo que no explicaria las

diferencias fenotipicas que le confiere a la carne.

3.5 Conclusiones.

Las mutaciones del gen PRKAG3 bovino con un mayor potencial de causar una variacion
fenotipica en los parametros de calidad céarnica se pueden dividir en dos grupos segun los
resultados obtenidos, el primero, como aquellos que pueden alterar la estructura conformacional
del ARNm y modificar su energia libre alterando su estabilidad y el segundo como aquellas que
pueden modificar algun parametro fisico-quimico de la proteina funcional. En el primer grupo se
pueden ubicar el polimorfismo 16 (1796C, como desestabilizante) y el 28 (2338T como
estabilizante) y en el segundo grupo, la mutacién 1 (389T) dado su efecto sobre el Pl de la
molécula, posiblemente asociado a una mejor calidad carnica. De igual manera la mutacion RN-
del cerdo modifica tedricamente varios parametros de la proteina (menor Pl y altera el potencial
electrostatico molecular), lo que puede dar luces a su efecto bioldgico.
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4. Modelamiento tridimensional de la proteina
RYR1 bovina y analisis in-silico de mutaciones
missense, enfocado a calidad carnica

4.1 Introduccion

El calcio es uno de los mensajeros celulares mas importantes y media una variedad de funciones a
nivel celular, entre las que se incluye la contraccion muscular, la cual se traduce en la capacidad de
la célula para mantener bajos niveles de Ca®* (=107 M) en el sarcolema en condiciones de reposo.
Cuando el masculo se contrae, eleva rapidamente la concentracién de Ca?* (=<10° M) a través de su
paso por la membrana plasmatica y/o desde organelas de almacenamiento como el RS (Serysheva
et al., 2008), mediado por el canal idnico de liberacion més grande (2.2 MDa) (Lobo y Van
Petegem, 2009; Serysheva et al., 2005), conocido como Rianodina (RYR) (Ludtke et al., 2005).

El canal de liberacion del Ca®*, RYR1 es un homotetramero que regula la salida de este i6n desde
el RS para iniciar la contraccion muscular (Serysheva et al., 2008) durante el proceso de
excitacion-contraccion en las células del musculo esquelético. La interaccion funcional de la
membrana exterior y el RS es iniciada mediante el acople mecéanico del Receptor de Rianodina
(RYR) y el Receptor de Dihidropiridina (DHPR), siendo este ultimo un canal de calcio tipo L de
membrana exterior que actda como un sensor de voltaje para el proceso de excitacion-contraccion
(Felder et al., 2002; Marks et al., 1991; Hwang et al., 2012; Marks et al., 1989). Aungue de los tres
tipos de RYR, unicamente se expresan RYR1 y RYR3 en el musculo esquelético, es RYRL1 el que
interviene principalmente en el proceso de liberacién de Ca’* mediado por Ca** (CICR por las
siglas en ingles Ca**-induced Ca** release), mecanismo similar al inducido por la Cafeina y la
estimulacion eléctrica (Ikemoto et al., 1997). Adicionalmente RYR1 posee un papel importante
durante el proceso de miogénesis y organizacion de la miofibrilla (Barone et al., 1998). En la
figura 4-1 se ilustra su ubicacion en el RS y la macroestructura del homotetrapéptido RYR1,

determinada como una estructura de pies (Marks et al., 1991).
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Figura 4-1: Homotetrapéptido de RYRL.
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La expresion de la RYR1 en el muasculo esquelético es regulada por dos factores de transcripcion
conocidos como RYREF-1 y RYREF-2 y en células no musculares se realiza represion
transcripcional mediante el reconocimiento de secuencias moduladoras ubicadas en el primer
intron del gen RYR1 (Schmoelzl et al., 1996). Actualmente se han identificado varias mutaciones
missense que se encuentran asociadas con enfermedades genéticas en humano (Lobo y Van
Petegem, 2009; Hamilton, 2005; Hwang et al., 2012).

En cerdos se han identificado varias mutaciones y una en especial, asociada a calidad carnica, la
mutacion R615C, responsable de una variacion importante en algunos parametros y de la
presentacion del Sindrome de Estrés Porcino (Lahucky et al., 1997). Por ello se destaca como el
polimorfismo con mayor efecto sobre la variacion de multiples pardmetros de calidad cérnica,
incluso mas que otros genes como el PRKAGS, por lo que se considera importante su uso en

programas de seleccion y mejoramiento animal (Otto et al., 2007).

El objetivo de este documento es evaluar el efecto a nivel computacional de mutaciones missense
en el gen RYR1 bovino mediante el uso de modelos tridimensionales, con el fin de postular
aquellas mutaciones que potencialmente pueden tener un efecto importante en la calidad carnica en

bovinos.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Secuenciasy SNPs empleados.

La secuencia de la proteina RYR1 bovina y porcina empleadas fueron la NP_001193706.1 y
NP_001001534.1 respectivamente, las cuales en este articulo son denominadas como los alelos
silvestres en cada especie. Las mutaciones puntuales evaluadas se listan en la tabla 4-1 y fueron
ubicadas manualmente. Se utilizaron las mutaciones missense reportadas en el gen RYR1 bovino y
el alelo n del cerdo (Halotano, polimorfismo R615C) reportado en estudios de asociacion genotipo-
fenotipo (Ta, et al., 2007).

Tabla 4-1: Secuencias empleadas y alteraciones producidas por los SNPs evaluados.

Nombre de la Proteina Punto
Secuencia Accesion Posicién Silvestre Cambio isoeléctrico
Silvestre bovino NA NA NA NA 5.16
1 55267582874 44 N H 5.16
2 $5267582941 762 C w 5.16
3 55414337672 827 K E 5.15
4 $5267582943 832 E G 5.16
5 $5267583055 1724 C R 5.16
6 55267583056 1726 S R 5.16
7 $5267583057 1726 S T 5.16
8 $562464423 4286 E K 5.17
Silvestre cerdo NA NA NA NA 5.17
615C NA 615 R C 5.17
NA; no aplica

4.2.2 Modelamiento proteico

Los motivos constituyentes de la proteina y su funcién bioldgica se detectaron mediante el servidor
CD-Search (Marchler y Bryant, 2004) de NCBI. El nimero y la ubicacién de las hélices
transmembranales de la proteina se determinaron mediante el servidor TMHMM (Krogh et al.,
2001; Moller et al., 2001). EI modelamiento por homologia para el Gnico segmento resuelto
(aminodcidos 12 al 532) se realiz6 empleando el servidor SwissModel (Bordoli et al., 2009;
Arnold et al., 2006 ; Guex y Peitsch, 1997; Xiang, 2006) y para los aminoacidos restantes se
empled el servidor I-TASSER (Zhang, 2008; Roy et al., 2010). Dado el tamafio de la proteina
(5040 aa) los restantes 4508 aminoacidos fueron divididos en segmentos de 120 residuos
solapantes en 5 aa, para permitir su ensamblaje (Duque et al., 2009) en 9 modelos de 500 residuos

aproximadamente. Los 10 modelos fueron visualizados mediante el Software Deep Viewer (Guex


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=267582874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=267582941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=414337672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=267582943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=267583055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=267583056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=267583057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=62464423
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y Peitsch, 1997; www.expasy.org/spdbv/), efectuando la minimizacion energética de cada modelo

mediante Gromos96.

Figura 4-2: Organizacion génica de la RYR1 bovina.
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Se presentan adicionalmente los dominios predichos en la proteina lineal. Se detallan los primeros 25 exones del gen, en
los cuales se realizo la seleccion de las regiones amplificadas por cada uno de los juegos de cebadores, empleados en el

estudio de asociacion fenotipo-genotipo.
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El modelamiento del segmento 533-1000 del cerdo y su mutacion 615C se realizé empleando el
modelo 2 del bovino resuelto por I-TASSER como templete en el servidor Swiss Model. EI mismo
procedimiento fue realizado con cada una de las ocho mutaciones evaluadas en el bovino, usando
su respectivo modelo tridimensional. Se determind el valor del Punto isoeléctrico (Pl) mediante el

servidor Protparam (www.expasy.org/spdbv/) y el potencial electrostatico y la estructura

superficial con el Software Deep Viewer (Guex y Peitsch, 1997; http://www.expasy.org/spdbv/)

en las dos secuencias silvestres (bovino y porcino) y las respectivas mutaciones analizadas.

4.3 Resultados.

En la figura 4-2 se presenta la organizacién génica del ARNm y la distribucion lineal de dominios,
familias y superfamilias en la proteina RYR1 bovina y en la figura 4-3 su ubicacién en cada uno de

los diez modelos tridimensionales obtenidos.

4.3.1 Dominios predichos en la RYRL1 bovina.

El primer dominio establecido en la secuencia de 5040 aa constituyentes de la proteina RYR1,
corresponde al Ins145 P3 rec (pfam08709; Receptor Inositol 1, 4, 5-trifosfato/ Rianodina),
localizado en la porcion N-terminal que estd ubicado en el sarcoplasma y es responsable de la
capacidad del RS para discriminar entre diferentes tipos de actividad neuronal. Conjuntamente se
identifico la Superfamilia MIR (cl02624) compartiendo varios residuos en su secuencia con el
dominio anterior. Se predijeron dos regiones en donde existe una secuencia homdloga a la
Superfamilia RYDR_ITPR (cl03182) involucrada en la apertura de los canales de calcio, cada una
de las cuales crea un sitio de unién a inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3). Otras Superfamilias
reconocidas fueron la SPRY (cl02614) y la RyR (cl03409) en cuatro regiones diferentes cada una,
pero de las cuales no se conoce una funcién determinada aln. La pendltima Superfamilia
identificada fue la RR_TM4-6 (cl05786), en la cual se disponen entre 4 y 6 regiones
transmembranales. Finalmente, la familia establecida en la region C-terminal fue la lon_trans
(pfam00520), la cual esta presente en canales de calcio, sodio y potasio y generalmente estd
compuesta por seis hélices transmembranales, de las cuales las dos tltimas flanquean un loop que

modula la selectividad de iones.


http://www.expasy.org/spdbv/
http://www.expasy.org/spdbv/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=192131
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=197746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=189956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=194379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=190193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=148205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=189583
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Figura 4-3: Modelos tridimensionales de la proteina RYR1 del bovino obtenidos.

En cada modelo, el extremo N es presentado coloreando el primer aa de amarillo y el extremo C en rojo. Se encuentran
resaltados los dominios, familias y superfamilias predichas. Modelo 12-532, azul: 9-207 DOMINIO Ins145_P3_rec;
verde: 98-153, 160-205, 220-264 y 271-359 SUPERFAMILIA MIR 'y fucsia: 441-532 SUPERFAMILIA RYDR_ITPR;
Modelo 533-1000, fucsia: 533-644 SUPERFAMILIA RYDR_ITPR; azul: 661-797 SUPERFAMILIA SPRY; verde:
850-943 SUPERFAMILIA RyR; dorado: 964-1000 SUPERFAMILIA RyR; Modelo 1001-1500, dorado: 1001-1057
SUPERFAMILIA RyR; azul: 1085-1207 SUPERFAMILIA SPRY; verde: 1430-1500 SUPERFAMILIA SPRY; Modelo
1501-2000, verde: 1501-1570 SUPERFAMILIA SPRY; Modelo 2001-2500, azul: 2159-2367 SUPERFAMILIA
RYDR_ITPR; Modelo 2501-3000, dorado: 2736-2825 SUPERFAMILIA RyR; azul: 2856-2942 SUPERFAMILIA RyR;
Modelo 3001-3500; Modelo 3501-4000, azul: 3873-3995 SUPERFAMILIA SPRY; Modelo 4001-4500, dorado: 4385-
4500 SUPERFAMILIA RR_TM4-6; Modelo 4501-5040, dorado: 4501-4673 SUPERFAMILIA RR_TM4-6; azul: 4793-
4903 FAMILIA lon_trans. En el Modelo 4001-4500 y Modelo 4501-5040 se ubican las seis regiones transmembranales
(por molécula) predichas en fucsia; ver Anexo B.

58



59

Capitulo 4

En algunas proteinas existen cuatro repeticiones de esta familia y en otras (que debe ser el caso de
los canales de RYRs) la conformacion activa de la molécula esta dada por un tetramero, existiendo
en total cuatro familias de lon_trans y de RR_TM4-6 involucradas en el anclaje del canal de Ca2+

en la membrana de RS y de la selectividad de iones desde el interior del mismo.

4.3.2 Hélices transmembranales de la RYR1 bovina.

Aunque la constitucion de motivos en la proteina establece entre 4 y 6 hélices en la superfamilia
RR_TM4-6 y de 6 en la familia Ion_trans, se predijeron tnicamente seis a-hélices por monémero y
no todas se ubican dentro de uno de estos dos motivos (Tabla 4-2 y modelos 4001-4500 y 4501-
5040 de la figura 4-3).

Tabla 4-2: Aminoécidos involucrados en la region transmembranal de la RYR1 bovina.

Ubicacion . Tamafio del
Aminoacidos
respecto al RS segmento
Exterior 1 4330 4329
Hélice 4331 4353 22
Interior 4354 4560 206
Hélice 4561 4583 22
Exterior 4584 4650 66
Hélice 4651 4673 22
Interior 4674 4791 117
Hélice 4792 4814 22
Exterior 4815 4839 24
Hélice 4840 4862 22
Interior 4863 4920 57
Hélice 4921 4940 19
Exterior 4941 5040 99

4.3.3 Mutaciones missense de la RYR1.

En la figura 4-4 se ubican los 8 polimorfismos evaluados del bovino y la posicion homéloga a la
615 del cerdo sobre sus respectivos modelos de RYR1. De las ocho mutaciones bovinas evaluadas
Unicamente las mutaciones N44H, C762W y la R615C del cerdo se ubican en uno de los motivos,
en Ins145 P3 rec, SPRY (N44H) y RYDR_ITPR. En la tabla 4-1 se presenta el célculo del
pardmetro Pl de cada una de las variantes evaluadas y en la figura 4-5 se ilustra la distribucién del
potencial electrostatico de la secuencia silvestre del cerdo y su mutacion 615C (a y b
respectivamente), como el Unico pardmetro evaluado que fue modificado por esta mutacion en el

analisis in-silico y la secuencia silvestre del bovino (modelo 533-1000), junto con los
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polimorfismos C762W, K827E y E832G (los cuales también modifican la distribucion
electroestatica de la molécula en el segmento 533-1000). Ninguno de los 5 polimorfismos restantes
modifica este parametro, ni tampoco se establecid una alteracion notoria en la estructura superficial

de los modelos obtenidos producida por alguna de las mutaciones evaluadas.

Figura 4-4: Cambios aminoacidicos en su respectivo modelo de RYR1 de bovino.

En cada modelo, el extremo N es presentado coloreando el primer aa de amarillo y el extremo C en rojo, se mantiene la
ubicacion de los motivos detectados en cada segmento y se destacan las posiciones donde se ubican las mutaciones
missense evaluadas en el bovino y la posicion homéloga a la mutacion 615 del cerdo. a. Modelo 12-532 con la mutacion
en la posicion 44 en el DOMINIO Ins145_P3_rec (9-207). b. Modelo 533-1000, en la posicién homdloga de la mutacion
615 del porcino en la SUPERFAMILIA RYDR_ITPR (533-644); posicion 762 ubicada en la SUPERFAMILIA SPRY
(661-797) y las mutaciones 827 y 832. ¢. Modelo 1501-2000, donde se ubica la mutacién 1724. d. Modelo 4001-4500
con la ubicacion del aminoacido 4286.

4.4 Discusion

Como lo mencionan Serysheva et al. (2008) segun el enorme tamafio de la proteina RYR1 y la

compleja regulacion alostérica que posee, se espera la existencia de mdaltiples dominios
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estructurales y funcionales, distribuidos tanto en la region citoplasmética (aminoacidos 1 al 4330)

como en la transmembranal (aminoacidos 4331 al 5040).

Figura 4-5: Potencial electrostatico y alteraciones producidas por mutaciones missense.

En el modelo 533-1000 a. porcino silvestre, b. alteracion producida por la mutacién 615C, c. silvestre bovino, d.
secuencia 2 (762W), e. secuencia 3 (827E) y f. secuencia 4 (832G), como las Unicas mutaciones que logran modificar
este parametro respecto a la distribucidn normal en el alelo silvestre.

La region citoplasmatica es la que posee un caracter regulador en el proceso de apertura del canal
mediante su interaccién con una amplia variedad de mensajeros intracelulares, entre los que se
citan, Inmunofilina, Calmodulina (activa la liberacion del Ca®* a concentraciones de nM del catién
y la inhibe al alcanzar valores de pM; Xiong et al., 2002), ATP, iones de Ca** (por lo que es
necesaria la existencia de sensores en RYR1 involucrados en su regulacién, pero ain no es muy

clara su ubicacién -Fessenden et al., 2004; Hamilton, 2005), Mg®* (Serysheva et al., 2008) y
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FKBP12, la cual es una proteina reguladora de RYR1 (Cornea et al., 2010). Tedricamente de
acuerdo a la prediccidn realizada también se postula una regulacion por IP3, dado que los RYRs
poseen una alta similaridad en los residuos ~220-600 con una region de alta homologia de la
proteina IP3Rs, presentando posiblemente una interaccion dominio-dominio similar (Lobo y Van
Petegem, 2009; Serysheva et al., 2005). Adicionalmente, es posible que exista una actividad
enzimatica, la cual fue mencionada por Baker et al. (2002), quienes establecen un dominio con
actividad Oxido-reductasa en la region N-terminal de RYR1, lo que le podria conferir este tipo de
actividad a esta bomba de iones, ligando un cofactor como NAD+ y NADP+.

En el caso de la regulacion realizada por DHPR, Sencer et al. (2001) establecen la region
comprendida entre los aminoacidos 3609-3643 como su sitio de unidn a la regién citoplasmatica de
RYR1, generando posiblemente un contacto mas estable entre estas dos proteinas. Sin embargo,
segun la prediccidn realizada por CD-Search en el segmento homdlogo del bovino no se identifico
un dominio potencial involucrado en este proceso. Adicionalmente, Wu et al. (1997) establecieron
una interaccién entre DHPR y la regién N-terminal de RYRL1 y de esta ultima con un dominio
central de Rianodina demostrando la existencia de una interaccion entre subdominios de este
tetramero. Algo similar ocurre con otra regién establecida por Proenza et al. (2002) (1837-2168,
determinada como facilitadora, pero no esencial) que se postula como involucrada en el proceso de
acople de ambas proteinas. Una de las incertidumbres mas grandes corresponde a la prediccion de
ocho regiones pertenecientes a dos motivos identificados, sin funcion atribuida, pero en el caso de
la superfamilia SPRY, Hwang et al. (2012) la involucran en interacciones proteina-proteina,

constituyendo regiones alostéricas de RYRL.

Para el segundo segmento, la porcion transmembranal del monémero de RYR1 (~15% del total de
la molécula -Wagenknecht y Radermacher, 1997) se postulan seis a-hélices, que al constituir el
homotetramero permiten la formacion del poro encargado de la conduccion del Ca?* (Serysheva et
al., 2008). Sin embargo, tal como lo afirman Serysheva et al. (2005) es una pregunta que
Unicamente podra ser resuelta definitivamente cuando se logre una estructura de la molécula a una
resolucion de 8 a 10 A, ya que existe la posibilidad de que tenga un arreglo mucho mas complejo,
en donde no intervengan Unicamente estructuras como hélices, dado el gran tamafio que posee la
molécula (Ludtke et al., 2005).
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Adicionalmente, Ludtke et al. (2005) identificaron al residuo G4934 en la hélicel transmembranal
(14918-E4948; 30 residuos) como el “hinge” o bisagra del proceso de liberacion del Ca®* desde el
interior del RS. En la Gltima hélice predicha (tabla 4-2) en la secuencia del bovino, esta region se
ubica en un segmento homologo, entre los residuos 14921-14940 (solo 19 residuos). De acuerdo a
los resultados de Ludtke et al. (2005), el segmento 14921-E4951debe ser el correspondiente a la
hélicel y el residuo G4937 al “hinge” o bisagra en la proteina del bovino. En otros trabajos se
establece el denominado filtro selectivo de iones, correspondiente a un loop luminal entre las
hélicel y hélice2 de la secuencia G4894GGIGD4899, cuya secuencia homologa en el bovino se
encuentra en las posiciones G4897GGIGD4902, el cual debe estar involucrado en la alta carga
negativa existente en la boca interna del poro, responsable de la seleccion de cationes y repulsion
de aniones de la proximidad (Hamilton, 2005; Wagenknecht y Radermacher, 1997), una facultad

similar a la que han descrito estos mismos investigadores en la boca externa del homotetramero.

4.4.1 Mutaciones missense y su efecto fenotipico.

En el humano se han identificado tres regiones denominadas como “puntos calientes” en donde se
ubican varias mutaciones asociadas a enfermedades, el primero en la regién N-terminal entre los
residuos 35 y 614 (homologo del 615 porcino), el segundo entre el 2163 y 2458 v el tercero en la

regién transmembranal C-terminal comprendida entre el aa 4643 y 4898 (Yang et al., 2003).

En el estudio de Yang et al. (2003) empleando la expresion de algunas de las mutaciones del
RYR1 humano mas comunes asociadas con Hipertermia Maligna, R163C, G341R, R614C
(homdloga a la R615C del cerdo), R2163C, V2168M, R2458H y T48261 concluyeron que todos
estos polimorfismos incrementaban la sensibilidad a la Cafeina (entre otros activadores) y tal como
lo determinaron Ta y Pessah (2007), hay una inhibicion por Ca** y Mg** disminuida, que se le
atribuye a una modificacion de la interaccion entre el DHPR y la RYRL1 (Yang et al., 2003) ya que
el nivel de expresion de la proteina RYRL silvestre y la mutada R615C es similar (Ta y Pessah,
2007). En el estudio de Lobo y Van Petegem (2009) evaluando las mutaciones A77V y V186M,
establecen que estas logran modificar la superficie de la proteina RYR2 mediante el uso de una

estructura cristal (residuos 1-217).

Dado el enorme tamafio de esta proteina, todavia se desconocen varios componentes estructurales
de la misma, requeridos como datos de alta resolucion (Lobo y Van Petegem, 2009) (basicamente

por la existencia de solo un fragmento resuelto en estructura cristal de los primeros 532 residuos).
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Tal como lo mencionan Ludtke et al. (2005), el mecanismo molecular que permite la liberacion del
Ca”*, aln es desconocido y muy complejo ya que se postula la existencia de multiples regiones
involucradas en el proceso de liberacion del catién inducida por despolarizacion (Perez et al.,
2003). Algo similar ocurre con regiones de unioén a Calmodulina (Xiong et al., 2002) reflejando
una compleja modulacion alostérica en la apertura del canal, produciendo una gran variabilidad
conformacional y de reacciones (Serysheva et al., 2005), lo que dificulta evaluar el efecto
bioldgico de las mutaciones sobre el funcionamiento de la proteina in-silico. Actualmente hay
herramientas disponibles para el modelamiento de proteinas que emplean una metodologia
diferente al de la homologia, permitiendo la obtencién de un modelo aproximado que puede ser
empleado para simular el efecto de estos polimorfismos sobre algunos parametros fisico-quimicos
de la molécula, estableciendo un posible sustento biol6gico a lo hallado en estudios de asociacion

fenotipo-genotipo, como es el caso del denominado gen “Halotano” en cerdo.

Diferentes estudios de cerdos con el fenotipo gen “Halotano” han permitido confirmar su
asociacion con la presencia de alelos mutados del gen RYR1, postulandolo como uno de los genes
candidato méas importantes en relacion con la calidad cérnica y otros pardmetros productivos. Se
han reportado valores extremos en parametros de calidad carnica como pH bajos en el periodo PM,
exudacidn excesiva de agua alterando la jugosidad y el peso de la pieza cérnica, color palido y una
percepcion indeseable de la terneza, entre otros. Estas caracteristicas se agravan en los individuos
dimutados (nn) mientras que los portadores expresan un fenotipo intermedio respecto a los
individuos normales (Lahucky et al., 1997; Laville et al., 2009; Otto et al., 2007; Jeremiah et al.,
1999), debido a un incremento en la respuesta metabdlica de los individuos nn luego del sacrificio
(Laville et al., 2009). Esta respuesta metabdlica es el resultado del incremento en la sensibilidad
del canal RYR1 a activadores que durante eventos estresantes permiten la salida incontrolada de
los iones de Ca®" desde el RS de la célula muscular del cerdo, permitiendo el consumo inmediato
del glucdgeno existente en el miocito y su conversion a acido lactico, lo que produce una caida
rapida del pH que es lo que altera la calidad carnica. El Unico parametro fisico quimico del modelo
de la RYR1 del cerdo evaluado en el presente trabajo que mostré modificacion fue el potencial

electrostatico del polimorfismo R615C.

En el caso del bovino la mutacion K827E presenta un efecto importante sobre el pardmetro
potencial electrostatico, con un incremento en la carga negativa y por consiguiente, una reduccion

de la carga positiva que es incluso superior a la observada para la mutacion R615C del porcino. De
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igual modo, la mutacion K827E logra modificar también el valor de PI en la molécula de RYR1
del bovino ya que el cambio de un Gnico aminoacido en la posicion 827 logra disminuir en 0.01 el
valor de PI, en el mondmero de 5040 aminoécidos. En el caso de las mutaciones C762W y E832G,
también modifican el potencial electrostatico del segmento 533-1000 del silvestre, pero por el
contrario se genera una reduccion importante en la carga negativa. Estas alteraciones en el
potencial electrostatico de una molécula, como el homotetramero del canal de RYR1 bovino,
pueden ser las responsables de modificar algun tipo de interaccion entre los dominios de la misma
proteina o el ensamblaje de la misma, interacciones necesarias para la formacion de la estructura
cuaternaria funcional. Adicionalmente, esta alteracion en el potencial electrostatico puede
perturbar la relacién entre el canal y alguna de las numerosas moléculas reguladoras en el proceso
de liberacion del anion desde el RS (como la DHPR, por ejemplo) o inclusive alterar el flujo de
Ca®* durante su paso desde la boca interna hasta la boca externa de la bomba, generando una
alteracion en el proceso de liberacion del anion, ya que ella misma interviene en el proceso de

seleccidn del calcio existente en el interior del RS, como se menciond anteriormente.

4.5 Conclusiones.

El andlisis in-silico actualmente es una herramienta Gtil para postular polimorfismos
potencialmente involucrados en alteraciones fenotipicas, puesto que permiten modelar
modificaciones en parametros fisico-quimicos de la proteina funcional respecto a la proteina
silvestre. Este tipo de analisis permitié establecer al potencial electrostatico como uno de los

pardmetros mas importantes en estudios de asociacion fenotipo-genotipo.

El gen RYRL1 ha sido postulado como uno de los genes candidato mas importantes en relacion a
calidad carnica en bovino. En el caso de las ocho mutaciones missense reportadas en el gen RYR1
bovino y evaluadas en este andlisis in-silico, tres modifican el parametro potencial electrostatico.
De estos tres SNPs sobresale el polimorfismo K827E por presentar un incremento sustancial de la
distribucion negativa en la molécula y por alterar el valor de PI de toda la proteina RYRL1, por lo
que se convierte en un SNP que puede estar asociado a alteraciones en pardmetros de calidad
carnica en esta especie. La mutacion K827E podria ser responsable en una alteracion de la
regulacion alostérica o de la interaccion inter/intra-molecular del homotetrdmero de RYRI,
modificando el proceso de liberacion del cation desde el RS en repuesta a estimulos como es el

estrés durante el transporte y el sacrificio de los animales. Lo anterior, se veria reflejado en
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alteraciones en la tasa de conversion glicégeno-acido lactico, modificando el proceso de

conversion  mdasculo-carne 'y las  caracteristicas  sensoriales del producto  final.



5. Aproximacion a la estructura 3D de la Desmina
bovina y determinacion del efecto de mutaciones
puntuales in-silico

5.1 Introduccién

La Desmina (DES) es el mayor filamento proteico intermedio del muasculo y su gen se considera
altamente conservado desde el tiburn hasta el humano (Bar et al., 2004; Goldfarb et al., 2004). Se
encuentra localizado principalmente en la periferia del Disco-Z de los sarcomeros (Paulin y Li,
2004) y los conecta con la membrana plasmatica y la lamina nuclear en las células musculares
estriadas, cardiacas y lisas (Goldfarb et al., 2004). Zhang et al., (2006), Huff-Lonergan y
Lonergan, (2005) y Ouali et al., (2006) determinaron que la degradacion de proteinas estructurales
como la DES durante el post-mortem tiene varias consecuencias a nivel estructural, que modifican
atributos de musculo permitiendo su conversion a carne (Campo et al., 2000; Monson et al., 2004;
Safiudo et al., 2004; Monso6n et al., 2005; Kolczak et al., 2005). Esta proteina juega un papel
importante en el mantenimiento de la integridad de la estructura celular (Paulin y Li, 2004) por ser
uno de los filamentos intermedios mayores involucrado en la conservacion del alineamiento lateral
de las miofibrillas adyacentes que une la capa periférica de estas a la membrana celular (Zhang et
al., 2006). Varias investigaciones han podido establecer que la Desmina tiene un rol importante en
varios parametros de calidad cérnica, al ser uno de los sustratos del sistema proteolitico de la
Calpaina-Calpastatina (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005; Zhang et al., 2006). Se han identificado
varios polimorfismos en genes de este sistema proteolitico en bovinos y porcinos, asociados con
variaciones en la calidad carnica para parametros como la terneza (Pinto et al., 2010; lwanowska et
al., 2011; Motter et al., 2009; Curi et al., 2010) y la Capacidad de Retencion de Agua (CRA)
(Zhang et al., 2006; Bond y Warner, 2007). En el estudio de Chang et al. (2003) empleando un
microsatélite ubicado en la regién 3"UTR del gen de la Desmina del cerdo, lograron determinar su

asociacion con el valor de pH a 45 minutos y a 24 horas post-mortem, dada la co-segregacion de
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este marcador neutro con el polimorfismo responsable. Sin embargo, es posible que la asociacion
pueda ser producida por una mutacion en el gen PRKAG3, gen que yace muy proximo a la

Desmina tanto en porcinos como en bovinos.

Es posible que las mutaciones en el gen de la Desmina puedan contribuir a alteraciones fenotipicas
en parametros cérnicos asociados, como la terneza y la CRA en especies como el bovino y el
cerdo, por lo que es considerado como uno de los genes candidato asociados a pardmetros de
calidad cérnica (Williams et al., 2009). A esto contribuye la alta variabilidad reportada en otros
mamiferos como el humano (Goldfarb et al., 2004), en el cual se han detectado multiples
variaciones que van desde cambios nucleotidicos, hasta indels y splicings alternativos, lo que
incrementa su valor en estudios de asociacion fenotipo-genotipo. El objetivo de este estudio fue
determinar la estructura 3D de la proteina Desmina en bovinos y los SNPs con una mayor
probabilidad de producir alteraciones funcionales en el ARNm y en la proteina mediante analisis

computacional.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Secuenciasy SNPs empleados

Se emplearon las secuencias de ARNm NM_001081575.1 y NM_001001535.1 (bovino y porcino
respectivamente) y para la proteina; DAA32384.1 y AAD46492.1 (bovina y porcina
respectivamente), las cuales seran denominadas en este articulo como el alelo silvestre. Las
mutaciones puntuales de las regiones exonicas evaluadas se listan en la tabla 5-1 y fueron ubicadas
manualmente. También se emplearon las secuencias NM_001927.3 y NP_001918.3
correspondientes al ARNm y la proteina de la Desmina humana asi como las 11 mutaciones

missense que se han reportado asociadas con miopatias en humanos (van Spaendonck et al., 2011).

5.2.2 Construccién de modelos de ARNm.

Para el modelamiento del ARNm de la DES bovina fueron seleccionados 7 SNPs (secuencias 1-7,
tabla 5-1) de los 25 reportados en la base de datos de NCBI, debido a que son los que producen
una modificacion de un nucle6tido de la region exdnica y que por consiguiente alteran la secuencia
del ARNm. Para el modelamiento del ARNm del gen de DES porcino se utilizaron las 5

mutaciones reportadas en la base de datos de NCBI, las cuales afectan regiones exdnicas traducidas
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(secuencias 8-12) (tabla 5-1). Se realiz6 el modelamiento del ARNm de la DES humana normal y

se design6 como humano silvestre. (Ver procedimiento en el numeral 3.2.2)

Tabla 5-1: SNPs empleados, posiciones alteradas y numeracion de secuencias.

Numero de ARNmM Proteina
: - : : : - — | Valor de AG
Secuencia Accesion Silvestre ‘ Cambio | Posicion | Silvestre ‘ Cambio | Posicion

Bovino

Bovino silvestre NA NA NA NA NA NA NA -919.81
1 rs135943644 A C 45 NA NA NA -911.83
2 rs136748725 T C 49 NA NA NA -911.07
3 rs110342944 G A 177 A T 38 -914.41
4 rs134655764 A o 213 T P 50 -926.91
5 rs132973368 T C 1588 NA NA NA -917.97
6 rs110633827 C T 1723 NA NA NA -917.11
7 rs209238371 C T 1965 NA NA NA -919.81
Cerdo

Porcino silvestre NA NA NA NA NA NA NA -891.36
1 rs81494989 A G 305 A A 86 -897.90
2 5586225527 C T 384 L L 113 -891.36
3 rs81213204 T G 719 | M 224 -891.43
4 rs81213205 G A 920 S S 291 -890.26
5 5586225530 T G 933 w G 296 -895.86
NA; no aplica.

5.2.3 Construccion de Modelos de la proteina DES.

Para el modelamiento de la proteina DES bovina fueron seleccionadas 2 mutaciones (secuencias 3
y 4) debido a que son del tipo missense que codifican aminoacidos (aa) de la proteina (tabla 5-1).
Para realizar una comparacion con el modelo obtenido de la proteina DES bovina se ubicaron las
mutaciones missense reportadas que alteran la proteina DES porcina (secuencias 10 y 12) (tabla 5-
1) y las 11 mutaciones missense reportadas para la proteina DES humana (van Spaendonck et al.,
2011).

Para determinar la estructura secundaria de las secuencias proteicas, las regiones desordenadas y la
deteccion de los dominios constituyentes de la proteina se empled el procedimiento descrito en el
numeral 3.2.3. El modelamiento por homologia fue empleado para la determinacion de la
estructura terciaria del Multidominio Tipo Filamento mediante el servidor SwissModel y el

Software Deep Viewer (Guex y Peitsch, 1997, www.expasy.org/spdbv/) y para el modelamiento

de la Superfamilia Cabeza de Filamento (aminoacidos 38 al 110) y los segmentos 240-271 y 407-

470 se empled el servidor I-TASSER vy se realizd el posterior ensamblaje de cada uno de los
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segmentos obtenido. El punto isoeléctrico (PI) y peso molecular se determinaron mediante el
servidor Protparam (www.expasy.org/spdbv/).

5.3 Resultados

En la figura 5-1 se presenta la estructura y tamarfio del gen, el ARNm y los dominios constituyentes

de la proteina de la DES bovina.

Figura 5-1: Distribucion del gen de la DES bovina.

2233 nt
ARNmM

1410 nt
traducidos

470 aa

SUPERFAMILIA MULTIDOMINIO TIPO FILAMENTO
CABEZA DE

FILAMENTO
Se presentan adicionalmente, los dominios predichos en la proteina lineal y las regiones amplificadas por cada uno de los
juegos de cebadores, empleados en el estudio de asociacion fenotipo-genotipo, De igual forma se ilustran las regiones
modeladas por con el servidor Swiss Model; empled los templetes 1gk7A con una identidad de 78.95% (entre los aa
106-143), 3s4rB con una identidad del 69.23% (entre los aa 139 - 194), 3swkA con una identidad del 68.61% (aa 158-
243), 3kItC con 76.06% de identidad (aa 268 - 338) y 1gk4B con 77.22% de identidad modelando los aminoacidos 333 al
411.

5.3.1 Modelos de ARNm.

En la figura 5-2 se presenta la estructura secundaria adoptada por el ARNm silvestre del gen de la
DES bovina (Bovino silvestre) y las tres modificaciones estructurales que producian los mayores
cambios visibles en el plegamiento del ARNm (en orden descendente: secuencias 2,1 y 5). La
figura 5-3 muestra las respectivas estructuras de ARNm del gen DES porcino silvestre y el modelo
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de la secuencia 1 debido a que fue la que tuvo el mayor impacto sobre el modelo bidimensional y

adicionalmente la estructura del ARNm del gen DES silvestre del humano.

Figura 5-2: Polimorfismo conformacional de la DES bovina.

Silvestre 2

Se presenta la Desmina silvestre y las estructuras adquiridas por las secuencias 1, 2 y 5, como las mas importantes.

A nivel de estabilidad molecular, el ARNm del alelo silvestre de la DES bovina, mostroé un valor
de Energia Minima Libre (AG) de -919.81 kcal/mol. En orden descendente las mutaciones de la
DES bovina que desestabilizan en mayor medida a esta molécula son el SNP 2, 1y 3 con valores
de AG de -911.07, -911.83 y -914.41 kcal/mol respectivamente. Se destaca el SNP 4 cuyo valor de
AG -926.91 kcal/mol, le puede conferir un mayor carécter estabilizante a esta molécula. El alelo
silvestre del cerdo presentd6 un valor de AG de -891.36 mientras que sus secuencias 4y 1
mostraron un valor de -890.26 y -897.90 kcal/mol, respectivamente. Para el alelo silvestre humano

se encontro un valor de AG de -916.94 kcal/mol.
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Figura 5-3: Polimorfismo conformacional en la DES porcina y el silvestre del humano.

Cerdo silvestre

Humano

£ silvestre

5.3.2 Modelo proteico

En la figura 5-4 se presenta la estructura secundaria predicha de la proteina DES bovina. En la
tabla 5-2 se muestran los parametros Pl y peso molecular para las secuencias seleccionadas. Se
debe tener en cuenta que para la prediccion final del modelo el segmento anterior al aminoacido 39
fue eliminado debido a que la prediccion realizada por CD-Search no la establece como
constituyente de la Superfamilia Cabeza de Filamento. Los ocho segmentos modelados de la
proteina DES bovina (5 resueltos por SwissModel y 3 por I-TASSER) tenian fragmentos solapados
(=5 aminoacidos) por lo que pudieron ser ensamblados con el programa Deep Viewer. En la figura
5-5a se presenta el modelo final de la proteina Desmina bovina comprendida entre los aminoacidos
39 y 470 de la secuencia problema DAA32384.1. Se sefiala la presencia de los segmentos
constituyentes de la “Rod”: PCD, 1A, L1, 1B, L12, 2A, L2 y 2B, dentro de este ultimo se ubica el
denominado “Stutter” que corresponde a 10 aminoacidos (350-359) altamente conservados en las

proteinas de los filamentos intermedios celulares (Bar et al., 2004).
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Figura 5-4: Estructura secundaria de la DES bovina.

MSQAYSSSQRVSSYRRTFGGAPSFPLGSPLSSPVFPRAGFGTKGSSSSVTSRVYQVS

RTSGGAGGLGALRASRLGSTRVPSSYGAGELLDFSLADAVNQEFLTTRTNEKVELQE

LNDRFANYIEKVRFLEQONAALAAEVNRLKGREPTRVAEIYEEELRELRRQVEVLTN

QRARVDVERDNLLDDLORLKAKLQEEIQLKEEAENNLAAFRADVDAATLARIDLERR

IESLNEEIAFLKKVHEEEIRELQAQLOEQQVQVEMDMSKPDLTAALRDIRAQYETIA

AKNISEAEEWYKSKVSDLTQAANKNNDALRQAKQEMMEYRHQIQSYTCEIDALKGTN
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VEIATYRKLLEGEESRINLPIQTFSALNFRETSPEQRGSEVHTKKTVMIKTIETRDG

EVVSEATQQQHEVL

—

En verde se presentan las regiones desordenadas, en rojo la prediccion de a-hélices.

Tabla 5-2: Pardmetros de la

proteina DES alterados

Parametro Parametro
Secuencia Peso Punto Secuencia Peso Punto
molecular | isoeléctrico molecular | isoeléctrico
Bovino silvestre 53531.8 5.21 N342D 53536.7 5.17
3 53561.8 5.21 L345P 53519.7 521
4 53527.8 5.21 A357P 53561.8 5.21
Cerdo silvestre 53628.9 5.21 A360P 53561.8 5.21
10 53646.9 5.21 L370P 53519.7 5.21
12 53499.8 5.21 L385P 53519.7 521
Humano Silvestre 53535.7 5.21 Q389P 53504.7 5.21
A213V 53563.8 521 R406W 53565.8 5.17
A337P 53561.8 5.21 K449T 53508.7 5.17

Se presentan las secuencias silvestres del bovino, porcino y humano. Se emplearon 11 de las mutaciones mas frecuentes

reportadas en el humano.

En el modelo obtenido de la proteina DES bovina se indican las posiciones 38 y 50
correspondientes a las secuencias missense 3 y 4 (figura 5-5b). Sobre este modelo se sefialan
también las posiciones homdlogas a los aminoacidos 224 y 296 del cerdo de las secuencias 10 y 12
respectivamente (figura 5-5¢) y las posiciones 213, 337, 342, 345, 357, 360, 370, 385, 389, 406 y

449 correspondientes a las 11 mutaciones missense reportadas para la proteina DES humana

(figura 5-5d y 5-5¢).
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5.4 Discusion

El gen de la Desmina es considerado como uno de los genes candidato asociados a fenotipos como
los parametros de calidad carnica, por lo que se puede considerar que la existencia de un bajo
nuimero de mutaciones reportadas en bases de datos (25 SNPs en bovino y cinco en porcino), sea
posiblemente debida a una reducida cantidad de estudios lo que permite sugerir la necesidad de
implementar andlisis que contribuyan a la caracterizacion de su estructura y funcionamiento

fisioldgico.

Figura 5-5: Estructura terciaria de la DES bovina.

“Stutter”

Headd

a. Se detallan los segmentos constituyentes de la proteina DES, b. c. d. y e. presentan la ubicacion de los aminoacidos
modificados por los polimorfismos evaluados. En la figura b, se incluyd el segmento 1-39 para mostrar la posicion 38;
ver anexo B.
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5.4.1 Variaciones en el ARNm.

Las configuraciones analogas adoptadas por la molécula de ARNm (secuencias 2, 1, 5y 4) (figura
5-2), debida a las mutaciones T49C, A45C, T177A y A213C pueden tener un efecto a nivel de
regulacion en la expresion de la proteina (Andrade, 2001). Adicionalmente a las variaciones en la
estructura tridimensional adoptada por esta molécula, varias de esta mutaciones modifican su valor
de Energia Minima Libre, haciéndola in-silico mas o menos estable. Las mutaciones T49C y A45C
modifican tanto la estructura conformacional como la Energia Minima Libre, lo que hace menos

estable a las moléculas de ARNm de la DES bovina.

Estudios previos utilizando estos mismos parametros (configuracion bidimensional y AG) han
permitido confirmar que mutaciones sindnimas o mutaciones ubicadas en las regiones no
traducidas del ARNm de genes candidato son causantes de variaciones fenotipicas en humanos
(Johnson et al., 2011; Shen et al., 1999; Duan et al., 2003). Halvorsen et al. (2010) examinando
SNPs asociados a enfermedades en el genoma humano que alteran significativamente la
conformacion de las regiones reguladoras UTR, definieron los “RiboSNitches” que inducen
cambios conformacionales permanentes de la estructura del ARNm, actuando como interruptores
moleculares (molecular switch) que apagan o encienden la expresion del gen. Este se puede
contrastar con los polimorfismos T49C y A45C, los cuales estan ubicados en la region 5"UTR del
ARNmM de la DES vy por lo tanto pueden tener un efecto fenotipico en los parametros de calidad

carnica CRA y terneza entre otras.

5.4.2 Efecto de mutaciones missense en la proteina DES.

De las mutaciones missense evaluadas en las tres especies analizadas, Unicamente se presento
modificacion del Pl en 3 de las 11 de la DES humana (N342D, K449T y R406W) (van
Spaendonck et al., 2011) siendo la R406W la que presenta el cuadro clinico mas severo que
incluso puede conducir a la muerte (Park et al., 2000). El Pl se modifica desde 5.21 para la DES
humana silvestre hasta 5.17 en los 3 casos citados anteriormente. En el caso de la DES del bovino
o la del cerdo el PI no se present6 variacion alguna que permita postular a estas mutaciones como

candidatas para una evaluacion in-vivo.
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Es interesante resaltar la ubicacion de diez de las once mutaciones humanas con efecto fenotipico
en la region comprendida entre la region 2B del Rod (figura 5e) y la parte terminal de la proteina,
lo que podria sugerir a este segmento como importante en estudios de asociacion fenotipo-genotipo
en especies como el bovino y porcino, con el fin de establecer su posible efecto en pardmetros de
calidad cérnica dada la funcién de sostén, generacion y transmision de fuerza activa y pasiva

desempefiada por la Desmina (Paulin y Li, 2004).

5.4.3 Modelo tridimensional de la DES bovina

En el modelo de estructura bidimensional de la DES bovina se predijo la existencia de una alfa
hélice continua desde el aminoacido 99 al 417, sin embargo Bar et al. (2004) y van Spaendonck et
al. (2011) mencionan en esta misma ubicacion la existencia de una estructura de o-helice
interrumpida por tres enlaces o linkers L1, L12 y L2, lo que permite la formacion de cuatro

segmentos separados en a-hélice denominados como 1A, 1B, 2A 'y 2B (figura 5-5a).

El desarrollo de cardiomiopatias se asocia a la agregacion proteica de la Desmina y en menor
proporcion Alfa-B-cristalina, Distrofina y Miotilina, generando la inhabilidad de la Desmina para
interactuar con otras estructuras celulares (van Spaendonck et al., 2011). Lo anterior evidencia una
susceptibilidad del gen DES a sufrir mutaciones principalmente en el segmento 2B (Park et al.,
2000; van Spaendonck et al., 2011) estableciendo al ex6n 6 de este gen como un Hot-spot
(Goldfarb et al., 2004).

El bajo nimero de mutaciones reportadas en el gen del bovino y en el del cerdo indican la falta de
conocimiento que aun existe de la estructura y funcionamiento de este gen, sin embargo se puede
sugerir la existencia de una gran variabilidad del gen con posibles efectos fenotipicos.
Dificilmente en especies domésticas como el bovino se encontraran mutaciones con un efecto tan
evidente como en el humano, dados los mecanismos de seleccidn artificial a los que vienen siendo
sometidos para la produccion animal, pero sin descartar que se pueden hallar mutaciones que
contribuyan a la variabilidad fenotipica (Goldfarb et al., 2004) y que relacione la estructura y
funcionalidad del miocito con parametros de calidad de productos como la carne, como la CRA'y
la terneza. En relacion con lo anterior, Goldfarb et al. (2004) destacan que los filamentos de
Desmina que poseen un plegamiento diferente al normal, presentan una mayor resistencia al
remodelamiento in-vitro producido por los sistemas enziméticos responsables. Cabe destacar que

uno de esos sistemas de remodelamiento in-vivo a nivel celular, el sistema Calpaina-Calpastatina,
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es el responsable del proceso de tenderizacion post-mortem en el paso de musculo a carne, por lo
gue una mutacion en el gen de la Desmina podria modificar este proceso, alterando su protedlisis
post-mortem, lo que afectaria por consiguiente los pardmetros de calidad de la carne como la
CRAy la terneza de la carne (Zhang et al., 2006; Campo et al., 2000; Monson et al., 2004; Safiudo
et al., 2004; Monson et al. 2005; Kolczak et al., 2005).

5.5 Conclusiones

Se logré modelar toda la proteina DES del bovino y se pudo confirmar la presencia de los
segmentos caracteristicos de los filamentos intermedios del miocito de los mamiferos, reportados
previamente. La Desmina es uno de los genes candidato con un posible efecto sobre parametros de
calidad cérnica en bovinos y en porcinos, sin embargo aun existe un ndmero reducido de
polimorfismos identificados en ambas especies, en comparacion con los reportados para la DES
humana en la que se ha podido determinar una amplia variabilidad de la region 2B del
Multidominio Tipo Filamento. A través de la evaluacion del polimorfismo conformacional del
ARNmM de la DES del bovino se logré determinar que las mutaciones T49C y A45C pueden ser
reconocidas como las mas importantes, ya que al incrementar el valor de Energia Minima Libre de
la molécula, se hace menos estable, tedricamente disminuyendo la tasa de traduccion dada una
menor cantidad de ARNm disponible para este proceso. La menor traduccion se reflejaria en un
menor contenido de la proteina cumpliendo su funcién bioldgica de sostén en el miocito, haciendo
a la carne menos resistente en procesos de masticacién luego de la coccidn y alterando la relacion

agua-proteina y por lo tanto la pérdida de agua desde su estructura.






6. Analisis computacional del efecto de mutaciones
puntuales en el sistema p-Calpaina y
Calpastatina en calidad de carne bovina

6.1 Introduccién

Posterior a la exanginacion de los animales, las células musculares son obligadas a ingresar en el
proceso de muerte celular programada o apoptosis (Ouali et al., 2006) dando lugar posteriormente
a la etapa denominada rigor mortis y a la fase de tenderizacion. En esta Gltima, se establece la
maduracion PM, gracias a los procesos proteoliticos internos que inducen cambios en la
microestructura de la carne del bovino (entre otros), lo que permite su ablandamiento e induce la
movilizacion del agua que esta contiene (Straadt et al., 2007) mediante la disrupcion de
conexiones costaméricas e inter-miofibrilares (Bee et al., 2007) Entre las proteinas susceptibles a
estos procesos proteoliticos internos desencadenados en las células musculares se incluyen
Desmina, Actina, Miosina de cadena pesada, Miosina de cadena ligera I, Troponina T,
Tropomiosina al, Tropomiosina a4, Tioredoxina, CapZ (Lametsch et al., 2004) y Talina (Bee et
al., 2007). La tenderizacion es dependiente de la arquitectura y la integridad de la célula muscular
y ademas de la actividad de las proteasas enddgenas (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005;
Koohmaraie y Geesink, 2006), las cuales son muy susceptibles a factores microambientales como
el pH y su descenso (Bee et al., 2007; Silva et al., 1999; Pomponio et al., 2010) y la tasa de
oxidacién asi como también de la condicidn genética (establecida como el efecto racial -Monson et
al., 2004; Chambaz et al., 2003; Strydom et al., 2000; Safiudo et al., 2004; Monson et al., 2005- o
el efecto de mutaciones puntuales asociadas -Pinto et al., 2010; lwanowska et al.. 2011; Chung y
Davis, 2011; Page et al., 2002; Soria et al., 2010; Casas et al., 2006; Ciobanu et al., 2004)
incluyendo una posible interaccién entre todos estos que modulan la tasa de degradacion de

proteinas.

La tasa de tenderizacion ocurrida en el PM de la carne posee un periodo neurdlgico, durante la

primera semana, tiempo en el cual las enzimas encargadas de la protedlisis juegan un papel
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relevante. Un reporte previo evaluado en esta etapa mostré tasas de tenderizacion superiores al
88% del total (Campo et al., 2000). El sistema proteolitico endégeno mas destacado en la
evaluacion de parametros asociacion a calidad carnica, corresponde al de los genes de la p-
Calpaina (CAPN1) y la Calpastatina (CAST), el primero es la proteina encargada de realizar la
lisis enzimética de varias proteinas sustrato (Casas et al., 2006) que conjuntamente con la m-
Calpaina (CAPN2) poseen expresion ubicua (Hanna et al., 2008) y actividad enzimética
dependiente de calcio (Kapprell et al., 1989) y la CAST que corresponde a su inhibidor especifico,
codificado desde un gen de Unica copia, que posee como caracteristica estructural cuatro
promotores (Motter et al., 2009), permitiendo la produccién de las variantes I, 1, 111 'y IV, siendo
esta Ultima especifica del testiculo (Raynaud et al., 2005). Adicionalmente existe un tercer
componente del sistema, conformado por una subunidad pequefia de la Calpaina (CAPNS) comun
para ambas enzimas (Hanna et al., 2008), siendo la enzima Calpaina a nivel cuaternario un

heterodimero (Moldoveanu et al., 2008).

En los estudios de asociacién a SNPs, es importante establecer un sustento biolégico del efecto de
este Gltimo sobre el comportamiento del gen (a nivel de regulacién transcripcional), del ARNm
(estabilidad, e informacién anéloga y digital que contiene -Andrade, 2011) y de la proteina
(alteraciones en parametros fisico-quimicos) responsables de un efecto fenotipico concluyente,
dada la posibilidad de establecer “falsos positivos” (Hoggart et al., 2008) con las consecuencias

que esto acarrearia si son incluidos en programas de seleccién animal.

El objetivo de este documento es determinar el efecto in-silico de mutaciones exénicas reportadas
en bases de datos, en parametros fisico-quimicos del ARNm y la proteina en la p-Calpaina y la

Calpastatina bovina.

6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Secuencias y SNPs empleados.

Para Calpaina (CAPN1) se obtuvieron las secuencias del ARNm y proteina bovinas de NCBI
identificadas NM_174259.2 y NP_776684.1 y para Calpastatina (CAST) NM_174003.2 (ARNm) y

AAA19643.1 (proteina), las cuales en este articulo son denominadas como los alelos silvestres y
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Tabla 6-1: SNPs empleados y cambios producidos en ARNm y proteina.

Secuencia Namero de ARNm Proteina
No acceso Posicion Silvestre | Cambio | Posicion Silvestre | Cambio
CN1 55269202866 543 T G 156 F \Y;
CN2 5528452420 656 A G 193 K K
CN3 5528451369 665 C T 196 A A
CN4 5586317594 707 A G 210 T T
CN5 5528452434 734 C T 219 G G
CNG6 5528450971 917 A G 280 K K
CN7 5528452341 1024 G C 316 G A
CN8 5577832255 1088 A C 337 S S
CN9 55269202884 1190 T C 371 Y Y
CN10 5528451391 1661 C T 528 D D
CN11 5528451392 1665 G A 530 \Y; I
CN12 55269202966 2225 G A 716 A A
Cs1 s5140795116 271 G A 48 D G
Cs2 55265255855 283 C T 52 L P
CS3 5117962530 596 T C 156 S S
Cs4 55423036926 672 A G 182 T A
CS5 5577832279 872 C T 248 T T
CSé 5577832274 878 G A 250 P P
Cs7 55140795256 1448 C T 440 I I
CS8 55115456737 1529 A G 467 P P
CS9 ss115456738 1544 G A 472 \Y; \Y;
CS10 55115456739 1574 T C 482 S S
Csi11 s5115456740 1615 c T 496 V A
CS12 5115456748 1643 C T 505 E E
CS13 ss115456750 1721 G A 531 E E
CS14 55115456769 2074 G C 649 S T
CS15 $546527044 2870 A G NA NA NA
CS16 $577831764 2959 A G NA NA NA
CSs17 55430490950 2987 T C NA NA NA
CS18 5577832273 3016 A T NA NA NA
CS19 55430490951 3138 G A NA NA NA
CS20 $s140795309 3148 C T NA NA NA
Cs21 55140795310 3160 C G NA NA NA
CS22 $5430490954 3254 C A NA NA NA
CS23 $s430490955 3272 G A NA NA NA
CS24 $5265256266 3320 G C NA NA NA
CS25 55423036988 3350 C T NA NA NA
CS26 $s430490956 3351 G T NA NA NA
CS27 $5423036989 3697 C A NA NA NA
CS28 $5423036990 3698 G A NA NA NA
CS29 $s77831765 4333 G A NA NA NA

CN polimorfismos evaluados del gen CAPN1; CS polimorfismos evaluados del gen CAST. Se presentan la
decodificacion de cada una de los polimorfismos empleados en el analisis. NA, no aplica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=269202866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=28452420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=28451369
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=86317594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=28452434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=28450971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=28452341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=77832255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=269202884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=28451391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=28451392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=269202966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=140795116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=265255855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=117962530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=423036926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=77832279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=77832274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=140795256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=115456737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=115456738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=115456739
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=115456740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=115456748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=115456750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=115456769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=46527044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=77831764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=430490950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=77832273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=430490951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=140795309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=140795310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=430490954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=430490955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=265256266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=423036988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=430490956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=423036989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=423036990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ss.cgi?subsnp_id=77831765
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corresponden a la variante Il de CAST que es la mas abundante en el masculo esquelético bovino
(Raynaud et al., 2005). Las mutaciones puntuales de los exones que fueron usadas se listan en la
tabla 6-1 y se ubicaron manualmente.

6.2.2 Modelamiento del ARNm.

El mismo procedimiento fue realizado para cada una de las mutaciones evaluadas en ambos genes.
(Ver numeral 3.2.2.)

6.2.3 Modelamiento proteico.

Se detectaron los dominios constituyentes de la proteina (ver numeral 3.2.3.). EI modelamiento por
homologia fue empleado para la determinacion de la estructura terciaria de CAPN1 y cuaternaria
(CAPN1-CAPNS-Ca?") empleando el mismo procedimiento descrito en el numeral 3.2.3.; para el
modelamiento de la proteina CAST se empled el servidor I-TASSER (Zhang, 2008; Roy et al.,
2010) y se efectud la minimizacion energética de cada proteina mediante Gromos96.
Adicionalmente se realiz6 modelamiento del complejo CAPN1-CAPNS-Ca?*-CAST con el
servidor SwissModel (Arnold et al., 2006; Xiang, 2006). Para la determinacién de los parametros

fisico-quimicos de estas moléculas se empled el mismo procedimiento descrito en 3.2.3.

6.3 Resultados

En la figura 6-1 y 6-2 se presenta la estructura de los genes CAPN1 y CAST bovino. De las
mutaciones reportadas en NCBI, se emplearon 12 polimorfismos en el gen CAPN1 y 29 para el
caso del gen CAST. Del gen CAPNL1 solo 3 polimorfismos modifican un aminoacido en la

secuencia y del gen CAST solamente 5 SNPs (tabla 6-1).

6.3.1 SNPsy estabilidad del ARNm

En el caso del gen de la Calpaina el valor de Energia Minima Libre de la secuencia silvestre
obtuvo un valor de -1154.77 kcal/mol. Las secuencias que presentaron un incremento en su
estabilidad fueron CN2, CN5, CN12 y CN11 con valores de -1159.73, -1159.17, -1158.59 y
-1157.45 kcal/mol, respectivamente. Cabe destacar que en la secuencia CNG6 la presencia del SNP

desestabiliza la molécula, ya que se incremento su valor de AG a -1150.82 kcal/mol.
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Figura 6-1: Estructura del gen CAPNL1 bovino.
CAPN5331 CAPN316 CAPNS30 CAPN4751

21 exones

2255 nt ARNm
107 nt no traducidos
2148 nt traducidos

352 364 526 540

716 aa

PTZ00184

SUPERFAMILIA
Calpaina_lll

SUPERFAMILIA CysPc

592-646
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Se presentan adicionalmente los dominios predichos en la proteina lineal y en triangulos, los aminoacidos constituyentes
de los sitios activos de la molécula, en morado: el sitio catalitico; en azul: formacion de un loop &cido involucrado en la
activacién de la molécula durante su unién al Ca?*; en naranja: sitio de unién al Ca®*. Se ilustran las regiones
amplificadas por cada uno de los juegos de cebadores, empleados en el estudio de asociacién fenotipo-genotipo. Segin
Casas et al. (2005), el marcador CAPN5331 amplifica en intrén 1, existiendo un exén inicial, no incluido en ENSEMBL.

En el caso del gen CAST la secuencia silvestre obtuvo un valor de -1084.57 kcal/mol y se
encontrd un incremento en la estabilidad de la molécula para las secuencias CS5 (-1097.57),
CS17 (-1091.6) y CS29 (-1090.7). Se encontrdé una pérdida en estabilidad in-silico de las
secuencias CS28 (-1079.12) y CS9, CS12, CS13, CS22, CS23 y CS26, las cuales comparten el
mismo valor de AG -1079.42 kcal/mol. En la figura 6-3 se presentan las secuencias silvestres de
ambos genes y aquellas que diferencialmente presentaron un plegamiento bidimensional

importante.
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Figura 6-2: Organizacion del gen de la Calpastatina bovina.
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Se presentan los dominios predichos en la proteina lineal producto de la variante Il de la CAST bovina y las regiones
amplificadas por cada uno de los juegos de cebadores, empleados en el estudio de asociacion fenotipo-genotipo.

6.3.2 Efecto sobre las proteinas CAPN1y CAST

En la figura 6-1 y 6-2 se presenta la ubicacién lineal de los dominios establecidos en ambos genes
y en la figura 6-4 su ubicacion tridimensional en CAPN1 (Swiss Model empled el templete 1gxpB,
con una identidad del 75.81% y una cobertura entre los residuos 13 al 715) y CAST. En esta Gltima
imagen se representa el proceso de activacion de la proteina terciaria CAPN1 bovina mediante su
union a la proteina CAPNS y un total de 10 4&tomos de Calcio, la cual posteriormente presenta
inactivacion mediante su unién a uno de los cuatro dominios de CAST. Para realizar este modelo
(figura 6-4d), se empled el templete 3bow de PDB modelando el complejo de la enzima Calpaina
activa (con la respectiva proteina CAPN1 bovina) unida al segmento D502-T591 (tercer dominio y
ocho residuos del cuarto) de la proteina CAST bovina.
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Figura 6-3: Polimorfismo conformacional del ARNm en CAPN1y CAST.
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a. silvestre de CAPN1, b. CN2 (més estable), c. CN6 (menos estable), d.CN9 con una estructura alterna, e. silvestre
CAST, f. CS5y g. CS17, incrementan su estabilidad, h. CS28 e i. CS9 como las més inestables. CS9 adquiri6 el mismo

valor de AG que CS12, CS13, CS22, CS23 y CS26.
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Figura 6-4: Estructura tridimensional de la CAPN1 y CAST bovinas y mutaciones usadas
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Se presenta la ubicacion tridimensional de los motivos predichos. a. en morado: SUPERFAMILIA CysPc; en azul claro
SUPERFAMILIA Calpaina_lll; lila: PTZ00184; dorado: EFh. b. ubicacion de las cuatro SUPERFAMILIAS
Calpain_inhib de la CAST bovina. c. proceso de activacion de la CAPN1 mediante su unién a la CAPNS y un total de 10
atomos de Ca’* (esferas blancas). d. proceso de inactivacién de la CAPN1-CAPNs-Ca®", mediante su unién a uno de los
cuatro dominios de CAST (cinta amarilla). En un recuadro blanco se presenta un loop de CAST involucrado en la
inactivacion del sitio catalitico de la Calpaina; ver anexo B.

En la figura 6-5 se muestran las superficies de contacto entre las tres proteinas y en la figura 6-6 se
detallan los sitios activos de los tres dominios de CAPN1, detectados por CD-Search y su
distribucion electroestatica (figura 6-6b), siendo uno de los pardmetros evaluados que no fue
afectado por alguna de las 3 mutaciones missense evaluadas en esta proteina. En el caso de la
CAST se presentd una alteracion en la superficie de la proteina para los SNPs CS4, CS11 y CS14

(figura 6-7). En la tabla 6-2 se presenta el pardmetro Pl en las secuencias silvestres y sus
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mutaciones, estableciendo que el GUnico SNP que logra modificar este pardmetro en los genes del

sistema p-Calpaina Calpastatina fue el SNP CS1, pasando de 5.42 a 5.45.

6.4 Discusion

Varios marcadores de los genes p-Calpaina y Calpastatina, han sido asociados a terneza, este es el
caso de marcadores ubicados en regiones intronicas como CAPN4751, CAPN4753, UOGCAST1
(Pinto et al., 2010; White et al., 2005; Curi et al., 2010; Casas et al., 2006) y exo6nicas como
CAPN316 y CAPN530 (CN7 y CN11 en este documento) (Pinto et al., 2010). Para el caso del
polimorfismo CAPN4751, Pinto et al. (2010) reportan una disminucién en el valor de Slice
Shear Force en 0.30, 0.27 y 0.34 kg para los dias 7, 14 y 21 de maduracion comparando los
genotipos CC-TT, algo similar a lo reportado por Papaleo et al. (2010). Este mismo grupo de
investigadores reportan una reduccion en 0.17, 0.21 y 0.25 kg comparando los genotipos CC-GG

en el marcador UOGCAST1 para los dias 7, 14 y 21 de maduracion en LD de animales Nelore.

Figura 6-5: Superficies de contacto entre las moléculas del sistema.

Superficie de contacto (azul) a. entre CAPN1 (gris) y CAPNS (amarillo) y b. entre CAPN1-CAPNS (gris) y un dominio
de CAST (amarillo).
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Figura 6-6: Sitios activos de CAPN1-CAPNS-Ca”* y potencial electrostatico de CAPN1.

a. En CAPNL1, en rojo: el sitio catalitico; en verde: formacién de un loop &cido involucrado en la activacion de la
molécula durante su unién al Ca?*; en morado: sitio de unién al Ca®" y en CAST se detalla en naranja el segmento
TIPPEYR reportado por Hanna et al. (2008) y Moldoveanu et al. (2008). b. potencial electrostatico del CAPNL1.

Tabla 6-2: Parametros de la proteina alterados por los SNPs evaluados.
Parametro
Secuencia Peso Punto
molecular | isoeléctrico
CAPNL Silvestre 82207,3 5,42
CN1 82159,3 5,42
CN6 82221,3 5,42
CN9 82221,3 5,42
CAST Silvestre 84220,4 5,42
Cs1 84162,4 5,45
CS2 84204,4 5,42
CS4 84190,4 5,42
CS13 841924 5,42
CS16 84234,5 5,42

Aungue existe una amplia discusién de cual de las dos enzimas de la CAPN (Boehm et al., 1998;
Pomponio et al., 2008) esta realmente involucrada en el proceso de tenderizacién dada su actividad
PM (Kristensen et al., 2006; Gil et al., 2011) o si la intervencion de otros sistemas proteoliticos es
primordial (Bergh et al., 2008), grandes hallazgos como el establecido en el reporte de Geesink et
al. (2006) empleando ratones knock-out para CAPNL1, indicaron que la degradacion de proteinas
sustrato como Nebulina, Metavinculina, Vinculina, Desmina y Troponina T fue inhibida hasta el
dia 3 PM, aunque si existio autolisis de la m-Calpaina, confirmando que la p-Calpaina es la enzima
encargada de realizar este proceso y no otro sistema proteolitico. Adicionalmente Koohmaraie y
Geesink (2006) establecen la inexistencia de autolisis de la m-Calpaina en el bovino como una de

las razones para no incluirla como importante en procesos de tenderizacion. Algo similar ocurre
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con la CAPN3 (o p94), que aunque Geesin et al. (2005) establecieron mediante el uso de ratones
knock-out que no estaba involucrada en la protedlisis PM, ha sido empleada en estudios de

asociacion con parametros productivos, de calidad de la carcasa y calidad carnica (Café et al., 2010

ayhb).

Figura 6-7: Alteraciones producto de mutaciones puntuales en la CAST bovina.

Se comparan las superficies moleculares del alelo silvestre y su correspondiente mutacion; a. 182A, b. 496A, c. 649T de
la CAST bovina en un segmento contenedor de la proteina. El aminoacido sustituido se presente en verde. El color rojo
representa aminoacidos con portencial electrostatico negativo y en azul aquellos de potencial positivo.
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6.4.1 ARNmM y las mutaciones puntuales

Los motivos producidos en las secuencias de ARNmM involucrados en regulacion post-
transcripcional génica, tales como las secuencias Shine-Dalgarno (con un homologo en eucariotas,
denominado secuencias Kozak) o las sefiales de poliadenilacion, fueron caracterizadas hace varios
afios, pero solo recientemente se ha esclarecido que las secuencias motivo deben ser expuestas para
interactuar con estructuras adyacentes especificas (como lo establecen Shen et al., 1999 en su
reporte) y que las estructuras secundarias y terciarias adoptadas por esta molécula (definido por
Andrade, 2011 como la informacién andloga del ARNm) son maés criticas para la funcion
regulatoria per se, mediante su interaccion con factores proteicos o con otros ARNs (Klaff et al.,
1996), mediando procesos de sintesis, maduracion, transporte, traduccion o degradacion (Shen et
al., 1999). En el estudio de Johnson et al. (2011) empleando un total de 153.397 SNPs en regiones
exonicas del humano determinaron que 65.9% de ellos, modificaron el valor de AG y el 93.6%
lograron alterar las estructuras bidimensionales nativas, produciendo el denominado polimorfismo
conformacional del ARNm, siendo una fuente de variacion fenotipica importante, al afectar la
estabilidad de la molécula, producir ARNm alternativos, modificar el procesamiento proteico o la
eficiencia transcripcional (Mansoori et al., 2012). El trabajo de Duan et al. (2003) fue concluyente,
cuando empleando polimorfismos de regiones exdnicas del gen del receptor D2 de la Dopamina
humana, establecieron el por qué mutaciones sinénimas (Parmley y Hurst, 2007) o mutaciones en
las regiones UTR (Halvorsen et al., 2010) pueden estar asociadas a un efecto fenotipico tan

complejo como es el caso de muchas enfermedades humanas, como la hipertension.

Adicionalmente, en el estudio de Allais et al. (2011) emplearon dos polimorfismos establecidos en
la region 3’'UTR de CAST que segun la ubicacion de los cebadores reportados, corresponden a los
denominados CS16 y CS29 en este trabajo (CAST-2 y CAST-3 en Allais et al., 2011
respectivamente) estableciendo que el alelo G de CS16 esté4 asociado a carnes mas duras (WBSF y
panel sensorial en Charolais y en Blonde d’Aquitaine solo para panel sensorial), coincidiendo con
el reporte de Casas et al. (2006). Lo anterior puede ser causado por un incremento en la
estabilidad de la molécula de ARNm de CAST, conferido por el alelo G (con -1088.08 kcal/mol
y para el alelo A un valor de -1084.57 kcal/mol), lo que teéricamente puede conferirle a la
molécula de ARNm mayor estabilidad, permitiendo una mayor expresion de la proteina CAST y
por lo tanto una mayor tasa de inhibicién de la CAPN1, dando como resultado carnes mas duras. El
alelo A de CS29 en el trabajo de Allais et al. (2011) se encontré asociado con un incremento en la

terneza medida por WBSF, Gnicamente en la raza Charolais, pero no es aplicable la teoria anterior,
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dado que el alelo A le confiere un mayor valor de AG y no modifica considerablemente la
estructura bidimensional del ARNm. Se pudo establecer el polimorfismo A2959G (CS16) como el
mas consistente de los dos mencionados dada su asociacidn reportada previamente con carnes mas

duras y la mayor estabilidad de la molécula de ARNm, confirmada en el presente trabajo.

De ser correcta esta teoria, los SNPs que producen polimorfismos conformacionales en el ARNm,
CN2, CN5, CN12 y CN11 (més estables de CAPN1) en conjunto con CS28, CS9, CS12, CS13,
CS22, CS23 y CS26 (menos estables de CAST) conducirian a carnes mas blandas, al existir una

mayor actividad de la primera molécula y una tasa de inhibicion menor.

6.4.2 Estructuras tridimensionales de CAPN1y CAST bovinas

La CAPNL1 bovina como se presenta en la figura 6-4 posee una disposicion de dominios diferentes
al heterodimero activo mediado por su union a la proteina CAPNS vy varios cationes de calcio que
permiten la constitucion de una molécula mas compacta. Hanna et al. (2008) resaltan a los
aminoacidos Cys105, His262 y Asn286 en la secuencia del humano como la triada de la catélisis,
correspondientes en la estructura del bovino a los aminoacidos Cys115 His272 Asn296 (figura 6-
6a), sitio ocupado por la CAST en su proceso inhibitorio (figuras 6-4b y 6-5a). En cuanto a la
proteina CAST al no compartir homologia con alguna proteina conocida hasta ahora (Todd et al.,
2003) no es posible su modelamiento por homologia y posee como caracteristica no ser
estructurada tridimensionalmente (figura 6-3), pero con la capacidad de adquirir orden al unirse a
la Calpaina, sin embargo no es claro como logra inhibir a la Calpaina sin sufrir autélisis (Hanna et
al., 2008). Hanna et al. (2007) determinaron que una proteina CAST logra interactuar con cuatro
moléculas de Calpaina, coincidiendo con la prediccion de cuatro dominios en la secuencia del
bovino (figuras 6-2 y 6-4b), pero plantea la posibilidad de que cada dominio de CAST tenga una

afinidad especifica por la Calpaina dependiendo del tejido en el que se encuentre.

Como lo reportan Hanna et al. (2008), la CAST logra inhibir a la Calpaina ocupando el sitio
activo de clivaje mediante un loop que ocupa la hendidura o sitio activo, ya que los dominios
inhibidores de la CAST reconocen multiples sitios de baja afinidad presentes en la forma asociada
al calcio de la Calpaina, resultando en una interaccion fuerte, especifica y dependiente de este
cation, donde dos regiones del segmento de CAST se involucran en el acople con una molécula de
CAPN1-CAPNS-Ca?* interactuando con los dominios contenedores de las cinco manos-EF (cuatro

involucradas en la fijacion del Ca®* y una relacionada con la formacion del heterodimero de
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CAPNL1 con CAPNS -Todd et al., 2003) y una tercera region que interactda con el sitio de clivaje
(Moldoveanu et al., 2008). Todd et al., (2003) mencionan la posibilidad de una sexta mano-EF,
existente, proxima a la region de la triada de la catalisis (figura 6-4c).

Hanna et al. (2008) y Moldoveanu et al. (2008) establecen siete residuos altamente conservados en
el humano como cruciales para el contacto entre CAST vy el sitio activo de CAPNL1, la secuencia
TIPPEYR. En la proteina del bovino se lograron establecer regiones homologas en tres de los
cuatro dominios predichos, conformadas asi: T270LPPKYK276, T547IPPDYR553 (Unica
representada en la figura 6-6a) y T6851PPKYQ691.

6.4.3 Polimorfismos y su efecto sobre estas moléculas

En relacion con el polimorfismo CAPN316 (CN7), Pinto et al. (2010) reportan una reduccion de
0.71, 1.1 y 0.69 kg fuerza cuando compararon los genotipos CG-GG a 7, 14 y 21 dias de
maduracion, lo que coincide con lo establecido por Costello et al. (2007), Papaleo et al. (2010) y
Allais et al. (2011), sin embargo difiere de lo encontrado por Page et al., (2002) quienes no lo
reportan como asociado. Allais et al., (2011) encontraron que el alelo G est4 asociado a un
incremento en la dureza de la carne (medida por WBSF y panel sensorial para Charolais y solo en
WBSF para Limousin). En el presente analisis el alelo G no modifica ninguno de los parametros
analizados ni del ARNm ni de la proteina. Una de las mayores probleméticas que posee el
marcador CN7 es el uso en estudio de asociacion con frecuencias alélicas muy bajas (0.08 para el
alelo C de CAPN316 en Pinto et al. -2010- y de 0.009 en Curi et al. -2010- en animales Nelore). El
hecho de que este polimorfismo presente una frecuencia alélica tan baja en animales Bos indicus

revela la dificultad de emplearlo como un marcador en programas de asociacién (Curi et al., 2010).

En el caso del marcador CAPN530 (CN11), Allais et al. (2011), no encontraron asociacién con los
parametros fenotipicos evaluados, pero Page et al., (2002) reportan al alelo | (con una frecuencia
del 30%) como asociado a un incremento en la dureza de la carne a los 14 dias PM. Sin embargo,
ninguno de los dos polimorfismos logré modificar los parametros evaluados en el presente trabajo,
ni se ubican en proximidad al sitio de unién con CAPNS o CAST. Para el caso de CAST, muy
pocos reportes involucran mutaciones missense, pero Barendse et al. (2007) empleando un gréafico
de hidrofobicidad establecen al polimorfismo CS2 modifica de modo importante la hidrofobicidad,
por lo que seria uno de los candidatos postulados, en conjunto con CS11 y CS14, ya que altera la

estructura superficial de dos de los dominios inhibidores de la CAST bovina, partiendo del hecho
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gue la inhibicion que media es producida netamente por superficies de contacto. Adicionalmente,
la mutacion CS1 es la Unica que logra modificar el valor de PI de la proteina, siendo el valor de pH
en el microambiente celular de la carne de extrema importancia dado que puede dictaminar la
actividad inhibitoria de la CAST. Adicionalmente, es importante resaltar el reporte de relaciones
epistaticas entre algunos marcadores de los genes CAPN1 y CAST, los fenotipos asociados a
haplotipos (Allais et al., 2011; Barendse et al., 2007), los polimorfismos en CAPNS posiblemente
modificadores de la actividad enzimética (lwanowska et al., 2011), la existencia de tres variantes
segun su 5°UTR en CAST con la posibilidad de ser expresada en el masculo bovino y
adicionalmente tres diferentes terminaciones 3"UTR para la variante 11l (Raynaud et al., 2005),
dejando al descubierto mecanismos de control de la expresion especificos en este gen y la posible
dependencia segun el tejido y especie evaluada (Parr et al., 2004), la dependencia del Ca** para ser
activo, y el dindmico ambiente intracelular (Huff-Lonergan y Lonergan, 2005), entre otros agentes,
lo que complica ain mas el establecimiento de cambios en los procesos biol6gicos en los que
intervienen los genes de este sistema proteolitico en la alteracion de la calidad de la carne de
bovino. El andlisis in-silico de este tipo de mutaciones puede ser una herramienta Util para postular
SNPs potencialmente asociados al fenotipo en produccion animal, siendo necesario enfocar
esfuerzos en el desarrollo de métodos de alto rendimiento para validar experimentalmente
modelos, comprender las estructuras biol6gicamente relevantes y los mecanismos funcionales que

alteran, ademas de emplear su asociacion en poblaciones (Johnson et al., 2011).

6.5 Conclusiones

Mediante el analisis in-silico de las diferentes secuencias de pu-Calpaina y Calpastatina evaluadas
se logré postular que los polimorfismos CN2, CN5, CN12 y CN11 (mas estables de CAPN1), y
CS28, CS9, CS12, CS13, CS22, CS23 y CS26 (menos estables de CAST) maodifican la estabilidad
0 estructura del ARNm, lo que podria conducir a carnes mas blandas, al existir una mayor
actividad de la primera molécula y una tasa de inhibicién menor. Los polimorfismos CS11y CS14
modifican la estructura superficial de la proteina mientras que el polimorfismo CS1 es el Unico que
modifica el parametro PI. Cabe destacar, que el polimorfismo A2959G de la CAST (CS16) es el
unico al que se le pudo determinar un posible sustento bioldgico, que concuerda con la asociacion
reportada previamente en la literatura con el fenotipo de carnes mas duras, ya que al modificar el
valor de Energia Minima Libre del ARNm, suministra teéricamente una mayor estabilidad de la

molécula de ARNm y por lo tanto una mayor cantidad de esta molécula, disponible para el proceso
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de traduccién. La mayor cantidad de la proteina CAST en el miocito tendra como consecuencia
una mayor tasa de inhibicion de la enzima CANP1, dando como resultado carnes mas duras.

Es posible que la inexistencia de un soporte in-silico para el caso de CAPN316 y 530, sea solo el
resultado del nimero limitado de parametros evaluados en el presente documento, por lo que es
necesario continuar analizando otro tipo de alteraciones de pardmetros fisico-quimicos del ARNm
y la proteina producidas por estas mutaciones. Adicionalmente, es importante indicar que estas
postulaciones obedecen a resultados computacionales que deben ser comprobados in-vitro y

obligatoriamente in-vivo.
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7. Polimorfismos de los genes CAPN1, CAST, DES,
PRKAG3 Yy RYR1 asociados a la Capacidad de
Retencion de Agua (CRA) en crudo y cocinado
en carne de bovino

7.1 Introduccién

A pesar de la influencia poligénica sobre pardmetros asociados al contenido de grasa y agua en el
musculo esquelético, en produccion animal se han podido identificar mutaciones en genes mayores
que afectan ampliamente estas caracteristicas (Enfélt et al., 2006) asi como a parametros de calidad
del producto final, la carne (Skrlep et al., 2010; Lindahl et al., 2004; Lahucky et al., 1997; Otto et
al., 2007). En el caso de los alelos rn+, rn* y RN- del gen PRKAG3 del porcino, son considerados
como marcadores que han contribuido a definir los criterios de seleccion en razas de esta especie
domeéstica. Es claro que los parametros asociados a la CRA de la carne no escapan al control
genético y al efecto de los polimorfismos identificados en genes mayores asociados (Lindahl et al.
2004). La caracteristica de calidad carnica, CRA se considera de elevada importancia productiva
dado que influye de modo importante en la pérdida de peso de la carne durante el almacenamiento
y/o la coccion. Lo anterior ha sido demostrado en algunos trabajos como el de Palka y Daun (1999)
quienes reportaron una pérdida de 27,8% del peso inicial de la pieza carnica procedente del
musculo ST de bovino, al someterla a coccién a 70°C, lo que influye de modo importante en la
percepcion de la calidad por parte del consumidor final. EI primer pardmetro a tener en cuenta es la
CRAr, la cual evoluciona de acuerdo al desarrollo de una relacion agua-proteina mas homogeénea y
estable durante la maduracion de la carne en el PM, parametro que es favorecido por el incremento
de la degradacion de proteinas de la estructura como la Desmina y la Talina (Straadt et al., 2007;

Zhang et al., 2006; Bee et al., 2007) del miocito, lo que conduce a una interaccion mas estable con
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el agua y como consecuencia se disminuyen las pérdidas de liquido de la carne, favorecida por la
lisis de proteinas como la Desmina y la Talina (Zhang et al., 2006; Bee et al., 2007).

El segundo pardmetro se denomina CRAc (Capacidad de retencion de agua en carne cocinada), que
se presenta por la expulsion del agua propia de la carne (sumado a la fusién de grasas y pérdida de
proteinas solubles, Barbanti y Pasquini -2005) como resultado de la contraccion de las miofibrillas
(Yarmand y Homayouni, 2010; Barbera y Tassone, 2006). Lo anterior puede ser la respuesta a la
denaturacion proteica generada por la temperatura y a la exposicion de regiones hidrofébicas de la
estructura miofibrilar, las cuales permiten nuevas interacciones intra- e inter-moléculas que
resultan en una estructura proteica mas densa (Straadt et al., 2007). Esta caracteristica posee
influencia de varios factores externos que dependen del procedimiento de coccidn, tales como la
temperatura (Chiavaro et al., 2009; Christensen et al., 2000) y el tiempo de cocinado, siendo

posiblemente esta Ultima la méas influyente (Barbanti y Pasquini. 2005).

El objetivo de este estudio fue determinar la existencia de polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs) en los genes CANP1, CAST, PRKAG3 y RYR1, evaluar la asociacion de estas mutaciones
con los pardmetros Capacidad de Retencion de Agua en carne cruda (CRAr) y cocinada (CRAC) y
establecer si existe interaccidn entre estos genotipos y el grupo racial de los animales o el tiempo
de maduracion al que es sometida la carne de 164 machos castrados durante el periodo post-

mortem.

7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Poblacion analizada

Ver numeral 2.2.1. Los 164 animales fueron agrupados segun el grupo racial al que pertenecen, de
la siguiente manera: Bos indicus-Bos taurus: 93 (Limousin-BB, Normando-BB, Braunvieh-BB,
Simental-BB, BON-BB y Romosinuano-BB) y Bos indicus-Bos taurus: 71 (Guzerat-BB, BR-BB y
BB puro).

7.2.2 Determinacion del parametro CRAr

Ver numeral 2.2.2.
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Tabla 7-1: Juegos de cebadores empleados.

Marcador Cebador fordward Cebador reverso (5'a3") Regién | Tamafio | Temp
CAPN 316 gggccagatggtgaacctga ttgcggaacctctggcetctt E8-E10 | 736pb | 60.0
CAPN 530 gagcccaacaaggaaggt aatacagcccaatgatgagg E13-114 | 568pb | 57.3
CAPN 4751 aagggacagatgtggacagg gaggggtgttctctgagtge 117 550 pb | 60.0
CAPN 5331 gggccgaggagataccgtgaa gcttcccgggtggeaactg E1-11 215pb | 61.0
CAST 1 agcagccaccatcagagaaa tcagctggttcggcagat E9 - E10 | 1552 pb | 60.0
CAST 2959 aatatatgcgcttcctggtctgtccag aatatattctccccacagtgcectgtaa E32 269 pb | 60.0
CAST 2870 aatttttaaaaattgccttcagttgggag aagaaacatcaaacacagtccacaa E32 400pb | 60.0
UoGCAST agtaaagccaaaggaacacac aggctttttggctgaaaaca E8-E9 | 432pb | 53.0
PRKAG3-A gcacctctatgggacagcaagaagc cagcccctttgcaggacccttt E6-18 | 502pb | 56.9
PRKAG3-C aaggagacagcacttcatgg tctcttccaccaggecgagctcatc E3-E4 | 712pb | 624
PRKAG3-D tccctgtggcetcagatcaagaaggec cctgecccagageccagecccagaa E5 160pb | 66.9
PRKAG3-E acttcatgcaggagcacacc gctctgcttcttgctgtcce E4-E5 | 1018pb | 61.0
PRKAG3-F cgceccctcactgagectctgtgga ccgagggcgtcgatgccagcaggge E13 150pb | 66.9
PRKAG3-G gcacctctatgggacagcaa ggagagatggagaccagagg E5-E8 | 714pb | 605
RYRA aggagaaactggatacggctcccaa cctttttcttgagcacaccaagtc Ell 172pb | 56.9
RYRB gccacgcctggtcacttaccctggg agccgagaagctgacaacagggaag E19 187 pb | 66.9
RYRC acagatggagagggatggtg gccggcagtactgtagatca 111-E12| 248pb | 559
RYRE gaggggaggctagggacag accactccagctctcgatca E23 245pb | 61.5
RYRF agtagtggaggcgagggtct cttggtggcctcatccag E24 274pb | 615
RYRG ctaccgcctgctggatgag ttcaggctcagggacagagt E24-124 | 247pb | 56.0
RYRH aggtgctggatgtgctatgttcect ctggtgacatagttgatgaggtt E17 137pb | 54.9
RYRI gggcctggacagcttcagcggaaag gtgctgtagctcetcggagggegge E13 138 pb | 57,8
DESA tacaaatagtgcggacggcecggagag ggtgcggeggtaggacgacacccge E13 138pb | 57,8

E = exon, | = intron. RYRH amplifica la region homdloga en donde se ubica la mutaciéon n (R615C) y los

cebadores PRKAG3-D el segmento de los polimorfismos RN- y rn* (aminoacidos 199 y 200) del cerdo.

7.2.3 Determinacion del parametro CRAC.

Ver numeral 2.2.3.

7.2.4 Genotipificacion de la poblacion

Las reacciones de las PCR fueron realizadas en un volumen final de 25 pl, consistentes en 8.26 pl
de agua ultrapura para PCR; 2.5 ul de MgC1*? (25 mM); 5 ul of dNTP (a una concentracion de 2.5
pmoles de cada desoxiribonucledtido en buffer 5X); 2 ul de cada primer (10 pmoles/pl como); 0.24
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ul de TagDNA polimerasa (5U/ul) y 5 ul de templete de ADN extraido de sangre o tejido muscular
(concentracion de 50 ng). En la tabla 7-1 se presentan todas las regiones polimérficas reportadas en
literatura y en bases de datos de los genes CAPNL1 (figura 6-1), CAST (figura 6-2), DES (figura 5-
1), PRKAG3 (figura3-1) y RYRL1 (figura 4-2) bovinos, con los cebadores empleados para su

Tabla 7-2: Marcadores corridos y los SNPs determinados segun técnica de genotipificacion.

Técnica Marcador Nombre Nuclettido Ubicacion Reporte
RFLP CAPN5331 CAPN5331 161 11 Casas et al.2005
RFLP CAPN316 CAPN316 5544 EQ9 Page et al. 2002
RFLP CAPN530 CAPN530 22128 E 14 Page et al. 2002
RFLP CAPN4751 CAPN4751 24114 117 White et al.,2005
RFLP UoGCAST UoGCAST 84719 18 Schenkel et al.,2006
RFLP CAST1 CAST1 85930 19 Chung et al, 2001
RFLP CAST2870 CAST2870 134877 E 32 Corva et al.,2007
RFLP CAST2959 CAST2959 134966 E 32 Barendse et al.,2007
RFLP PRKAG3-C PRKAG3-1526 1526 E4 Yu et al., 2005
RFLP PRKAG3-E PRKAG3-2180 2180 14 Yu et al., 2005
SSCP PRKAG3-D PRKAG3-2745 2745 ES5 NCBI
PRKAG3-2925 2925 15 NCBI
SSCP PRKAG3-A PRKAG3-2961 2961 15 NCBI
PRKAG3-3047 3047 16 NCBI
PRKAG3-3078 3078 16 NCBI
RFLP PRKAG3-G PRKAG3-3068 3068 16 Yu et al., 2005
SSCP PRKAG3-F PRKAG3-5898 5898 E 13 NCBI
SSCP RYR1-A RYR1-11195 11195 E11 NCBI
RFLP RYR1-C RYR1-13638 13638 E 12 NCBI
SSCP RYR1-H RYR1-20298 20298 E 17 NCBI
SSCP RYR1-B RYR1-21643 21643 E 19 NCBI
RFLP RYR1-E RYR1-26680 26680 E 23 NCBI
RFLP RYR1-F RYR1-27871 27871 E 24 NCBI
RYR1-27970 27970 E 24 NCBI
SSCP RYRL-G RYR1-27982 27982 E 24 NCBI
RYR1-28046 28046 124 NCBI
RYR1-28068 28068 124 NCBI
SSCP RYR1-I MONOMORFICO E 13 NCBI
SSCP DES-A MONOMORFICO E1l NCBI
E = exon, | = intrén; ver anexos C y D.

amplificacion. En la tabla 7-2 se presentan los SNPs establecidos en cada una de las regiones
génicas evaluadas asi como su técnica de determinacion. En las tablas 7-3 (RFLP) y 7-4 (SSCP -

Bastos et al., 2001; Sunnucks et al., 2000; Cui et al., 2006) se presentan los pardmetros técnicos de
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laboratorio usados para la genotipificacion. Posterior a la genotipificacion de los marcadores, se
realizd su secuenciacion, lectura de electroferogramas y determinacion de la posicion polimérfica.
Tabla 7-3: Condiciones de digestion y corrido en RFLP segn marcador.
. . Agua/ .
Marcador Buffer 10X/ul Enzima/ pl Amplicon/pl ul Temperatura | Tiempo Gel
CAPN316 BUFFERR /2,0 Btgl /0,3 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
CAPN530 BUFFERR/2,0 Avall /0,3 8,0 6,0 37°C 5 Agarosa 2%
CAPN4751 NeBuffer 4/ 2,0 Bsajl /0,3 11,0 7,0 60°C 5 Poliacrilamida 29:1 10X
CAPN5331 Green / 20'04y SAMZ| - gon 103 11,0 7.0 37°C 2 Poliacrilamida 29:1 10X
CAST1 Tango /2,0 Xmnl/0,3 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
CAST2870 Tango /2,0 Tsp5091/0,3 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
CAST2959 Tango /2,0 Ddel /0,3 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
UoGCAST NeBuffer 4/ 2,0 Rsal /0,3 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
PRKAG3-C NeBuffer 3/ 2,0 Acil /0,3 11,0 7,0 37°C 5 Poliacrilamida 29:1 10X
PRKAG3-E NeBuffer 4/ 2,0 Rsal /0,3 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
PRKAG3-G Buffer ECORI/2,0 | EcoRI/1,0 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
Buffer4/ 20y o o ]
RYR1-C BSA/04 Hpy991/0,3 10,0 7,0 37°C 2 Poliacrilamida 29:1 10X
RYR1-E NeBuffer 3/ 2,0 Acil /0,3 11,0 7,0 37°C 5 Poliacrilamida 29:1 10X
RYR1-F NeBuffer 4/ 2,0 Hpy1881 /0,3 11,0 7,0 37°C 4 Poliacrilamida 29:1 10X
Tabla 7-4: Condiciones de corrido en SSCP segin marcador.
Marcador Poliacrilamida Glicerol horas Watios
PRKAG3-A 59:1 6X - 14 30
PRKAG3-D 59:1 6X 0,05 7 25
PRKAG3-F 59:1 6X - 6 20
DES-A MONOMORFICO
RYR1-A 59:1 10X - 10 25
RYR1-B 59:1 6X 0,05 7 25
RYR1-G 59:1 6X - 6 20
RYR1-I MONOMORFICO
RYR1-H 59:1 10X - 10 25

7.2.5 Analisis estadistico

Se establecieron las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos mediante el

procedimiento PROC FREQ de SAS y unicamente fueron incluidos en el analisis de asociacion

genotipo-fenotipo aquellos marcadores cuyo alelo menor, tenia una frecuencia superior al 10%
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(Lee et al., 2011; Curi et al., 2010). Adicionalmente, los genotipos con numero reducido de
animales fueron excluidos para prevenir una influencia negativa en la estimacion de medias (Café
et al., 2010b; Corva et al., 2007) por lo que los genotipos con menos de 8 individuos fueron
eliminados. Para el andlisis asociacion genotipo-fenotipo se utilizé el procedimiento GLM de este
mismo paquete estadistico (Reardon et al., 2010; Otto et al., 2007; Zhou et al., 2010). EI modelo
aplicado fue el siguiente:

Yijklmn = p + Pi + Sj + MK + Pi*Sj + Pi*Mk + Sj*Mk + Pi*Sj*Mk
+ Gl + Am(GI) + eijkIm (7.3)

Donde:

Yijklmn = Variable CRA

p = Media poblacional.

Pi = Efecto del Genotipo i-ésimo del marcador analizado

Sj = Efecto del Grupo racial j-ésimo.

Mk = Efecto del tiempo de Maduracion k-ésimo.

Pi*Sj = interaccion Genotipo*Grupo racial

Pi*Mk = interaccion Genotipo*tiempo de Maduracion.

Si*Mj = interaccion Grupo racial*Maduracion.

Pi*Sj*Mk = interaccion Marcador*Grupo racial*tiempo de Maduracion

Gl = Efecto del Grupo contemporaneo I-ésimo (animales de igual procedencia y dia de sacrificio).
Am(GI) = Animal m-ésimo anidado dentro del Grupo de contemporéaneo I-ésimo.
Eijklmn = Error aleatorio.

Se realiz6 la corrida del modelo estadistico por cada marcador analizado (Otto et al., 2007;
Brunner et al., 2012) incluido como un efecto fijo (Skrlep et al., 2010; Lindahl et al., 2004a y b;
Otto et al., 2007; Brunner et al., 2012; Srikanchai et al., 2010; Chung y Davis, 2011; Curi et al.,
2010; Casas et al., 2006; Café et al., 2010b; Allais et al., 2011; Papaleo et al., 2010; Li et al.,
2010; Schenkel et al., 2006; Cui et al., 2006; Casas et al., 2005).

Los animales fueron distribuidos en dos Grupos raciales, los individuos Bos taurus*Bos indicus y
los Bos indicus*Bos indicus, dadas las diferencias genéticas existentes entre subespecies (Chan et
al., 2010). Para comprobar la significancia de los factores Genotipo y su interaccion con el Grupo
racial y/o el tiempo de Maduracion se emple6 el anidamiento Am(GI) y se realizaron

comparaciones de Tukey-Kramer a los promedios ajustados.



101

Capitulo 7

Tabla 7-5: Frecuencias Alélicas y genotipicas en cada marcador.

Marcador Alelos Genotipos Marcador Alelos Genotipos
C G CcC GC GG A G AA | AG GG
CAPN316* PRKAG3-3068
0,05 | 0,95 0 0,09 0,91 0,22 | 0,78 | 0,03 | 0,38 | 0,59
A G AA GA GG A G AA | AG GG
CAPN530 PRKAG3-3078
0,20 | 0,80 0 0,40 0,60 0,25 | 0,75 0 0,50 | 0,50
C T CcC CT TT A G AA | GA GG
CAPN4751 PRKAG3-5898
0,12 | 0,88 | 0,02 | 0,20 0,78 0,39 | 061 | 009 | 0,59 | 0,32
A T AA AT TT A G AA | AG GG
CAPN5331 RYR1-11195
0,28 | 0,72 | 0,01 | 0,53 0,46 049| 051 | 043 | 0,11 | 0,46
C T CcC CT TT C T CcC CT TT
CAST1 RYR1-13638
0,63 | 0,37 | 0,46 | 0,34 0,20 059| 041 | 0,24 | 0,70 | 0,06
A G AA AG GG A G AA | AG GG
CAST2870 RYR1-20298
0,40 | 0,60 | 0,13 | 0,53 0,34 056 | 044 | 034 | 0,46 | 0,21
A G AA AG GG C T CcC CT TT
CAST2959 RYR1-21643*
065 | 0,35 | 0,45 | 0,41 0,14 0,94 | 0,06 | 0,87 | 0,13 0
C G CcC GC GG A C AA | AC CcC
UoGCAST RYR1-26680
0,68 | 0,32 | 0,43 | 0,50 0,07 0,87 | 0,13 | 0,73 | 0,27 0
G T GG TG TT C T CcC CT TT
PRKAG3-1526* RYR1-27871
0,93 | 0,07 | 0,88 | 0,11 0,01 0,76 | 0,24 | 0,74 | 0,05 | 0,21
C T CcC TC TT C T CcC CT TT
PRKAG3-2180 RYR1-27970
0,16 | 0,84 | 0,01 | 0,32 0,68 0,90| 0,10 | 0,80 | 0,18 | 0,01
C T CcC CT TT C T CcC CT TT
PRKAG3-2745 RYR1-27982
0,36 | 0,64 | 0,15 | 0,41 0,44 0,86 | 0,14 | 0,74 | 0,24 | 0,02
A G AA AG GG C G CC | CG GG
PRKAG3-2925 RYR1-28046*
053 | 0,47 | 0,32 | 0,41 0,26 0,99 | 0,01 | 099 | 0,01 0
A G AA AG GG C T CcC CT TT
PRKAG3-2961 RYR1-28068*
062 | 0,38 | 0,32 | 0,59 0,09 1,00 0,00 | 0,99 | 0,01 0
A G AA AG GG
PRKAG3-3047
0,38 | 0,62 | 0,09 | 0,59 0,32

* Marcadores eliminados de la asociacion fenotipo-genotipo.

7.3 Resultados

Para la region evaluada del gen de la Desmina (DES-A) y la region RYR1-1 no se identificaron
mutaciones. En la tabla 7-5 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas de los marcadores
evaluados en la poblacion analizada. En la tabla 7-6 se muestran los marcadores significativos en
la asociacion fenotipo-genotipo. Para el pardmetro CRAr en LD se presentd asociacion con varios
marcadores evaluados en todos los genes excepto con PRKAG3 y para el musculo ST, ninguno de
los marcadores incluidos en la asociacion obtuvo el nivel de significancia. EI marcador CAPN5331

solo alcanzo valor de tendencia. En la caracteristica CRAc en LD y ST los genes CAST, PRKAG3
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y RYR1 presentaron al menos uno de sus marcadores asociados significativamente.
Adicionalmente, cabe destacar que tres marcadores de Rianodina, presentaron interaccion con el
grupo racial en el pardmetro CRAc para LD y el polimorfismo CAPN5331 con el tiempo de
maduracion en CRAr de LD (tabla 7-7).

Tabla 7-6: Asociacion segiin Marcador

Marcador Pardmetro | Masculo - Comparac!ones -

| Promedio | SE Promedio | SE Promedio | SE
CAPNS530 CRAr LD GA| 3307° |645/GG| 3179° |7.49
CAST1 CRAr LD |CC| 3294* |752|CT| 3146° [6,79|TT| 32.14® 6,29
CAST2870 CRAC ST |GG| 2399%° |[796|GA| 2263 |845 AA| 2571° |9,08
CAST2959 CRAr LD |AA| 3303 |749|AG| 3156° |667(GG| 3146° | 6,2
CAST2959 CRAC ST |AA| 2261° |[8,06|AG| 2311° |836|GG| 26.36° |9,22
RYR1-11195 CRAC LD |AA| 1818 |655|AG| 2198 [6,89|GG| 2234 (7,86
RYR1-13638 CRAr LD |CC| 3341® |716|CT| 32068" |[7,03|TT| 32.82*% |6,52
RYR1-13638 CRAC LD |CC| 1981* |[639|CT| 2074 |[7,49|TT| 2092° |7,42
RYR1-13638 CRAC ST |CC| 2294* |[832|CT| 2332% |837|TT 271°  |837
RYR1-26680 CRAr LD |AA| 3262° |7,18|AC| 3189 6,69
RYR1-27871 CRAC LD |CC| 2051® |[7,29|CT| 2294° 7,82 TT\ 20.18° \7,11
RYR1-27970 CRAr LD |CC| 3255 |7,05|CT| 3029° 718
RYR1-27970 CRAC ST |[CC| 2291* |[843|CT| 2482 |835
PRKAG3-2180 | CRAC ST TC| 2236° [796| TT| 2399° |86

Valores promedio en negrita, indican el valor deseable segun el pardmetro de CRA, marcadores en negrita representan
los marcadores mas consistentes en la asociacién fenotipo-genotipo. Valores con diferente superindice indican
significancia.

Tabla 7-7: Interacciones significativas Marcador*Grupo racial y Marcador*Maduracion.

Comparaciones
Marcador Parametro | Mdusculo Bos taurus- Bos Indicus Bos indicus- Bos indicus

Promedio SE Promedio SE
AC 21.8° 8,18 16.63% 8,2

RYR1-26680 CRAC LD . -
AA 19.55 6,27 21.25 7,39
RYRL.27970 CRAC D CA 21.31° 7,98 16.38% 5,44
cc 19.83% 6,08 21.04° 75
TC 20.99° 8,27 17.522 4,99

RYR1-27982 CRAC LD - -
cc 19.59 6,31 20.97 7,52

7 14 21

Promedio SE Promedio SE Promedio SE
CAPNE33L CRAr D AT 34.742 755 33.33® 6,41 30.39° 6,97
TT 32.33® 6,13 32.07%® 6,93 31.36%® 7,34

Valores promedio en negrita, indican el valor deseable segun el pardmetro de CRA, marcadores en negrita representan
los marcadores mas consistentes en la asociacién fenotipo-genotipo. Valores con diferente superindice indican
significancia.



103

Capitulo 7

7.4 Discusion

7.4.1 Gen CAPN1

El Unico polimorfismo de este gen que se encontrd asociado al parametro CRAr de LD en el
presente estudio fue el polimorfismo CAPN530, siendo el genotipo GA superior en retencién de
agua respecto al GG. En el presente estudio el alelo A presenté una menor frecuencia (20%) que el
alelo G, de modo similar al estudio de Page et al. (2002), quienes determinaron que este alelo
estaba asociado a un incremento en la dureza de la carne a los 14 dias PM. Esta asociacion también
fue reportada por Corva et al. (2007), con un incremento del 11.5% del valor de WBSF para

animales GA respecto de individuos GG.

En relacién con el marcador CAPN5331 no se encontré una asociacion significativa con los
parametros asociados a CRA que fueron evaluados en el presente estudio, lo que concuerda con lo
reportado por Casas et al. (2005), quienes no lo hallaron asociado a terneza a 14 dias PM en

animales Brahman.

El marcador 316 de CAPN1 present6 una baja frecuencia para el alelo C (5%) en la poblacion
analizada en el presente estudio, por lo que este polimorfismo no fue incluido en el estudio de
asociacion fenotipo-genotipo. Sin embargo, este polimorfismo ha sido previamente asociado a
parametros de terneza. Curi et al. (2010), Costello et al. (2007) y Casas et al. (2005) reportaron
una asociacion significativa al parametro de terneza, a pesar de la baja frecuencia alélica del alelo
C (~1%) (Curi et al., 2010; Casas et al., 2005), en contraste con el reporte de Café et al. (2010a)
gue aun cuando encontraron una frecuencia alélica para C del 3,4%, no lo hallaron asociado a
parametros como Shear force, compresion ni CRAc. La discusién se mantiene con lo sefialado por
Papaleo et al. (2010) y Corva et al. (2007), quienes encontraron una frecuencia mas alta (27% y
39% respectivamente) para el alelo benéfico en este marcador y una asociacion significativa con el

pardmetro de Shear force en lomo.

En relacion con el marcador CAPN4751, en el presente estudio no se encontrd una asociacion
significativa con alguno de los parametros evaluados, de modo similar a lo reportado por Café et
al. (2010b), cuando evaluaron el pardmetro de CRAc en Longissimus lumborum y ST. En estudios
previos se ha reportado que los animales con genotipos CC y CT de este marcador presentan un

incremento en la terneza respecto a individuos con genotipo TT en poblaciones Bos indicus, Bos
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indicus*Bos taurus y Bos taurus, resultados que presentan una amplia consistencia al haber sido

evaluados en poblaciones no relacionadas (Pinto et al., 2010; Casas et al., 2006).

7.4.2 Gen CAST

En el caso del marcador CAST2959 (Barendse et al. 2002) se establecid que los individuos AA
presentan un mejor desempefio en relacion con los parametros CRAr en LD y CRAc en ST. De
modo similar, Casas et al. (2006), Van Eenennaam et al. (2007) y Li et al. (2010) encontraron que
los individuos con genotipo AA presentaban carne mas blanda medida por WBSF respecto a
animales AG y GG. Lo anterior evidencia la relacion existente entre la prote6lisis autdgena del
musculo y la retencion del agua en la carne, incluso luego de someterla a la coccién y postula a
este marcador como el méas consistentemente asociado a parametros relacionados a la CRA de la

carne de bovino, de los incluidos en el presente estudio para el sistema p-Calpaina y Calpastatina.

En el presente estudio no se encontrd asociacién entre el marcador UoGCAST (Schenkel et al.,
2006) y alguno de los parametros de CRA evaluados, de modo similar al trabajo de Curi et al.
(2010) quienes no lo encontraron asociado a terneza. Sin embargo en el estudio de Reardon et al.
(2010) lo encontraron asociado al valor de pH a 24 horas y de manera similar Pinto et al. (2010),
Schenkel et al. (2006) y Van Eenennaam et al. (2007) lo reportan asociado a la terneza de la
carne. Es importante resaltar la existencia de diferencias entre poblaciones, lo que puede limitar la
validacion de un mismo marcador y su asociacion a un fenotipo determinado, dados los efectos
ambientales e inclusive genéticos diferenciales, lo que destaca la importancia de realizar la

validacion de ellos en nuevas poblaciones objetivo.

En el presente estudio, los polimorfismos CAST1 y CAST2870 presentaron asociacion con los
parametros CRAr de LD y CRAC en ST respectivamente. En CAST1 se establecié al genotipo CC
como asociado al fenotipo ideal. Este marcador fue evaluado mediante RFLP y genotipificado en
las investigaciones de Majidi et al. (2009), Chung et al. (2000) y Aranguren et al. (2011), sin
embargo cabe destacar que estos trabajos no sefialan cual es el cambio nucleotidico responsable ya
que solo reportan el patrén de corte en geles de agarosa, denominandolos como alelos A'y B.

En cuanto al genotipo AA del polimorfismo CAST2870, se destaca como un genotipo que le
confiere a la carne un mayor valor en CRAc (fenotipo indeseable) en ST, siendo este genotipo
segun Li et al. (2010), el asociado con la presentacion de carnes mas duras en lomo. En el estudio
de Corva et al. (2007) no se reporta a este marcador como asociado a WBSF. Varios de los

polimorfismos del sistema CAPN1 y CAST previamente reportados como asociados a carnes mas
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blandas, coinciden con los mismos genotipos que se han encontrado asociados a mejor CRA en el
presente estudio, lo que permite destacar nuevamente, la importancia de la asociacién entre la
protedlisis post mortem y las pérdidas de agua ocurridas después de algln tipo de procesamiento

de la carne de bovino.

7.4.3 Gen RYR1

En el presente estudio se encontrd asociacion de dos polimorfismos de este gen con los pardmetros
CRAc y CRAr simultaneamente, el primero es el marcador RYR1-13638, para el cual se estableci
al genotipo CC como benéfico para los parametros CRAr en LD y CRAc en ambos musculos
evaluados y el segundo corresponde al RYR1-27970 siendo el genotipo CC benéfico para la
caracteristica CRAr en LD y CRAc en ST. Otros polimorfismos analizados presentaron también
asociacion pero en uno solo de los parametros 0 musculos (tabla 7-6). La importancia de este gen
radica en el rol fundamental que desempefia la proteina RYR1 como mediadora de la liberacién del
Ca”* desde el RS, lo que es indispensable para realizar la contraccion muscular. Este proceso es
mediado por multiples proteinas que interactian (Xiong et al., 2002; Pérez et al., 2003; Fessenden
et al., 2004; Hamilton, 2005; Serysheva et al., 2008; Cornea et al., 2010; Lobo y Van Petegem,
2009; Serysheva et al., 2005) con el enorme homotetramero de RYRL, por lo que una mutacion en
el gen puede modificar este tipo de interacciones inter e intramoleculares y alterar
significativamente la liberacién del calcio, dada su sensibilidad para ser activada y/o regulada por
cationes (Ta y Pessah, 2007; Yang et al., 2003) de acuerdo a estimulos como el estrés durante el

sacrificio lo que puede alterar la calidad del producto final, la carne.

El juego de cebadores que fueron disefiados para amplificar la regién homdloga del bovino a la
mutacion R615C del cerdo permitié hallar la mutacién RYR1-20298, la cual se ubica a 57

nucledtidos de la posicion exacta responsable de la alteracién en el porcino.

7.4.4 Gen PRKAG3

El marcador PRKAG3-2180 fue el Unico de los polimorfismos evaluados en el presente estudio
que fue asociado con el parametro CRAc en ST, siendo el genotipo TC el ideal al ser comparado
con animales de genotipo TT, pero no existen reportes en literatura que lo hayan evaluado en

asociacion a algun parametro de calidad carnica en bovino.
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El marcador PRKAG3-2951 en este estudio no se determindé como asociado con alguno de los
pardmetros asociados a CRA evaluados, pero en el estudio de Reardon et al. (2010) se establecid
como asociado con el parametro pH a 24 horas y con la CRAc en lomo, ya que los animales GG
presentaron un 1% menos de pérdida de agua respecto a AG y AA. La variacion genética de este
gen, lo ha convertido en el segundo en importancia segun su efecto sobre parametros de calidad
carnica en el cerdo (Otto et al., 2007) dado que se ha demostrado en ratones que varias mutaciones
en este gen logran modificar hasta en un 60% la deposicion del glucogeno in-vivo en el tejido
muscular, esquelético (Barnes et al. (2005). Lo anterior se debe a la existencia de un feed-back
negativo entre el contenido de glucégeno en el musculo y la actividad de la molécula AMPK,
mediado por la subunidad Gamma3 (Barnes et al., 2005) y a un papel fundamental que desempefia
en la activacién e inactivacion transcripcional de varios genes involucrados en la produccion de

energia celular (Long et al., 2005).

El juego de cebadores PRKAG3-D, fueron disefiados para la amplificacion de la regién homéloga
en el bovino a la mutacion causante de la modificacién en las posiciones 199 y 200 de la proteina
del cerdo. Esta region permitio establecer a la mutacién PRKAG3-2745, ubicada a 39 nucle6tidos

de los dos codones homblogos GTCCGG en el bovino.

7.4.5 Interacciones de segundo grado

En el presente trabajo se encontré una interaccion Marcador*Grupo racial en los marcadores
RYR1-26680, RYR1-27970 y RYR1-27982 en la caracteristica CRAc de LD. Lo anterior
evidencia un potencial importante de los animales heterocigotos del grupo racial Bos indicus para
estos marcadores, los cuales mostrarian menores pérdidas de agua en la carne procedente de LD

después de la coccidn (tabla 7-7).

El marcador CAPN5331 mostro6 interaccion con el tiempo de maduracion PM de la carne en el
pardmetro CRAr de LD, evidenciando que si la carne de un animal con genotipo AT es madurada
hasta los 21 dias, esta presentara una pérdida importante de la capacidad de retener agua, en
comparacion con la carne que solo es madurada hasta los 7 dias. La investigacion de Papaleo et al.
(2010) es el unico reporte de la literatura citada que evalu este tipo de interacciones, empleando el
pardmetro Shear force , sin embargo no encontraron interaccion del tiempo de maduracién con los
marcadores CAPN316 y CAPN4751 en una poblacion Brangus.
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7.5 Conclusiones

Se establecieron como informativos varios marcadores de los genes CAPN1, CAST, PRKAG3 y
RYR1, evidenciando la amplia variabilidad que poseen estos genes en la poblacion analizada. Se
determin6é la asociacion de los marcadores CAST2959, RYR1-13638 y RYR1-27970 (los
genotipos benéficos fueron AA, CC y CC, respectivamente) con los parametros CRAr y CRAC.
Adicionalmente se establecié la existencia de la interacciébn Marcador*Grupo racial en los
polimorfismos RYR1-26680, RYR1-27970 y RYR1-27982 para la caracteristica CRAC en el

musculo LD, mostrando la gran potencialidad de animales Bos indicus-Bos indicus.

Se encontrd interaccion del polimorfismo CAPN5331 con el tiempo de Maduracion, lo que puede
representar una potencialidad a nivel tecnoldgico en la carne, mediante el uso de los tiempos de

maduracion post-mortem indicados, segun el genotipo de los animales.

Se destaca que los polimorfismos CAST2959, RYR1-13638 y RYR1-27970 son potencialmente
tiles en procesos de seleccion animal (tabla 7-6) y mejoramiento de la calidad cérnica,
especificamente con el parametro CRA en carne madurada de bovino.

Se hace necesario evaluar estos polimorfismos en poblaciones mas grandes, no relacionadas, en un
proceso de validacién de los mismos en Colombia, para poder ser empleados en programas de
seleccion animal que tenga como finalidad mejorar parametros sensoriales de la carne asociados a
la CRA.






8. Discusioén

8.1 Polimorfismos de nucleétido simple asociados a la CRA

El Gnico polimorfismo asociado en el presente estudio en el gen CAPN1, correspondid al
polimorfismo CAPN530, estableciendo al genotipo GA como superior al GG en el pardmetro
CRAr de LD, en concordancia con lo reportado por Corva et al. (2007). Sin embargo al momento
de evaluar alguna modificacion en el ARNm (polimorfismo conformacional y estabilidad medida
por AG) o proteina (PI, superficie molecular y potencial electrostatico), no se evidencio
modificacion alguna en estas propiedades, por lo que es requerido el uso de otras metodologias o
procedimientos in-silico, para poder establecer alguna alteracion a este nivel (secuencia CN11 en
el capitulo 6) y establecer un sustento biolégico que respalde su asociacion a un fenotipo
diferencial.

En el presente estudio los individuos con genotipos AA del marcador CAST2959 (Barendse et al.,
2002) (CS16 del capitulo 6) presentaron un mejor desempefio en los parametros CRAr en LD y
CRAC en ST. Este mismo polimorfismo fue reportado previamente por Casas et al. (2006), Hanna
et al. (2008) y Li et al. (2010) como asociado al parametro WBSF, estableciendo a este mismo
genotipo (AA) como asociado a carnes mas blanda respecto a animales AG y GG. Lo anterior
puede estar relacionado con un incremento en la estabilidad de la molécula de ARNm de CAST,
conferido por el alelo G (con -1088.08 kcal/mol y para el alelo A un valor de -1084.57 kcal/mol),
lo que tedricamente puede conferirle a la molécula de ARNm mayor estabilidad, permitiendo una
mayor expresion de la proteina CAST y por lo tanto una mayor tasa de inhibicion a nivel proteico
de la CAPNL1, dando como resultado carnes mas duras. Por lo tanto, se postula al marcador
CAST2959 como el méas consistentemente asociado a parametros relacionados a la CRA de la
carne de bovino, de los incluidos en el presente estudio para el sistema p-Calpaina y Calpastatina.
Cabe destacar que varios polimorfismos de la CAST bovina citados en el capitulo 6, logran alterar
en mayor medida la estabilidad del ARNm y la informacion analoga de la misma, por lo que
podrian ser de importancia productiva. Este tipo de polimorfismos actian como elementos génicos

reguladores en Cis, al afectar el nivel de expresion del gen, el procesamiento del ARNm y su
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traduccion, sin embargo el conocimiento de estos elementos aun estan lejos de ser claramente
comprendidos para muchos genes (Wang y Sadée, 2006). Wang y Sadée (2006) establecen este
efecto sobre el nivel de expresion del ARNm producido en un alelo especifico con respecto a otro
como, imbalance de expresion génica (AEI).

En el gen PRKAG3 se establecio Unicamente la asociacion del polimorfismo 2180, en CRAc de
ST, indicando que ninguno de los polimorfismos evaluados en el presente trabajo alcanzan el
efecto atribuido a los polimorfismos RN- y rn* del cerdo ya que estos han sido asociados con
alteraciones tanto en CRAr como en CRAr. Adicionalmente cabe destacar que de los SNPs
reportados, evaluados in-silico del bovino (capitulo 3), ninguno logra equiparar el efecto de la
mutacion RN- porcina (Skrlep et al., 2010) sobre la proteina PRKAG3, por lo que hasta el
momento no se puede postular una mutacion con un efecto tan importante, haciendo que
posiblemente este gen no sea tan preponderante en lo referente a parametros de calidad carnica en

el vacuno.

Para RYR1 se hallé la asociacion de dos de sus polimorfismos con los pardmetros CRAc y CRAr
simultaneamente, el primero es el marcador RYR1-13638, para el cual se establecié al genotipo
CC como benéfico para los parametros CRAr en LD y CRAc en ambos musculos evaluados y el
segundo corresponde al RYR1-27970 siendo el genotipo CC benéfico para la caracteristica CRAr
en LD y CRAc en ST. Ambas mutaciones evaluadas son sinénimas, al no alterar la secuencia de la
proteina, por lo que no podrian modificar alguno de los parametros fisico-quimicos de la misma.
Se recurri6 al analisis in-silico del ARNm (figura 8-1), en el cual se evidencia un polimorfismo
conformacional en ambos casos (el valor de AG no fue alterado de manera importante), lo que
podria explicar la asociacion de estos SNPs con los parametros de CRA, ya que no solo SNPs que
se ubiguen en regiones promotoras de un gen (Dziedziejko et al., 2012) o mutaciones missense
pueden contribuir a la variacion fenotipica, sino que algunos polimorfismos que afectan
unicamente el ARNm, como lo son las mutaciones sinbnimas o en las regiones UTR, pueden estar
asociadas a este tipo de efectos. Como lo mencionan Johnson et al. (2011) al establecer que los
polimorfismos conformacionales del ARNm producidos por SNPs en genes previamente asociados
con fenotipos humanos, contribuyen sustancialmente a su variabilidad fenotipica, al mediar
procesos de sintesis, maduracion, transporte, traduccién o degradacion (Shen et al., 1999;
Bartoszewski et al., 2010). Wang y Sadée, (2006) en un analisis in-vitro establecieron a un SNP

sindnimo, el C3435T del gen ABCBL (gen de resistencia a multidroga, MDR1), como el principal



111

Discusion

polimorfismo asociado a un incremento en la produccién de ARNm en un 1.5 a 2 veces, resultado

de un polimorfismo conformacional de esta molécula (determinado previamente in-silico).

Figura 8-1: Polimorfismo conformacional en RYR1

a. b.

a. Marcador RYR1-13638 alelo C y se detalla la regién modificada por el alelo T; b. Marcador RYR1-27970 alelo C y
se detalla la region alterada por el alelo T. Bajo la metodologia empleada en 6.3.2, se realiz el modelamiento de un
fragmento contenedor del SNP en la region central de 540 nt en ambos casos.

8.2 Alteraciones in-silico de los SNPs evaluados

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas se logré establecer alteraciones en las proteinas
codificadas para las mutaciones RN- del PRKAG3 y n de RYRL. Para la primera se establecié una
disminucion en el valor de P, pasando de 5.24 a 5.18, es decir esta molécula podria conferirle una
mayor actividad a la molécula AMPK en el periodo PM, traduciéndose en un valor de pH final
mucho més bajo de lo normal, algo totalmente en concordancia con la calidad carnica atribuida a

animales con esta mutacion (Lindahl et al., (2004). Adicionalmente, la mutacién RN- del cerdo
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logra modificar el potencial electrostatico de la proteina, lo que podria alterar su asociacion a su
ligando y/o su ensamblaje a la molécula final de AMPK.

En el caso de RYRL1 algunas mutaciones como es el caso del polimorfismo R615C del cerdo han
sido asociadas a alteraciones como la hipertermia maligna (Reyes y Zarain, 2006; Duke et al.,
2010). Segun Laville et al. (2009), los animales presentan un incremento en la respuesta
metabdlica, como es el caso de los individuos nn luego del sacrificio, como resultado del
incremento en la sensibilidad a activadores de RYR1 que durante eventos estresantes permiten la
salida incontrolada de los iones de Ca”** desde el RS facilitando el consumo inmediato del
glucdgeno existente en el miocito, con su posterior conversion a acido lactico, produciendo una
caida rapida de pH lo que altera la calidad de la carne. El Unico parametro fisico-quimico de los
evaluados in-silico en el presente trabajo que mostré modificacion por el polimorfismo R615C
corresponde al potencial electrostéatico, siendo posiblemente el responsable de modificar algln tipo
de interaccion interdominios en RYR1 o con otras moléculas moduladoras. En general, dado el
efecto que posee la mutacion R615C porcina (Jiang et al., 2008) en alteraciones sobre el umbral en
el mecanismo SOICR (liberacién de Ca** mediado por sobrecarga de almacenamiento o store
overload-induced Ca®" release) en el musculo esquelético, porque existe una liberacion de Ca®*
espontaneamente desde el RS en animales normales bajo un umbral determinado y cuando el
animal es sometido a algun agente detonante como es el caso del anestésico Rianodina, este umbral
disminuye. Adicionalmente, cuando hay una mutacion asociada a Hipertermia Maligna como es el
caso de la R615C, este umbral disminuye ain mas, dando como consecuencia la salida de calcio
desde el RS a un umbral mucho mas bajo en presencia de un estimulo (figura 8.2) como el estrés,
el cual estimula la accién de B-Adrenérgicos que incrementan la liberacidon conjuntamente con la
reabsorcion de Ca®* desde el RS (Rudolf et al., 2006). Esta disminucion en el umbral normal para
SOICR, es posiblemente resultado de la alteracion del potencial electrostatico reportado en el

capitulo 4.

En el caso del bovino la mutacion K827E (ss414337672), modelada en el presente trabajo,
presenta un efecto similar al R615C en el potencial electrostatico y adicionalmente logra
modificar el valor de PI, por lo que se sugiere como potencialmente importante en estudios de
asociacion con parametros de calidad cérnica, sin embargo este polimorfismo no fue evaluado en el
estudio de asociacion fenotipo-genotipo del presente trabajo. De las tres mutaciones de RYR1

determinadas en el capitulo de analisis computacional de SNPs reportados como de importancia,
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Unicamente fue evaluada en el estudio de asociacion fenotipo-genotipo del presente trabajo, |

mutacion s$s267582941, sin embargo no fue establecida como polimérfica en la poblacion
analizada.

Figura 8-2: Efecto fisiologico de la mutacién R615C porcina.

Umbral normal
>‘ \» arasoick N \
ANestésico ap y<

reduce el umbral

Nivel de Ca“/v

en reposo

Agente detonador

4

No hay salida
de Ca™*

N

No hay salida
de ca®

/ Umbral normal para SOICR
- Umbral reducido para SOICR\

Anestésico reduce el umbral ——
\ Nivel de Ca®* en reposo
Agente detonador

Dantrolene

A J
Hay salida de
Cal+

No hay salida de Ca

Umbral restaurado para SOICR

a. Efecto del agente detonante en el umbral de SOICR en RYR1 normal, b. efecto del agente detonante y del
medicamento Dentrolene sobre el umbral de SOICR en RYR1 mutada. Adaptado de Jiang et al., 2008.
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8.3 Aplicaciones futuras

Desplazandonos hacia la era gendmica, en la cual encontramos la secuenciacién de nueva (0
préxima generacion) es posible revolucionar los avances en nuestra comprension (Mardis, 2011)
de caracteristicas determinadas como complejas (muchas de las cuales son de importancia en
produccion animal). En esencia, la secuenciacién es un motor que acciona un carro que nos
permite viajar por las carreteras del genoma, que se hace cada vez mas poderoso, y permite
encontrar respuesta a multiples preguntas acerca de la geografia del paisaje gendmico, pero claro,
un carro con solo motor no es funcional. Como tal la tecnologia de la secuenciacién proporciona
una parte integral de un enorme sistema, uno con multiples componentes que deben ser
apropiadamente unidos, en orden de llevar a cabo un alto rendimiento y eficiencia. No ha sido
nunca tan facil como simplemente comprar instrumentos de secuenciacién, conectar y generar
datos. Necesitamos del material crudo, tal como el combustible (ADN), un encendido para
accionar el combustible (reactivos), una parte mecanica para convertir el encendido y la ignicion
en movimiento (robodtica) y la direccion (bioinformatica), todo trabajando cuidadosamente y
adicionalmente un conductor (centro gendmico) para conducir rapida y eficientemente hacia el

destino deseado, la comprension bioldgica (Mardis, 2011).

Como lo muestra Mardis (2011) los recursos bioinformaticos han sido cruciales para el analisis de
los datos obtenidos por las nuevas tecnologias genémicas, y uno de los ejemplos mas relucientes se
refiere a la identificaciobn y descubrimiento de mutaciones, inicialmente obtenidas en
aproximaciones genomicas del cancer, empleando la secuenciaciébn masiva en paralelo. Esta
técnica permite la secuenciaciéon al mismo tiempo de un pool de miles de productos de PCR,
disminuyendo el costo e incrementando draméaticamente la velocidad de la obtencién de datos
poblacionales, ademas de proveer informacion fundamental. Por ejemplo, es importante evaluar
cambios en la asociacion de las histonas y el ADN cromosémico durante el desarrollo embrionario,
la ubicacién exacta de proteinas reguladoras que se ligan al ADN, la metilacion del ADN y
alteraciones en la expresion génica y como estas condiciones varian segin un determinado
estimulo 6 diferentes tejidos (Mardis, 2011). Esta informacion puede ser de gran importancia en las
areas pecuarias, dada la posibilidad de modificar el desarrollo y composicion muscular y por lo

tanto, (como se mencion0 anteriormente) las caracteristicas de calidad cérnica.

Otra aproximacion genomica que destaca Mardis (2011) es la identificacion de perfiles de

expresion de ARN no codificantes y su variacion tejido especifica, entendiendo por transcriptoma,



115

Discusion

al juego completo de transcritos de una célula, conjuntamente con su cuantificacion, en un estado
de desarrollo especifico o condicion fisiologica (Wang et al., 2009). Lo anterior posee una gran
aplicabilidad, dado que permitiria determinar que genes presentan actividad en determinados
estados de desarrollo en los animales productores de carne, genes involucrados en suministrar la
estructura fisica y/6 energética del musculo, los cuales pueden contribuir a variaciones fenotipicas

en las caracteristicas organolépticas utilizadas al evaluar la calidad de la carne.

Los objetivos de la trasncriptdmica son: Catalogar todas los tipos de transcritos, incluyendo
ARNmM, ARN no codificante y ARN pequefio; determinar la estructura transcripcional de los genes
en término de sus puntos de incio 5’ y de final 3’, los patrones de splicing y otras modificaciones
transcripcionales; cuantificar cambios en los niveles de expresion de cada transcrito durante
diferentes estados del desarrollo y bajo diferentes condiciones (Wang et al., 2009). El
conocimiento del transcriptoma es escencial para la interpretacion de elementos funcionales del
genoma (Wang et al., 2009), algo importante en la postulacion de nuevos genes candidato aun no

descritos, como es el caso de los genes de ARN no codificante.

Figura 8-3: Numero y tipos descritos de ARN no codificantes.

Transcritos
procesados no
categorizados,
933

Otros, 932

miscRNA, 1187

lincRNA (ARN no codificante intergénico largo); snRNA (ARN pequefio nuclear); snoRNA (ARN pequefio nucleolar);
y miscRNA (ARN miscelaneo). Adaptado de Baker, 2011.
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Respecto a lo anterior, solamente el 2% del genoma mamifero es codificante, pero se ha
demostrado que la mitad del genoma (e incluso mas) es transcrito (en la figura 8-3 se presentan los
tipos de ARN no codificantes) y hasta este momento se est4 iniciando el descubrimiento de algunas
de sus funciones (Baker, 2011) y tal como lo mencionan Wang et al. (2009), actualmente se estan
caracterizando nuevas regiones gendémicas con actividad transcripcional y nuevas variantes
transcripcionales, haciendo de este campo, mucho méas complejo de lo considerado anteriormente.
Segun Baker (2011), actualmente muchos de estos ARNs putativos son identificados por RNA-seq
(secuenciacion del ARN), técnica que ofrece mayor exactitud y confiabilidad si es comparada con

los micro-arreglos (Wang et al., 2009).



9. Conclusiones y recomendaciones

La deteccion de genes polimdrficos con efecto sobre la calidad cérnica es el primer paso para
iniciar procesos de seleccion animal que permitan cumplir lineamientos dirigidos a incrementar la
competitividad del sector bovino en Colombia, mediante el mejoramiento genético de los animales
productores de carne. Aunque varios procesos, como los involucrados en la conversion del
masculo a carne son muy complejos y algunos mecanismos moleculares permanecen adn
relativamente desconocidos, es importante intentar establecer un sustento biolégico a cualquier
tipo de asociacidn genotipo-fenotipo, con el fin de suministrar una herramienta util y confiable en
el desarrollo de la industria carnica. Por lo anterior, debido a que la investigacion in-vitro y
I6gicamente in-vivo es costosa, la existencia de herramientas computacionales que pueden
proporcionar una aproximacion a modelos bioldgicos teéricos, puede ser de gran ayuda, facilitando
los procesos de investigacion, pero no logrando desplazar su validacion con los analisis in-vitro ni
mucho menos in-vivo. Empleando este tipo de aproximaciones se logra discernir entre un
sinnimero de mutaciones reportadas en bases de datos, con el fin de enfocar los esfuerzos en la
investigacion en una cantidad seleccionada de ellas, en la bisqueda de un efecto fenotipico claro y
sustentado. Mediante la aplicacion de herramientas de modelamiento del ARNm y de la proteina,
se logro6 identificar varios polimorfismos reportados en bases de datos, como posibles candidatos y
de igual manera, el determinar un posible sustento biolégico a los fenotipos asociados a las
mutaciones RN- del PRAKG3 y R615C del RYR1 del porcino.

Para el PRKAGS, los polimorfismos del bovino 1796C y 2338T en el ARNm y el 389T en la
secuencia proteica son los SNPs mas opcionados a contribuir a la variacién fenotipica encontrada
segun literatura en la carne de bovino. La mutacién 200Q (RN-) del cerdo, fue identificada como
causante de modificaciones en el Pl y potencial electrostéatico de la proteina in-silico, lo que podria
dar respuesta al marcado efecto que posee sobre la calidad carnica en esta especie. Algo similar fue
hallado para el polimorfismo R615C en la proteina RYR1 porcina, en relacion al parametro,

potencial electrostatico. En el caso de la RYR1 bovina, los polimorfismos K827E, C762W y
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E832G modifican el potencial electrostatico respecto al silvestre, lo que puede influir en la
interaccion intermolecular de RYRL1 o su asociacién con otras proteinas reguladoras.

Para el caso de la Desmina se obtuvo un modelo tridimensional desde el aminoacido 39 al 470 y se
lograron postular a las mutaciones 45C y 49C del ARNm del bovino, como causantes de una
modificacion en la estructura bidimensional de esta molécula, conjuntamente a una disminucién en
su estabilidad in-silico. En los genes del sistema de enzimas de la p-Calpaina y Calpastatina, varios
polimorfismos fueron postulados como potencialmente asociados dado una modificacion
importante en pardmetros fisico-quimicos del ARNm (estabilidad y polimorfismo conformacional)

y de la proteina (punto isoeléctrico, potencial electrostatico y superficie molecular).

La CRA de la carne sobresale de las demas caracteristicas de calidad carnica, dado a su asociacion
no Unicamente a la percepcién sensorial adquirida por el consumidor (jugosidad), sino que también
puede ser de importancia en la cadena productiva por su relacion al parametro de mermas en crudo
y al cocinar la carne. La CRA es influenciada durante el periodo de maduracion por multiples
factores genéticos y medio ambientales pero aln existe un desconocimiento importante del efecto
de la raza y/o cruce del animal (sobre todo en los tipos raciales mas empleados para la produccion
carnica en Colombia) y del efecto del tiempo de maduracion PM. Al determinar el efecto de estos
dos factores (cruce y maduracion) y su posible interaccion se obtuvo que el parametro CRAr en
LD present6 significancia de los factores Cruce y Maduracion y en ST del factor Maduracion. Para
el parametro de CRAc en LD fue significativo el factor Cruce y para ST ningino de los dos

factores ni su interaccion fueron significativos.

Otro aspecto importante, es el establecimiento de una relacion entre parametros de calidad carnica
asociados a la CRA y otros parametros de calidad de la pieza carnica. Una correlacion significativa
fue encontrada entre CRAr-pH, CRAr-CRAc, CRAc-pH y CRAc-WBSF en ambos musculos

evidenciando la relacion entre estos parametros de calidad carnica y la CRA.

Finalmente, se encontrd la asociacién con ambos pardmetros evaluados (CRAr y CRAc) y los
marcadores CAST2959, RYR1-13638 y RYR1-27970, siendo los genotipos benéficos AA, CC y
CC respectivamente, convirtiéndolos en polimorfismos potencialmente Gtiles en procesos de
seleccion animal y mejoramiento de este pardmetro de calidad cérnica. Adicionalmente se reporta

la existencia de la interaccion Marcador*tiempo de Maduracion y Marcador*Grupo racial en
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varios polimorfismos evaluados, siendo principalmente este Ultimo una potencialidad de los

individuos Bos indicus respecto a su cruce con Bos taurus.

Entre las recomendaciones practicas formuladas a partir de las conclusiones obtenidas en el

presente documento se pueden clasificar segin se aplicabilidad:

Primero a nivel productivo, es importante tener en cuenta el cruce (y muy probablemente la raza,
gue no fue tratada como tal en este documento) al momento de realizar el proceso de
almacenamiento, dado que algunos cruces presentan una desventaja comparativa respecto a otros
en el musculo Longissimus dorsi, por lo que requieren de algin manejo tecnoldgico especial o
simplemente a nivel de finca incentivar cruces de mejor desempefio en los pardmetros CRAr y
CRACc, como es el caso del Limousin-BB. Adicionalmente, al realizar la maduracion de la carne en
el post-mortem, es importante recalcar que los tiempos ideales corresponden a tiempos cortos (7
dias) dado que si este tiempo se incrementa, la perdida de peso de la carne y posiblemente la
percepcion sensorial del consumidor se veran afectadas, ademas de incrementar aspectos técnicos
del proceso como los relacionados con la disponibilidad de infraestructura y manejo. Finalmente,
se reportan un total de tres SPNs (dos en el gen RYR1 y uno en CAST1) que presentaron
asociacion con los parametros evaluados de la CRA de una manera muy consistente, dado que se
presentaron al evaluar la CRAr y la CRAc de manera simultanea, lo que los convierte en posibles
candidatos a ser incluidos en programas de seleccion que tengan como finalidad incrementar el

desempefio de los animales en este parametro de calidad carnica.

La segunda recomendacion, surge desde el punto de vista investigativo, en donde la formulacion
de un sustento bioldgico a las asociaciones presentadas en un documento deben ser primordiales y
el uso de herramientas bioinformaticas como los analisis in-silico, corresponden a una muy buena
opcion, dado que permiten conocer el funcionamiento de las moléculas de ARNm y proteinas
evaluadas, ademas de las alteraciones “tedricas” producidas por mutaciones en parametros
moleculares de importancia. Adicionalmente, estas herramientas computacionales pueden ser de
utilidad en procesos de evaluacion de genes candidato y seleccion de mutaciones de estos Gltimos,
que en mayor medida pueden presentar una contribucion importante sobre el fenotipo de los
individuos, en pardmetros productivos que son los que nos atafien. Respecto a lo anterior, se
presenta un listado de mutaciones en los cinco genes evaluados, que poseen una gran probabilidad

de estar asociados a parametros de calidad céarnica y que deben ser incluidos en un posterior
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estudio de asociacion, con el fin de verificar in-vivo la aplicabilidad de este tipo de analisis (aunque
existe una gran cantidad de literatura disponible que ha previamente reportado su validez).

Respecto al posible efecto de las mutaciones RN- del PRAKG3 y R615C (n) del RYR1 del
porcino, es necesario considerar inicialmente escenarios in-vitro, que permitan evaluar y dar un
mayor sustento a estas teorias, dado que son postulaciones no formuladas previamente, que
posibilitarian una mayor comprension de los mecanismos de accion de ambas proteinas y su efecto

en el fenotipo reportado en la literatura.

Es importante recalcar que todas las asociaciones realizadas en el presente documento deben ser
sometidas a un proceso de validacion en poblaciones mas grandes no relacionadas en el pais, con el
fin de poder ser incluidas en planes de seleccion animal, que tengan como objetivo, el
mejoramiento de las caracteristicas asociadas a la CRA evaluadas en el presente estudio. Ademas
de la necesidad de aplicar nuevas tecnologias como la PCR-RT, RNA-seq y secuenciacion masiva
en paralelo, con el fin de evaluar estos genes a otro nivel genético y/6 postular nuevos genes
candidato posiblemente asociados a caracteristicas de calidad céarnica, como lo son los genes de
ARN no codificante.



A. Anexo: Valores promedio de WHSF y pH

Valores promedio de WBSF sin ajustar de los datos empleados en las correlaciones con las caracteristicas CRA

Promedio SE Promedio SE
BON 26.55 3.03 BON 26.55 3.03
BB 25.10 3.28 BB 25.10 3.28
BR 25.26 2.60 BR 25.26 2.60
Braunvieh 25.34 351 Braunvieh 25.34 351
Guzerat 26.05 3.01 Guzerat 26.05 3.01
Limousin 25.57 2.97 Limousin 25.58 2.97
Lo Normando 27.06 2.81 ST Normando 27.06 2.81
Romosinuano 26.22 3.52 Romosinuano 26.22 3.52
Simental 26.31 3.23 Simental 26.31 3.23
7 dias 22.96 11.46 7 dias 26.05 3.37
14 dias 2351 11.83 14 dias 26.40 3.27
21 dias 23.14 12.01 21 dias 25.03 2.71
Valores promedio de pH sin ajustar de los datos empleados en las correlaciones con las caracteristicas CRA
Promedio SE Promedio SE
BON 5.50 0.17 BON 5.50 0.16
BB 5.40 0.18 BB 5.47 0.17
BR 5.40 0.17 BR 5.45 0.14
Braunvieh 5.46 0.17 Braunvieh 5.45 0.12
Guzerat 5.48 0.10 Guzerat 5.50 0.08
Limousin 5.43 021 Limousin 5.50 0.18
LD ST
Normando 5.46 0.12 Normando 5.47 0.12
Romosinuano 541 0.17 Romosinuano 5.44 011
Simental 5.48 0.16 Simental 5.52 0.14
7 dias 551 0.11 7 dias 551 0.11
14 dias 5.45 0.18 14 dias 5.45 0.18
21 dias 535 0.16 21 dias 5.35 0.18
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B. Anexo: Evaluacion de Ilos modelos
proteicos

Valores de Ramachandran plot para cada uno de los modelos obtenidos por gen.

Regiones en Grafica de Ramachandram
Proteina Modelo Figura Mas Frecuentemente | Generosamente No permitidas
favc;:/j)bles permitidas (%) | permitidas (%) (%)
PRKAG3 3-7 88.4 10.5 0.7 0.4
Modelo 12-532 4-3 85.5 12.1 2.0 0.4
Modelo 533-1000 4-3 78.6 16.3 33 1.8
Modelo 1001-1500 4-3 73.5 20.0 3.7 2.8
Modelo 1501-2000 4-3 78.5 14.8 3.7 3.0
RYR1 Modelo 2001-2500 4-3 81.5 11.9 29 3.7
Modelo 2501-3000 4-3 88.4 8.6 15 1.5
Modelo 3001-3500 4-3 87.6 8.2 2.2 2.0
Modelo 3501-4000 4-3 87.2 8.4 1.5 3.0
Modelo 4001-4500 4-3 843 10.3 3.0 25
Modelo 4500-5040 4-3 82.7 114 4.0 1.9
DES 5-5 86.9 8.3 2.8 21
CAPN1 6-4 71.0 22.9 4.5 1.6
CAPN1 | CAPN1-CAPNS-Ca*' 6-4 89.6 9.6 0.4 0.4
CAPN1-CAPNS-Ca**-CAST 6-4 89.7 9.6 0.4 0.4
CAST 6-4 75.8 17.3 5.4 1.5
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C. Anexo: Posicion de las mutaciones
evaluadas

Nombre posicion Nucleétido Secuencia contenedora
CAPN 5331 161 GAGGGCGGGG(A/T)GGAGCGCTCT
CAPN 316 5544 GAGTGGAACG(C/G)CGTGGACCCT
CAPN 530 22128 GGATGACCAG(A/G)TCCAGGCCAA
CAPN 4751 24114 GGGGGGAAAA(T/C)CGAGGCGCAG
UoGCAST 84719 TTCAAATTTT(G/C)TACCCAAAGT
CAST 1 85920 AGAAGGACTT(T/C)TTCGTTATGA
CAST 2870 134877 TAGTATTTTC(A/IG)ATTTGCACTT
CAST 2959 134966 CTTTCCTCTT(G/A)GACTTGTGGA
PRKAG3-1526 1526 CAGCCTCCCC(G/T)CTGACTGTAC
PRKAG3-2180 2180 AAACAAGGTA(C/IT) ATCATTTTGA
PRKAG3-2745 2745 AAGCAGAGCTT(CIT) GTGGGTGAGG
PRKAG3-2925 2925 GGTCCAGGGT(A/G)AACCCCACTC
PRKAG3-2961 2961 CCCACCCCCC(A/G)CAGGGATGCT
PRKAG3-3047 3047 TCAGGGTCCT(A/IG)GGGGCACCCA
PRKAG3-3068 3068 TCTGGACTGG(A/G) GCGGAAGGAG
PRKAG3-3078 3078 GGCGGAAGGA(A/G)TTCAGGAAGC
PRKAG3-5898 5898 CTCCTGGGTT(G/A)GTGTCCCTCT
RYR1-11195 11195 ATGCTGCCCC(G/A)GACCCCAAGG
RYR1-13638 13638 ACATGGACGA(T/C)GCACTGTCAC
RYR1-20298 20298 AGCTTCTGCT(G/A)CAGACAAACC
RYR1-21643 21643 TCAGCTGCTG(T/C)CTGGACCTCA
RYR1-26680 26680 TGGGCATGGC(C/A)GATGAGAAGG
RYR1-27871 27871 TCCCTGCCCG(C/T)CGGAACCCTC
RYR1-27970 27970 TGCTGGGCTA(T/C)GGCTACAACA
RYR1-27982 27982 TGCTGGGCTA(T/C)GGCTACAACA
RYR1-28046 28046 CCCTGGACTC(G/C)AATCTCTGAC
RYR1-28068 28068 CAACTCAGCC(T/C)CTCAGTGGGC
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D. Anexo: Mutaciones importantes in-silico
y su relacion in-vivo.

Gen Secuencia Numer.olde Afecta Secuencia Numerfalde Afecta
Accesion Accesion
1 rs109995479 | Proteina 17 rs43315200 ARNmM
PRKAG3 15 rs43315202 ARNmM 28 rs43315190 ARNmM
16 rs43315201 ARNmM
2% $s267582941 | Proteina $5267582943 | Proteina
RYR1 3 ss414337672 | Proteina 8 5562464423 Proteina
3 ss414337672 | Proteina
1 rs135943644 ARNmM 5 rs132973368 ARNmM
DES 2 rs136748725 ARNm
CN2 5528452420 ARNmM CN11 5528451392 ARNmM
CAPN1 CN5 5528452434 ARNm CN12 55269202966 ARNm
CN6 s528450971 ARNm
Cs1 ss140795116 | Proteina CS23 ss430490955 ARNm
CS11 55115456740 | Proteina CS26 55430490956 ARNmM
CS12 ss115456748 ARNm CS28 ss423036990 ARNm
CAST CS13 ss115456750 ARNm CS29 ss77831765 ARNmM
CS14 $s115456769 | Proteina CS4 55423036926 | Proteina
CS17 $s430490950 ARNm CS5 ss77832279 ARNmM
CS22 ss430490954 ARNm CS9 ss115456738 ARNm

*Polimorfismo de importancia in-silico pero no polimérfico en la poblacién analizada. Las restantes
mutaciones no fueron evaluadas in-vivo, ya que los andlisis in-silico realizados en el presente
documento fueron posteriores a la seleccion de regiones a evaluar en el estudio de asociacion.
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E. Anexo: Scritp para ubicacion de
polimorfismos en la secuencia del gen

Aunque el proceso de ubicacion de mutaciones en el ADN, ARN y proteina se realiz6 de
manera manual, el siguiente script en perl fue desarrollado posteriormente para realizar
este procedimiento de manera automatizada. El script requiere como input la secuencia
del gen existente en el repositorio y la secuencia de la mutacion reportada en la base de

datos, por ejemplo: TGATTGCTTGTGGTCACTGAGACAAT(A/T)
ACACCGAAATCCATCACTCCGACTTT. Esta secuencia es consignada en el script para
la asignacion del arreglo @SNP, eliminado el segmento

ACACCGAAATCCATCACTCCGACTTT.

#!/usr/bin/perl
use strict;
use warnings;

my $gene="../DATA/GENE. txt"; # Importacidén de la secuencia
del gen X y su asignamiento a la variable S$gene
open (FILEl,"<$gene") || die "ERROR: No puedo abrir el

fichero $gene\n";
$gene=<FILEl>;

o e e UBICACION DE UNA MUTACION EN LA
SECUECNIA DE ADN SILVESTRE........iiiiiiiiiiiineenn

my $genemut ="../RESULTS/GENEMUT.txt"; # Creacidén de un
archivo para guardar la secuencia mutada del gen X

open (FILE2,">$genemut") || die "ERROR: No puedo abrir el
fichero $genemut\n";

my @SNP = ("TGATTGCTTGTGGTCACTGAGACAAT", "A", "T"), #
Definicidén del array contenedor de la informacidn
suministrada en bases de datos sobre el polimorfismo a
evaluar
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my $positionaling = index($gene, $SNP[0]); # Ubicacidédn de
TGATTGCTTGTGGTCACTGAGACAAT en la secuencia del gen X dando
como resultado la posicidén del primer nucleotido (Timina)
del elemento 0 de @SNP.

my S$positionSNP = $positionaling+26; # Se adicionan 26
nucleotidos a $positionaling ya que es el nUmero de
posiciones necesarias para obtener la posicidn exacta de 1la
mutacién (longitud de TGATTGCTTGTGGTCACTGAGACAAT)

if ($SNP[1l] ne substr($gene,$positionSNP,1l)) { #
Estructura de control, si el nucleotido existente en $gene
en la posicidédn S$positionSNP es diferente al segundo elemento
de @SNP

my $geneSNP = substr($gene, $positionSNP, 1, $SNP[1]); #
Reemplacelo por el segundo elemento de @SNP

}
else { # si no es si
my $geneSNP = substr ($gene, $positionSNP, 1, $SNP[2]); #

Reemplacelo por el tercer elemento de @SNP, dado que solo
hay dos opciones en este SNP

}

print FILE2 $gene; # Guarda la secuencia mutada en el
archivo GENEMUT.txt

close (FILEl); # Cierra archivo GENE.txt
close (FILE2); # Cierra archivo GENEMUT.txt
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