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Resumen

La palatabilidad de la carne comprende muchos factores como el aspecto, el color, el
sabor, la jugosidad y la dureza, los cuales se asocian a la calidad sensorial. Actualmente
existe una tendencia hacia el bajo consumo de carne, dado por los elevados precios y en
muchas ocasiones por la inadecuada calidad. El color de la carne constituye el primer
atributo sensorial que recibe el consumidor en el momento de tomar la decisién para la
compra, un Optimo color le otorga a la carne propiedades de calidad apetecidas
comercialmente.

El color de la carne tiene una influencia tanto de los componentes genéticos como de los
factores ambientales (condiciones antemortem y postmortem, la quimica del masculo y
muchos factores relacionados con el procesamiento de la carne, almacenamiento y
maduracion), sin embargo, en bovinos especificamente, los efectos genéticos han sido
poco estudiados. Uno de los enfoques en los sistemas de produccién de carne es el
mejoramiento de este atributo a partir de la identificacion de variantes alélicas de genes
especificos del musculo o de aquellas que participen en procesos bioldgicos relacionados
con el postmortem. De este modo, en el presente proyecto se contemplé el analisis de
mutaciones en los genes Calpaina 1 (CAPNL1), Calpastatina (CAST), Subunidad Gamma
3 de la proteina - kinasa AMP activada (PRKAG3), Rianodina (RYR1) y la Mioglobina
(MB), a partir de la busqueda de SNPs en 164 novillos proveniente del cruce entre
animales Bos indicus X Bos indicus y Bos taurus X Bos indicus. Se calcularon las
frecuencias alélicas y genotipicas, el equilibrio de Hardy Weinberg y el estadistico F;.

A partir de los datos fenotipicos se evallo la influencia de los tiempos de maduracion (7,
14 y 21 dias), el cruce y la interaccién entre cruce y maduracion sobre los indices
colorimétricos (L*, a* b* C* y hab) en los musculos Longissimus dorsi (LD) y
Semitendinosus (ST), haciendo uso del método CIELAB; los datos fueron analizados
mediante el programa estadistico SAS, identificAndose el efecto del cruce y la
maduracién tanto en el masculo LD como ST, sobre los parametros de color.

Finalmente se realizé el estudio de asociacién encontrandose que varios SNP de cada
gen estaban asociados significativamente con los rasgos de color (p<0,05). En el modelo
también fue evaluado el efecto del cruce, la maduracién y las interacciones (cruce
*Maduracion, cruce *Marcador, Marcador*Maduracion, Marcador*Maduracion* cruce) las
cuales no presentaron significancia para ningan indice colorimétrico en los musculos LD
y ST. Con los resultados obtenidos en este estudio fue posible evidencia que los genes
CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 y RYR1 poseen efectos potenciales sobre la caracteristica
color de la carne en ganado Bos indicus Yy sus cruces. Esta es la primera vez que se
reporta la asociacion de estos genes a caracteristicas del color de la carne en bovinos,
considerandolos por lo tanto, como genes candidatos para este rasgo con el potencial de
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ser empleados en un programa de mejoramiento genético animal donde la gendémica sea
la herramienta a ser utilizada.

Palabras Claves: Alelos, CAPN1, CAST, genes candidato; MB, parametros
colorimétricos, PRKAG3, RYR1, y SNP,



Resumo

A palatabilidade da carne compreende muitos fatores, como aspecto, coloracéo, sabor,
rugosidade e a dureza, 0os quais se associam a qualidade sensorial. Atualmente, ha uma
baixa tendéncia no consumo de carne, em consequéncia de pre¢os elevados e em
muitas ocasides, devido a uma qualidade desfavoravel. A cor da carne constitui o
principal atributo sensorial para o consumidor, sendo este o fator de deciséo para realizar
a compra; uma 6tima cor concede a carne atributos de qualidades comercialmente
desejados.

A cor da carne possui influéncia tanto de componentes genéticos quanto de fatores
ambientais (condigBes antemortem e postmortem, a quimica do musculo e muitos fatores
relacionados ao processamento da carne, armazenamento e maturacdo), ndo obstante,
especificamente em bovinos, os efeitos genéticos tém sido pouco pesquisados. Um dos
enfoques do sistema de producdo de carne € o melhoramento deste atributo, a partir da
identificacao de variantes alélicas de genes especificos de musculo, ou que contribuem
em processos biolégicos relacionados com o postmortem. Deste modo, neste projeto
contemplou andlises de mutacfes nos genes Calpaina 1 (CAPN1) , Calpastatina (CAST),
Subunidade Gamma 3 da proteina - kinase AMP ativada (PRKAG3), Rianodina (RYR1) e
a Mioglobina (MB), a partir da busca de SNPs em 164 novilhos proveniente do
cruzamento entre Bos indicus x Bos indicus e Bos taurus x Bos indicus. As frequéncias
alélicas e genotipicas, o equilibrio de Hardy-Weinberg e teste estatistico F foram
calculados.

A partir dos dados fenotipicos, foram avaliados a influencia do tempo de maturagéo (7,
14 e 21 dias), 0 cruzamento e a interacdo entre cruzamento e maturacdo sobre 0s
indices colorimétricos (L*, a*, b*, C* e hab) nos musculos Longissimus dorsi (LD) e
Semitendinosus (ST), empregando o método CIELAB; os dados foram analisados com o
auxilio do software estatistico SAS, identificando-se o efeito de cruzamento e maturacgéo,
em ambos 0s musculos, nos parametros de cor.

Finalmente, um estudo de associagéo foi realizado identificando-se que varios SNPs de
cada gene estavam associados significativamente com os indices de cor (p<0,05). No
modelo, também se avaliou o efeito do cruzamento, maturacdo e as interacdes
(cruzamento*maturacédo,cruzamento*marcador,marcador*maturacao,

arcador*maturagcdo* cruzamento), as quais ndo apresentaram significancia para nenhum
indice colorimétrico em ambos os musculos. Com os resultados obtidos, foi possivel



evidenciar que os genes CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 e RYR1l possuem efeitos
potenciais sobre a caracteristica cor da carne bovina Bos indicus e seus cruzamentos
com Bos taurus. Esta é a primeira vez que se reporta a associacdo dos genes Calpaina,
Calpastatina, Mioglobina, Rianodina e PRKAG3 com caracteristicas de cor da carne de
bovinos, considerando-os, portanto, como genes candidatos para esta caracteristica com
potencial de serem empregados em um programa de melhoramento genético animal
onde a genOGmica seja uma ferramenta a ser utilizada.

Palabras Claves: Alelos, CAPN1, CAST, Genes candidato; MB, Parametros
colorimétricos, PRKAG3, RYR1 e SNP,
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Abstract

Meat palatability involves many factors such as, appearance, color, flavor, juiciness and
hardness, which are associated with the sensory quality. At present, there is a low trend
toward meat consumption, given by high prices and in many cases by inadequate quality.
Meat color is considered the first sensory attribute that consumer receives at the time of
purchasing; an optimal color gives meat several quality properties commercially
appreciable.

Meat color is under the influence of both, the genetic and the environmental factors
(antemortem and postmortem conditions, muscle chemistry and many factors related to
meat processing, storage and aging), however, specifically bovine genetic effects have
been little studied. One approach in beef production systems is the improvement of this
attribute from the identification of allelic variants of muscle specific genes or those
involved in biological processes associated with postmortem. Thus, in the present project
was considered the SNP identification of the Calpain 1 (CAPN1) Calpastatin (CAST),
gamma subunit protein 3 AMP activated kinase (PRKAG3) Ryanodine (RYR1) and
myoglobin (MB) genes from 164 steers originated by the cross between Bos indicus X
Bos indicus and Bos taurus X Bos indicus animals. The allele and genotype frequencies
were calculated, as well as, the Hardy Weinberg equilibrium and the statistical Fis.

The influence of ageing times (7, 14 and 21 days) was evaluated as from the phenotypic
data, crosses and interaction between crossing and maturation on colorimetric rates (L *,
a* b* C*and hab) in Longissimus dorsi (LD) and Semitendinosus (ST) muscles, using
the CIELAB method. Data were analyzed using the SAS statistical program identifying the
effect of crossing and maturation of both, LD and ST muscles on color parameters.

Finally, the association study showed several SNP of each gene significantly associated
with color traits (p<0.05). The effects of crossing, aging and interactions (crossing vs.
Maturation, crossing vs. Marker, Marker vs Maturation, and Maturation vs
Marker*crossing) were also evaluated, which showed no significance for any color index
within the muscles. The present results evidenced that CAPN1, CAST, MB, PRKAGS3 and
RYR1 genes, have potential effects on meat color trait in Bos indicus cattle and their
crosses. This is the first report about the association of such genes to color traits in beef
cattle, considering them as candidate genes for this trait with the potential to be used
within an animal breeding program, where genomics is the tool to be used.

Keywords: Alleles, CAPN1, CAST, Candidate genes, MB, Colorimetric parameters,
PRKAG3, RYR1, and SNP,
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Introduccion

La ganaderia bovina, posee una participacion muy importante dentro de la economia
rural colombiana ya que contribuye a la seguridad alimentaria de la poblacion, la
generacion de empleo (950.000 empleos) y por su aporte al Producto Interno Bruto
Agropecuario (PIB-A), contribuyendo con el 1,6% del PIB Nacional, el 20% del PIB
agropecuario y el 53% del PIB pecuario (DANE-Fedegan 2011). Segun el documento
“Plan estratégico de la ganaderia colombiana 2019” Colombia dedica cerca de 40
millones de hectareas a la ganaderia de las cuales mas de un 60% se encuentran en
zonas de tropico bajo, lugar propicio para la crianza de la raza Cebu; de los 27 millones
de bovinos en Colombia, por lo menos 72% corresponde a ganado Bos indicus
(cebuinos), el 15% a (razas europeas) y el 13% a las conocidas como razas autoctonas
y sus cruces (Fedegan 2006).

La productividad de la ganaderia colombiana, medida a través del rendimiento de carne
por animal, esta ubicada por debajo del promedio mundial y de los principales bloques
comerciales (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2005), reduciendo de manera
importante el potencial de exportacion del pais y el consumo por persona. Esto es
originado principalmente por el incremento en la competitividad del sector avicola, que al
unificar toda la cadena productiva, ha logrado disminuir los costos de produccién, lo que
obedece a la sustitucion de carne de bovino por carne de pollo en la dieta de los
colombianos (Agrocadenas 2005). Sumado a lo anterior, la ganaderia colombiana
enfrenta grandes retos en cuanto al sostenimiento del sector ganadero atribuido a la
apertura del tratado de libre comercio (TLC), el cual amenaza con el ingreso de carne
proveniente de paises lideres en produccibn ganadera con mejores estandares de
calidad, inocuidad y precio. A esta serie de problemas se le adiciona la incapacidad de
producir carne de excelente calidad, generando productos (carne de res) con
caracteristicas inadecuadas, las cuales son la mayor causa de insatisfaccion para el
consumidor y el mejoramiento de la misma sin duda resultaria en un eje esencial para
aumentar la rentabilidad del producto (Fedegan 2006).

De otra parte, el color es un factor de calidad determinante para la eleccién de carne
fresca o madurada, esta caracteristica es usada por los consumidores como indicador de
frescura e higiene, ya que existen colores que indican deterioro, tales como, las
decoloraciones pardas de la carne mantenida en almacenamiento por largos periodos de
tiempo, los anillos verdosos que se generan a causa del crecimiento bacteriano o las
carnes asadas que en el horno no doran. La reaccion que el consumidor tiene frente a un
corte de carne esta condicionada por la sensacién que experimenta al percibir el color del
mismo. De esta forma, puede rechazarla sin considerar otras posibles caracteristicas, o
aceptarla, pasando a considerar la bondad de otras (terneza, jugosidad y sabor).

El color estd influenciado por la interaccibn de muchos factores, la genética de los
animales, las condiciones medioambientales pre y postmortem , la quimica del musculo y
factores relacionados con el procesamiento de la carne, el empacado, distribucion,
almacenamiento, presentacion y finalmente la preparacion para el consumo (Mancini and
Hunt 2005). La genética juega un papel fundamental, el recurso genético con que se



cuenta y la implementacion de los programas de mejoramiento genético deben ir
encaminados a incrementar el potencial carnico.

Teniendo en cuenta que la mejora genética es una importante herramienta para
aumentar la productividad de los sistemas de produccién de carne se debe destacar que
se han realizado numerosos estudios en bovinos y en otras especies sobre
caracteristicas de calidad, buscando identificar el efecto de los factores genéticos
(Behrends 2004; Dunne et al. 2005). En bovinos, los efectos genéticos que influyen en el
color de la carne han sido poco estudiados, debido a la dificultad que representa la
obtencion y medicion del color de la carne in vivo sin deteriorar el masculo, asi mismo, el
efecto que tienen los factores de procesamiento de las carnes sobre el color final,
dificultan la homogenizacién y estandarizacién de las medidas (Ouali et al. 2006).

Fedegan (2006) en su plan estratégico de la ganaderia Colombiana 2019 evidencia como
una de las debilidades del sector ganadero en el pais es el incipiente desarrollo de
programas de mejoramiento genético. En zonas tropicales la productividad del ganado de
carne obedece no solamente al potencial genético de los animales, sino también la
habilidad de los mismos para soportar los factores ambientales causantes de estrés que
inciden sobre el color de la carne (Burrow et al. 2001).

La aplicacion de la genética molecular al mejoramiento genético se basa en la capacidad
de identificar genotipos benéficos a partir de genes candidatos responsables por
caracteristicas de produccién. La calidad del color de la carne esta determinada por un
conjunto de caracteres que son dificiles de evaluar en el animal vivo, de alli que contar
con un sistema eficiente para la deteccion de marcadores moleculares con efecto aditivo
sobre esta caracteristica, constituiria un gran soporte a la seleccién y el mejoramiento
genético. Una parte importante de la investigacidbn en genética molecular ha sido
orientada a la utilizacion de informacion genotipica con el fin de mejorar la eficiencia
productiva mediante la Seleccion Asistida por Marcadores ( MAS), la cual puede llegar a
convertirse en una herramienta barata y efectiva para mejorar genéticamente el color y
otros caracteres organolépticos de la carne dificiles o costosos de medir (Aranguren-
Méndez et al. 2005).

El concepto de MAS comenzé a aparecer en los afios 90 a raiz de los primeros trabajos
sobre andlisis molecular de caracteres cuantitativos, donde se demostro la potencialidad
del empleo de marcadores ligados a genes y rasgos de interés zootécnico,(Robertson et
al. 1988).El mejoramiento genético se presenta como una herramienta importante para
mejorar la rentabilidad de los sistemas de produccion de carne en el pais, haciéndose
necesario implementarlo para caracteristicas asociadas a la calidad de carne. Cuando se
generan productos de buena calidad mediante programas efectivos de selecciéon
genética, estos obtienen un valor agregado que les permite posicionarse en el mercado
altamente competitivo a través del mejoramiento en la calidad y eficiencia en su
produccion. Con las expectativas generadas para el sector carnico, se debera trabajar en
el mejoramiento productivo de los hatos, realizando planes de seleccién de animales
cuya genética sea superior al promedio de la poblacion y permita mantener variantes
alélicas y combinaciones genotipicas favorables a través de las generaciones,
asegurando asi el mantenimiento de la calidad en los productos obtenidos.



Teniendo en cuenta que como parte de la politica de mejoramiento genético de la
ganaderia, esta la integracion de la identificacion de genotipos para calidad de carne, la
caracterizacion genética de los individuos y la asociacién con los registros productivos,
es necesario realizar investigaciones que conlleven a una posible asociacion de los
sistemas de produccion, grupos genéticos y marcadores moleculares SNP (Polimorfismo
de Nucleétido Simple) con caracteristicas de importancia econdmica (color) para
produccién de carne en el tropico colombiano.

A pesar de la importancia de la produccion bovina de carne, en Colombia no existe un
programa de mejora genética consolidado para caracteristicas relacionadas a la calidad
de carne especialmente en el color, asociado al esfuerzo de pocos investigadores y
ganaderos. A partir de lo anterior, surgid entonces la necesidad de establecer un
proyecto de investigacién que lograra identificar variantes alélicas que demuestren un
efecto significativo sobre los cambios del color de la carne, principal caracteristica
organoléptica asociada a calidad y de esta manera contribuir con los resultados para el
futuro desarrollo de programas de mejora genética.






1. Marco Teodrico

1.1 Pigmentos de la carne

1.1.1 Mioglobina

La mioglobina es una proteina sarcoplasmatica, considerada el principal pigmento
responsable del color de la carne fresca, aunque otras proteinas hemo, como
hemoglobina y citocromo C también pueden jugar un papel importante en el color de la
carne del ganado vacuno, cordero, cerdo y aves de corral. El contenido total de
pigmentos en la carne se compone de aproximadamente un 95 % de mioglobina y 5% de
hemoglobina y los citocromos (Andujar et al. 2009). La mioglobina y la hemoglobina, son
responsables del transporte y almacenamiento del oxigeno en el organismo del animal y
presentan poca diferencia en su estructura quimica. El oxigeno de los pulmones es
transportado por la hemoglobina y es captado por la mioglobina en el musculo para su
posterior utilizacion en el metabolismo aerébico (Suzuki and Imai 1998). La capacidad
gue posee el musculo de almacenar el oxigeno depende del contenido de mioglobina ya
gue esta se encarga de suplir la demanda de oxigeno mitocondrial (Garry et al. 2000;
Wittenberg and Wittenberg 2003). Los musculos sometidos a un gran esfuerzo presentan
un metabolismo energético intenso, por lo que disponen de un alto contenido de
mioglobina (Andujar et al. 2009). Por lo tanto la mioglobina se encuentra en las células
musculares, es una proteina hidrosoluble, formada por una sola cadena polipeptidica en
forma de hélices alfa con un peso molecular de 17.800 kD y estd compuesta por 154
restos de aminodacidos, es una proteina globular formada por un grupo prostético
cromaético, llamado hemo (Garry et al. 2000; Mancini and Hunt 2005; Andujar et al. 2009)
(Figura 1).



Figura 1 Representacién esquematica del complejo hemo de la mioglobina. El
atomo de hierro (Fe) en el centro de la molécula, esta unido con los Nitrégenos del anillo
de porfirina (tomado de (Andujar et al. 2009).

El grupo hemo es el componente de los hemopigmentos encargado de proporcionar el
color, y tanto en la mioglobina como en la hemoglobina posee la misma composicion
guimica, este se encuentra dentro de un bolsillo hidrofébico de la proteina y en su parte
central se ubica un &tomo de hierro en estado ferroso (Berg et al. 2008), el cual puede
formar seis enlaces, cuatro de estos enlaces estan en el pirrol o anillos pirrélicos que son
heterociclicos y estan unidos entre si por puentes métenos, formando el anillo de
porfirina X, mientras que el quinto coordina con el nitrégeno proximal de la histidina-93 o
histidina proximal. El sexto enlace se utiliza una histidina-64 distal o histidina distal E7
para unirse reversiblemente con sustancias gaseosas como el oxigeno, el 6xido de
nitrogeno o el monéxido de carbono, agua entre otros. De esta forma, se establece
puentes de hidrogeno con la E7 disminuyendo asi la afinidad del hemo por el CO,,
también influye en la dindmica del color al afectar las relaciones espaciales dentro del
bolsillo hidrofébico del hemo, se cree que este sitio de unién le da la estabilidad a la
Mioglobina. El presente ligando y la valencia del hierro dan el color del musculo (Garry et
al. 2000; Mancini and Hunt 2005; Anddujar et al. 2009).

La mioglobina es una molécula asombrosamente compacta. Sus dimensiones globales
son de 45 x 35 x 25 A, el 70% de la estructura secundaria tiene una conformacién de a-
hélice; de hecho, existen 8 a-hélices designadas de la A a la H unidos por secciones
cortas no helicoidales y casi todo el resto de la cadena forma giros y bucles entre las
hélices (Figura 2). La forma global de la cadena polipeptidica se conoce con el nombre
de estructura terciaria donde en el interior los residuos no polares como leucina, vallina,
metionina y fenilalanina, asimismo los residuos cargados como aspartato, glutamato
lisina y arginina estan ausentes en el interior de la mioglobina (Berg et al. 2008). De los
numerosos residuos en la mioglobina, la histidina ha recibido la mayor atencion debido a
su papel clave en la estructura y funcion de la mioglobina (Mancini and Hunt 2005).



Figura 2. Estructura tridimensional de la mioglobina: (A) El diagrama de cintas
muestra que la proteina esta formada principalmente por a-hélices. (B) Modelo compacto
en la misma orientacion, muestra como la proteina esta fuertemente compactada. El
grupo hemo esta cobijado por una hendidura dentro de la proteina compacta con un
Gnico extremo expuesto al exterior. Una de las hélices es azul para permitir la
comparacion de las dos representaciones de la estructura. Tomado de (Berg et al. 2008).
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1.1.2. Estados quimicos de la mioglobina

El color de la carne fresca esta determinado por el estado fisico-quimico de la
mioglobina, el ligando que se encuentre unido al sexto lugar de coordinacién y el estado
de oxidacion del hierro. Es decir, el ciclo del color de la carne fresca es reversible y
dindmico, determinado principalmente de las cuatro formas quimicas de la mioglobina:
desoxymioglobina (DMb), oxymioglobina (OMb), carboxymioglobina (COMb) vy
metamioglobina (MMb) (Mancini and Hunt 2005; AMSA 2012). La proporcion de estos
estados varia con el tiempo de maduracién de la carne, temperatura, pH y la atmésfera,
determinando asi su vida util (Insausti et al. 1999a; Andujar et al. 2009).

La oxigenacion de la mioglobina (reaccion 1 en la Figura 3) esta determinada por la
competencia por el oxigeno entre la mioglobina y la mitocondria, lo que afecta de manera
significativa el color de la superficie de la carne. La oxigenacion se produce cuando la
mioglobina se une a una molécula de oxigeno en el sexto centro de coordinacion del ion
hierro reorganizando los electrones de manera que el ion disminuye su tamafio y se
desplaza hasta el plano de la porfirina (Garry et al. 2000; Garry* et al. 2000; Wittenberg
and Wittenberg 2003; AMSA 2012), caracterizandose por el desarrollo de un color rojo
cereza brillante reaccion conocida como blooming. Esta reaccién se favorece con altas
presiones parciales de oxigeno (mayores que 40 mm de Hg). No hay cambios en la
valencia del hierro durante la oxigenacion, aunque el punto de coordinacion sexto esta
ahora ocupado por una molécula de oxigeno. Ademas, la histidina distal interactta con el
oxigeno, alterando la estructura y estabilidad de la mioglobina. (Salathe and Chen 1993;



Mancini and Hunt 2005). La desoxigenacion de la OMb para DMb (reaccion 3 de la
Figura 3) se origina cuando hay una baja presién parcial de oxigeno (<1,4 mm Hg)
(Salathe and Chen 1993), esto se presenta cuando el oxigeno que se encuentra en el
tejido muscular es consumido por diversas reacciones, incluyendo la respiracion
mitocondrial. En la desoxigenacion el ion hierro esta en estado ferroso (Fe+%) y se
encuentra situado a unos 0.4 A fuera del plano de la porfirina porque el ion metalico en
esta forma, resulta un poco grande para encajar en el espacio bien definido que hay
dentro del anillo porfirinico (Mancini and Hunt 2005; Berg et al. 2008). Esto da lugar al
color rojo purpura o puarpura rosado tipicamente asociado con los productos empacados
al vacio y el musculo inmediatamente después del corte.

La decoloracion es el resultado de la oxidacion de las dos formas reducidas de
mioglobina a presiones parciales de O, entre 1y 1,4 mm de Hg: el hierro ferroso (Fe?)
pasa a hierro férrico (Fe*"), formandose metamioglobina de color marrén, donde el agua
es el ligando en la posicién sexta de la MMb (Mancini and Hunt 2005). La mioglobina es
fisiolédgicamente activa en su estado de DMb y OMb. Sin embargo, una oxidacién
continua hace que el hierro ferroso (Fe?"), pueda reaccionar con el oxigeno molecular
para producir anién superéxido (O?”) contiguo con la oxidacion del hierro férrico (Fe*"),
generando MMb (rama superior, derecha de reaccién 3, Figura 3) (O'Grady et al. 2001b,
2001a; Baron and Andersen 2002; Chaijan 2008). Esta reaccion ocurre mas rapidamente
a presiones parciales de oxigeno bajas (<7 mm Hg), donde no hay suficiente oxigeno
para unirse con todas la DMB disponibles. Por lo tanto, hay gran cantidad de DMB para
reaccionar con peroxido de hidrégeno.

Termodinamicamente, OMb es resistente a la oxidacion a MMB, por lo que es poco
probable que la OMb tenga una conversion directa a MMB (reaccion 2, Figura 3). El color
marrén que a menudo ocurre en la carne parece contradecir esta quimica, pero el origen
de MMb es a través de la reaccidn de desoxigenacion de OMb a DMb, que pueden ser
rapidamente oxidados a MMb. (Mancini and Hunt 2005; AMSA 2012).

Procesos enzimaticos y no enziméticos pueden reducir MMb a DMB (reaccién 4, Figura
3); esta reaccion es de gran importancia en el momento de hablar de estabilidad del color
de la carne. La investigacion indica que la adicién de diversos compuestos intermedios
en el ciclo glicolitico y ciclo de Krebs como succinato, lactato, malato pueden regenerar
equivalentes reductores y extender la estabilidad del color (AMSA 2012).

El monéxido de carbono puede unirse a la posicion 6 libre de la DMb y formar un color
muy rojo brillante (reaccion 5, Figura 3) (Brewer 2004). La COMb es mas resistente a la
oxidacion que la OMb debido a la fuerte unién del CO al Fe en la molécula (Cornforth and
Hunt 2008). Este estado quimico de la mioglobina es relevante debido a la utilizacion del
empaque al vacio con niveles de mondxido de carbono, el cual le da al color una
estabilidad hasta de al menos 21 dias razon por la cual son ampliamente utilizados y
aceptados para la conservacion de carne. Sin embargo, el CO puede enmascarar el
deterioro debido a que el color rojo estable puede durar mas alla de la vida dutil
microbiol6gica de la carne empacada al vacio (Jayasingh et al. 2001)



Figura 3 Triangulo de la quimica del color de la carne fresca. Conversion entre los
diferentes pigmentos de la mioglobina (tomado de (AMSA 2012). Courtesy of Drs. M. C.
Hunt, Kansas State University and D. P. Cornforth, Utah State University.
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1.2 El color de la carne

1.2.1. El color visual de la carne

En la practica el color visual de la carne es un poco diferente y no es claramente
explicado por el triangulo de la quimica del color. La industria y los cientificos que
realizan investigaciones de carne suelen ver que el color marron de la MMb cambia de
manera directa al color rojo brillante de la OMb, el color purpura de la DMb que es un
intermedio en la conversion de la OMb a MMb, rara vez se observa en la practica. Por lo
tanto, a veces es dificil situar los principios mostrados en la Figura 3.

Esta contradiccion aparente entre la via visual y la quimica es remediada por una
minuciosa observacion de los cambios que ocurren bajo la superficie de la carne.
Inicialmente la superficie de la carne es de color purpura (DMb) debido a la ausencia de
oxigeno. Después de varios minutos en el aire, la superficie de la carne es de color rojo
brillante (OMb, la reaccion 1, Figura 4). La capa de superficie de color rojo es <1 mm de
espesor, y el tejido muscular profundo es de color parpura. Luego de varias horas la capa
de superficie de color rojo es de 2 a 3 mm de espesor. Después de 1 a 3 dias entre 4 ° C,
una delgada banda de color marrén MMb se hace evidente, justo debajo de la banda de
la OMb, debido a que MMb se forma mas rapidamente (reaccién 3, Figura 4) que la
reaccion inversa donde hay una conversion de MMb a DMb (reaccion 2b, Figura 4).
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Con el tiempo de almacenamiento, el espesor de la capa de OMb disminuye a medida
gue la capa de MMb se mueve progresivamente hacia la superficie, lo que hace que la
capa de OMb sea mas opaca y tenue (Mancini and Hunt 2005). Finalmente, el oxigeno
de la capa de la OMb se agota y la capa MMb llega a la superficie con la decoloraciéon
total (AMSA 2012).

La formacion purpura de la DMb es oscurecida por la capa de recubrimiento rojo de la
OMb durante los primeros 3 dias de almacenamiento y mas tarde por el aumento del
espesor de la capa de MMb. Impidiendo percibir el purpura intermedio de la DMb entre el
rojo y el marrén de las otras dos reacciones (Figura 3, reaccidén 2a). El color parpura se
hace evidente al desaparecer la OMb y la MMb. Los niveles de OMb se agotan, debido
principalmente al consumo de oxigeno mitocondrial del masculo y los niveles de MMb se
agotan igualmente, debido a la reduccién (AMSA 2012).

Figura 4 Triangulo de la vision del color de la carne fresca. Conversion entre los
diferentes pigmento de la mioglobina (tomado de (AMSA 2012). M. C. Hunt, Kansas State
University and D. P. Cornforth, Utah State University.
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1.2.2 Color de la carne fresca

La DMb, la OMb y la MMb se encuentran en equilibrio en la carne fresca. En el centro de
una pieza de carne no hay oxigeno y el pigmento esta en forma de DMb purpura (color
gue también aparece en la carne empacada al vacio). En la superficie de una pieza de
carne hay un buen aporte de oxigeno y por lo tanto se expresa la OMb de color rojo
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brillante; entre estas dos zonas hay una region de baja concentracién de oxigeno, que
favorece la oxidacion del pigmento hasta MMb. Una capa de MMb marrén por lo tanto se
forma debajo de la superficie de la carne, estas capas de color se observan translicidas
y oscuras en apariencia (MacDougall 1982). (Figura 5).

1.2.3 Coloracion Anormal

Tanto el color como la estructura “extremo” son perjudiciales para establecer categorias con
la carne. En uno de los extremos del espectro del color y estructura de los cérnicos, se
sitlan las carnes pélidas blandas y exudativas (PSE) que se observan frecuentemente en
el cerdo, pero a veces también se aprecia en la carne de otras especies; en el otro extremo
esta la carne muy oscura, dura y de superficie seca cominmente conocido como carne
oscura al corte (DFD), anomalia que se presenta generalmente en carne de bovinos (Lawrie
1998; Martinez-Quintana et al. 2006). La prevencién de PSE y DFD en carnes se basa
principalmente en el desarrollo de estrategias que eviten el estrés en los animales antes del
sacrificio. Estudios como el de Muchenje et al (2009) asocian el estrés a la genética del
animal, dado que encontré que novillos de la raza Bonsmara sufrieron mas estrés en
comparacion con la raza Angus, cuando fueron expuestos a las mismas condiciones de
manejo previo al sacrificio. Resultados contrarios fueron evidenciados por Koch (2004)
guien encontrd que la raza Bonsmara poseia niveles mas bajos de hormonas de estrés a
diferencia de varios individuos de las razas Bos taurus y Bos indicus (Koch 2004; Muchenje
et al. 2009).

Figura 5: Representacién del color en la carne (A) Color aparente de la carne fresca.
(B) color aparente de la carne almacenada tomado de (Ranken 2003).
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o Carne palida, blanda y exudativa (PSE)

Es una condicion que afecta la calidad de la carne, caracterizandose por una glucélisis
rapida y una elevada produccion de acido lactico que se relaciona directamente con la tasa
de Ca,+ anaerdbicamente liberado de la mitocondria, esto ocasiona un pH bajo en canales
aun calientes, afectando de manera importante caracteristicas de calidad de la carne tales
como color, capacidad de retencién de agua y textura (Fujii et al. 1991; Neira 1993; Warriss
et al. 2003). El bajo pH en el PSE promueve la oxidacion de los pigmentos hemo de la DMb
y OMb para MMb (Sauerland 2008). La palidez de la carne se debe en gran medida al agua
liberada en los tejidos que al combinarse con el efecto directo del pH y los pigmentos,
genera muchas superficies reflectantes que reflejan totalmente la luz pero poseen una
capacidad limitada de absorcidén luminosa, esta dispersién de la luz desde la superficie de la
carne es probablemente debida a las diferencias en los indices de refraccion del
sarcoplasma y las miofibrillas. Cuanto mayor sea la diferencia, mayor es la dispersion y la
carne parece mas palida. La alta dispersiébn hace que la luz absorbida sea baja y los
pigmentos hemo absorben selectivamente la luz verde, lo que reduce el color rojo normal.
Esto hace que la carne PSE sea menos roja y mas amarilla (Swatland 2004; Adzitey and
Nurul 2011). Al representarse graficamente el pH frente al tiempo (Figura 6) se observan
grandes diferencias entre las curvas procedentes de carnes normales y carnes PSE
(Sauerland 2008). Los factores que influyen en la aparicion de carnes PSE son de origen
genético (hipertrofia muscular) o ambiental (transporte brusco y sin ventilacion, manejo
violento, sacrificio con aturdimiento defectuoso). También se genera a partir del estrés en
los animales, lo cual conduce a un catabolismo aerébico del glucégeno muscular,
originando altas concentraciones de &cido lactico afectando de manera directa la evolucion
del pH (Suman et al. 2010).

e Carne oscura al corte (DFD)

Se definen como carnes con “corte oscuro” aquellas que resultan de una elevacion del pH
final (pHf), medido después de 24 h de frio efectivo postmortem , presentando un color rojo
oscuro a marrén-negro y una apariencia externa seca, dura y algo pegajosa (Hargreaves et
al. 2004b). En las carnes DFD, el pH elevado origina una desnaturalizaciéon rapida de las
proteinas, el agua es fuertemente unida y no se presentan exudados. Esto se debe a que
hay bastante contraccion de la red de miofilamentos y se reducen las diferencias en el
indice de refraccion de las miofibrillas y el sarcoplasma. Los musculos absorben la luz
haciendo que la carne sea mas oscura. La penetracion de oxigeno se reduce por la
estructura cerrada y cualquier oxigeno que llega al interior es usado por la alta accién del
citocromo que se encuentra activo debido al pH alto. Esto origina una fina capa superficial
de OMb permitiendo la apariciéon del color parpura de la DMb (Flores et al. 2008; Adzitey
and Nurul 2011). Esta condicion en la carne es una consecuencia de la reducida
concentracion de glucégeno muscular al momento del sacrificio, provocada por la respuesta
del animal a factores que le generan estrés (Warriss et al. 2003). Las carnes de corte oscuro
se asocian a una alta capacidad de retencion de agua lo que favorece el crecimiento
bacteriano y una baja luminosidad (MacDougall 1982). La relacién entre el pH y las carnes
DFD se muestra en la Figura 6
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Figura 6: Representacién del comportamiento del pH para musculos DFD, PSE y
normal (adaptado de Briskey,1964y tomado de (Price and Schweigert 1994).
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® Otras alteraciones del color

Las alteraciones del color pueden ser también consecuencia de la destruccién de la
mioglobina por el desarrollo bacteriano, en este caso los microorganismos emplean como
nutrientes el pigmento, cuyo anillo hemo se separa de la proteina (globina). Esto
generalmente, da lugar al desarrollo de un color verde. El pardeamiento puede ser
consecuencia de la reduccién de la tensién de oxigeno de la superficie de la carne por
accion bacteriana aumentado considerablemente la tasa de cambio de color y de la
formacion subsiguiente de MMb (Robach and Costilow 1961; Cornforth and Hunt 2008;
AMSA 2012). Las bacterias capaces de producir un enverdecimiento de la superficie de
la carne, son bacterias acidolacticas, halotolerantes, catalasa negativas, capaces de
crecer a bajas temperaturas y de producir y acumular peréxido de hidrogeno en
condiciones aerdébicas, fuerte agente oxidante que degrada los pigmentos de la carne
(Dubé and Robles 2000).

1.3 Cambios postmortem en el musculo y sus efectos
sobre el color de la carne

Existen factores antemortem y postmortem que afectan la calidad de la carne, las
condiciones del periodo inmediatamente anterior al sacrificio pueden modificar los
cambios musculares postmortem. Entre los factores antemortem deben citarse aquellos
gue generan stress en el animal como el transporte de los animales al mercado
particularmente el manejo por parte de los operarios, contacto con otros animales y de
otra parte la alimentacién (Lahucky et al. 1997; Sorimachi et al. 1997; Carter and Gallo
2008). Entre los factores postmortem estan: el aturdimiento, desangrado del animal,
cambios bioquimicos, fallo circulatorio, rigor mortis y maduracion (Harper 1999; Bianchi et
al. 2006a; Pérez-Juan et al. 2011).
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A causa del sacrifico los cambios producidos en el metabolismo celular conllevan a
afectar el color de la carne a través de los mecanismos oxidativos sufridos por la
mioglobina en el masculo. En el estudio de Manea et al. (2010) fueron evaluados los
cambios quimicos de la mioglobina, durante las primeras 168 horas después del sacrificio
en dos especies: bovinos y porcinos, Las medidas de OMb, MMb y DMb fueron
determinadas mediante el uso de densidad 6ptica, demostrando un descenso en la
mioglobina a partir de las 48 horas mientras que a su vez la OMb y la MMb tienden a ir
en aumento. Este comportamiento es similar entre especies y tipo de musculo. El color
rojo intenso de las carnes se mantiene antes de las primeras 144 horas, después vy
debido al aumento del porcentaje de MMb, el color se torna oscuro y marrén (Manea and
Manea, 2010).

1.3.1 Muerte del animal

La primera fase del beneficio tradicional es la sangria o desangrado del animal, esta
etapa es el comienzo de una serie de cambios postmortem del muasculo ya que el
acumulo de sangre en puntos localizados del musculo pueden ocasionar cambios en el
color de la carne, como producto de las interacciones del oxigeno con la hemoglobina;
ademas es de gran importancia el método de aturdimiento ya que el uso de
electroinsensibilizacién produce un aumento en la frecuencia de petequias en bovinos
(Lawrie 1998; Ouali et al. 2006; Carter and Gallo 2008).

1.3.2 Fallarespiratoria

Al morir el animal los tejidos contindian con su particular metabolismo, aunque el musculo
no se contrae activamente la energia se sigue utilizando para mantener la temperatura.
El cambio mas inmediato es la interrupcién de aporte de oxigeno a los musculos, el
musculo continua gastando las reservas de oxigeno suministradas por la mioglobina, al
agotarse por completo el oxigeno, hay una caida en el potencial de oxidacion-reduccién
por lo cual se activa la via anaerobia generando energia a partir del glucégeno
permitiendo al musculo disponer de otra fuente de energia ATP. En este proceso se
origina acido lactico y el descenso del pH resultante en el muasculo depende
fundamentalmente de la cantidad de glucégeno (Sorimachi et al. 1997). La resintesis de
ATP por glucdlisis anaerdbica es incapaz de mantener el nivel de ATP debido a que es
un proceso poco eficaz y a medida que desciende el nivel de ATP se forman los
complejos de actinomiosina causando la inextensibilidad propia del masculo (Ouali et al.
2006). Asi mismo todos los cambios postmortem, inician con la muerte programada de
las células musculares al perder el suministro de nutrientes y oxigeno. Este proceso es
modulado por las Caspasas, siendo un elemento esencial que facilita la accién de otros
sistemas proteoliticos como Catepsinas y Calpainas, sistemas enzimaticos proteoliticos
considerados en el proceso de tenderizacion de la carne. (Te Pas et al. 2004) Todos
estos cambios pueden tener efectos profundos en numerosas proteinas de la célula
muscular, especialmente en un sistema enzimatico proteolitico que es considerado con
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un significativo rol en la tenderizacién postmortem. Una consecuencia del descenso del
pH durante el postmortem, es el cambio de los aminoacidos de una conFiguracion
anionica a zwitterion, por la aproximacion de las proteinas a su punto isoeléctrico. Bajo la
forma anion (-) y catiéon (+) los aminoacidos tienden a retener mas agua, mientras que
bajo la forma zwitterion (equilibrio de cargas) su retencion es minima (Rosenvold et al.
2001). Algunos de los factores que influencian su retencion son, la carga neta de las
proteinas miofibrilares y la estructura de la membrana muscular, con sus componentes
(miofibrillas, enlaces del citoesqueleto y permeabilidad de membranas) asi como el
espacio extracelular. Una acelerada caida del pH y su bajo valor final estan relacionados
con el desarrollo de baja capacidad de retencibn de agua, carnes mas palidas por
perdida de mioglobina y de consistencia suaves (Te Pas et al. 2004).

1.3.3 Rigor mortis

Este se caracteriza por la rigidez e inextensibilidad de los musculos, se presenta un
acortamiento de los musculos generando un endurecimiento de la carne formado por los
enlaces cruzados permanentes entre los filamentos de actina y de miosina (Watrriss et al.
2003).

1.3.4 Maduracion

Esta fase se caracteriza por la degradacién de las proteinas del musculo, cuando el
musculo es sometido a temperatura de refrigeracion, durante periodos de tiempo de unos
dias a algunas semanas (Sorimachi et al. 1997). La dureza final de la carne depende del
grado de alteracion de los componentes estructurales del musculo y proteinas asociadas,
durante y subsecuente al rigor (Harper 1999; Vaz et al. 2001).

Durante la maduracion de la carne se produce una reduccién de la actividad respiratoria
del musculo, disminuyendo progresivamente el consumo de O: hasta los 7-10 dias
postmortem (Bianchi et al. 2006a). Esto provoca una mayor penetracion del mismo en la
carne, produciéndose una mayor oxigenacion de la mioglobina, un mayor porcentaje de
MbO:zy menor de Mb que en la carne no madurada (Goenaga Uceda 2010).

La estabilidad del color de la carne madurada se incrementa al disminuir el consumo de
oxigeno. Sin embargo, con periodos de tiempo més prolongados disminuye, debido a la
pérdida de actividad del sistema reductor de la MMb por la degradacion de las
mitocondrias y la pérdida de los cofactores para la actividad del mismo (MacDougall
1982; Ouali et al. 2006).
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1.4 Factores que influyen en el color de la carne

1.4.1 Factores antemortem

Estos factores influyen sobre el cambio de color de la carne y son factores que dependen
Unica y exclusivamente del animal de donde proviene la carne entre ellos se destaca con
gran importancia la raza, edad, sexo del animal y la alimentacion, esta es de gran
importancia ya que influye en la calidad de la carne.

o Tipos defibras

Martinez et al (2008) encontraron diferencias en el tipo de fibras en varios musculos
esqueléticos de toros de lidia analizados, identificando morfolégicamente fibras tipo 1,
estas fibras se caracterizan por contener pocos miofilamentos gruesos de miosina, gran
cantidad de mitocondrias, lo que las hace ricas en mioglobina, haciendo que el musculo
presente un color rojo mas oscuro (Martinez Gomariz et al. 2008). Las fibras tipo Il o
blancas, del subtipo "A" se caracterizan por estar menos vascularizadas que las
anteriores, y contienen mas miofilamentos gruesos de miosina. Estas fibras acumulan
gran cantidad de glucidos y menos mioglobina al igual que las fibras blancas de tipo Il B
(Martinez Gomariz et al. 2008). La caida del pH depende del tipo de fibras musculares
predominantes en un musculo. Los musculos con fibras blancas poseen mayor contenido
de glucdgeno; alcanzan valores de pH finales que oscilan entre 5,5-5,6, a diferencia de
los muasculos con fibras roja (5,6-5,8) (Sauerland 2008).

Cada musculo esta compuesto por diferente proporcion de fibras, por lo tanto el tipo de
mausculo influencia de manera importante el color de la carne. McKenna et al., (2005)
estudiaron 19 muasculos de 9 canales de res, para varias medidas objetivas de la
decoloracién, logrando agrupar los musculos de acuerdo a los resultados obtenidos en
musculos con estabilidad del color alta, moderada, intermedia, baja y muy baja,
concluyendo que segun el musculo, su composicion y metabolismo varia la estabilidad
del color de la carne (Renand et al. 2001; McKenna et al. 2005).

e Edad

Los musculos palidos de las carnes de ternera muestran que la musculatura de los animales
jovenes poseen menor contenido de mioglobina que la de los animales adultos, lo que se
traduce que a mayor edad, mayor contenido de pigmentos, mayor intensidad del color pero
se vuelve mas inestable (Warriss et al. 2003). Renand et al (2001) indica que en el ganado
vacuno el porcentaje de agua en el musculo disminuye a medida que el animal crece.

e Sexo

La carne de machos enteros es carne mas roja puesto que poseen musculos que contienen
mas mioglobina. Sarries, y Beriain (2006) encuentran valores superiores de coordenadas a*
y b* en las carnes de los machos que en las hembras pero reiteran que esto también se
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debe a la alimentacion del animal y su estado fisico (Sarries and Beriain 2006). En
contradiccion, Lindahl (2004) demostré en cerdos que las hembras presentan mayores
valores de luminiscencia, rojos y amarillos que los machos castrados (Lindahl et al. 2004a;
Lindahl et al. 2004b). Por otro lado los machos enteros poseen un valor de pH final més alto
esto podria atribuirse al temperamento agresivo y un agotamiento de glucégeno generando
canales mas oscuras con pH mayores de 6.0, a diferencia de los animales castrados (Vaz et
al. 2001). Asi mismo en las hembras y los machos castrados de una misma edad no se
encuentran diferencias significativas en cuanto al pH (Page et al. 2002).

e Raza

El color de la carne puede variar con la raza y con la aptitud productiva del animal, esta
diferenciacién podria ser explicada por la mayor precocidad de las razas lecheras
respecto de las carnicas, ya que la deposicibn mas temprana de grasa en las razas
lecheras, conlleva a que la mioglobina se encuentre mas concentrada por la mayor
demanda de oxigeno (Diaz 2001). De igual manera razas europeas de aptitud carnica
presentan un pH mas bajo que las razas rusticas, esto muy probablemente dado a un
alto metabolismo oxidativo de las razas rusticas, ocasionado por el mayor nimero de
fibras rojas las cuales poseen concentraciones bajas de glucégeno (Latorre et al. 2004).

e Especie

Las diferencias en las distintas especies resaltan al comparar el color palido de la carne de
cerdo con el rojo brillante de los bovinos. Los musculos pélidos de las canales de animales
jovenes demuestran que estos poseen un menor contenido de hemoglobina y mioglobina
gue la de los animales adultos (Warriss et al. 2003). Cada especie posee un color
caracteristico en sus canales. La composicién, la susceptibilidad oxidativa y contenido de
mioglobina difiere con las especies, las carnes de aves tienen un color mas claro que las de
mamiferos. La razén de esta diferencia es el tipo de fibra muscular del que se componen,
gue es diferente en aves que en mamiferos A continuacion se indica el color mas tipico de
la carne procedente de diversas especies animales y la concentracion de mioglobina (tabla
1).

Tabla 1. Color de la carne y algunas concentraciones de mioglobina en diferentes
especies

Concentracion de mioglobina

Raza Color del musculo (malg de tejido)
Vacuno joven Rojo cereza brillante De 4-10
Pescado Atun Blanco grisaceo De 0.5-1

Pollo Carne blanca De 0.1-5

Ovejay carnero Rojo pélido a rojo ladrillo De3a7
Cerdo Rosa grisaceo De2a7
Aves Blanco 0-0.5

Ternera Rosa marrén Aproximadamente 3

(Tomado de (Ranken 2003; Warriss et al. 2003))
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e Alimentacion

La alimentacion de los animales juega un papel fundamental en la calidad de la carne, ya
gue los alimentos ingeridos son la fuente a partir de la cual los animales reciben los
nutrientes necesarios para el metabolismo, determinando la composicion tisular y quimica
de la carne (Goenaga Uceda 2010). Por lo tanto, la alimentacion y el tipo de sistema de
produccion tienen efectos notorios en el color de la carne, de manera que bovinos en
pastoreo presentan un color mas intenso que aquellos criados en un régimen intensivo, a
causa de la actividad fisica realizada por el animal en pastoreo (de Lima Junior et al. 2012).
De igual manera, la dieta a base de concentrado se ha considerado como medio para
mejorar el color, por ejemplo se han reportado que las dietas ricas en magnesio y vitamina
D pueden reducir el estrés y controlar la salida de calcio antes del sacrificio mejorando asi el
color de la carne de cerdo (Mancini and Hunt 2005). Las dietas lacteas, carecen de hierro,
generando carnes claras (Nerin et al. 2006). El déficit de hierro no permite que se forme la
molécula de mioglobina, este es el caso de los terneros. Estudios como los de Tang et al.,
(2005) enfatizan el rol de la mitocondria en los cambios de color, concluyendo que el
proceso de Oxidacion lipidica mitocondrial esta estrechamente relacionada con la formacion
MMb; ademas ambos procesos son inhibidos por el consumo de vitamina E el cual es un
antioxidante que retrasa la conversién de DMb y OMb a MMb (Tang et al. 2005a).

1.4.2 Factores postmortem

El tiempo de maduracion, duracién del transporte, temperatura, manejo del animal,
estimulacion eléctrica y almacenamiento, son factores que tienen una influencia en las
caracteristicas de calidad de la carne, pero no dependen directamente del animal.

e Presion Parcial de oxigeno

Cuando la carne se encuentra en las vitrinas listas para la venta estan en contacto con el
oxigeno, por lo tanto habra produccion de OMb, pero si disminuye o a medida del paso del
tiempo, va aumentando el porcentaje de MMb en su superficie, lo que produce la
decoloracion de la carne fresca (Mancini and Hunt 2005).

e Temperatura

Las temperaturas extremas pueden desnaturalizar las proteinas. Con el almacenamiento de
la carne a bajas temperaturas disminuye la actividad respiratoria produciendo una mayor
capa de OMb, por esta razén los tratamientos con enfriamiento favorecen el mantenimiento
del color (Sauerland 2008). El aumento de la temperatura de refrigeracion disminuye la
estabilidad del color, la razén de este efecto es el incremento de la oxidacion de la
mioglobina (MacDougall 1982), permitiendo el crecimiento bacteriano y la oxidacién de los
lipidos (Carter and Gallo 2008).
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e Estimulacion eléctrica

El someter la canal a una corriente eléctrica, produce una fuerte contraccion en todos los
musculos evitando el endurecimiento de la carne y mejorando el color de la carne,
originando una carne mas clara y de color rojo més brillante. Esto es debido a que la
estimulacion eléctrica acelera el descenso del pH durante la glicolisis postmortem.
Valores de pH por debajo de 5.9 en menos de 45 minutos, cuando aun la canal esta
caliente, produce una desnaturalizacion de las proteinas sarcoplasmaticas y miofibrilares
disminuyendo de manera significativa la capacidad de retencion de agua ocasionando
una mayor reflectancia de la luz y como consecuencia mayor luminosidad de la carne
(Kannan et al. 2001)

opH

La maduracion de la carne es un proceso que influye en el descenso del pH, en el
transcurso de este tiempo el pH desciende desde 7.08 hasta valores de 5.5 a las 48
horas. En un estudio realizado por Bianchi en ganado ovino observo el descenso del pH
desde 6.5 a los 45 minutos postmortem hasta 5.5 a las 24 horas y se mantuvo estable
durante 10 dias postmortem (Bianchi et al. 2006a; Nakamura et al. 2007) La variacion
del pH postmortem influye considerablemente en el color de la carne, si el glucdégeno se
agota antes del sacrificio, por el estrés del transporte y el contacto con otros animales
extrafios, el glucégeno en los animales vivos conduce a un cuadro de carne seca, firme y
oscura (DFD) con un pH alto y un incremento del consumo de oxigeno. Por otro lado la
rapida glucdlisis postmortem produce cambios estructurales en el masculo por lo que se
vuelve palido, suave y exudativo (PSE) (MacDougall 1982; Abril et al. 2001). Page et al
(2002) observaron, en carne de vacuno, correlaciones negativas entre los valores de las
coordenadas L* a* y b* y el pH del masculo Longissimus dorsi tras el sacrificio, de
manera que, los valores de los indices de color del musculo disminuyen cuando el pH
aumenta, debido a la acumulacion de productos alcalinos generados por la
protedlisis.(Page et al. 2002)

e Almacenamiento

El empaque y la distribucion de los alimentos a través de los circuitos de distribucién han
pasado, en algunos afios, de la simple proteccion higiénica, a un acondicionamiento mas
elaborado que cumple mudaltiples funciones, no solo la de conservacion, sino de
informacion, proteccion y estabilizacion del contenido, seguridad higiénica, servicio y
comodidad de utilizacion, (Anddjar et al. 2009).

A la hora del envasado de la carne, se deben tener en cuenta todas las condiciones de
conservacion estudiadas anteriormente, para retardar el enranciamiento y la
decoloracion.

El color es una de las propiedades més fragiles de la carne fresca, particularmente en las
vitrinas de exhibicibn para venta, donde la exposicion a la luz y las temperaturas
fluctuantes favorecen una rapida pérdida del mismo. Estd comprobado que se requiere
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oxigeno para conservar el color rojo brillante tipico de la carne, sin embargo, el O ,
también acelera los cambios bioquimicos, la oxidaciébn quimica y el crecimiento
bacteriano, y todos estos factores contribuyen a la pérdida de color (Brewer et al. 2001;
Latorre et al. 2004).

1.5 Genética del color de la carne

1.5.1 Genes candidatos

Los genes candidatos son aquellos que se encuentran implicados en la fisiologia del
caracter, como ejemplo, la hormona del crecimiento es un gen candidato para la tasa de
crecimiento, o peso al destete, los genes candidatos permiten identificar marcadores
moleculares mediante el uso de la secuencia de ADN del gen, asi mismo estos marcadores
permiten posicionar el gen en el mapa de ligamiento y establecer una asociacion y su efecto
sobre una caracteristica de interés productivo. Estos genes candidatos ademas de ser
identificados a través de sus funciones fisioldégicas y su papel en las vias bioquimicas
también pueden ser identificados mediante la demostracion previa de un QTL en la region
cromosomica de interés (Aranda 2002). La secuenciacion de los genes candidatos puede
aislar uno o mas polimorfismos y estos pueden estar asociados con la variacion fenaotipica
observada en el rasgo de interés (Fan et al. 2008). En los ultimos afios un ndamero
importante de asociaciones se han observado entre los distintos genes candidatos de la
especie bovina a los rasgos de calidad. SNPs en los genes de la Calpaina y Calpastatina
involucrados con terneza de la carne. Los animales homocigotos para el alelo benéfico
poseen mas carne tierna que los animales homocigotos para el alelo alternativo o no
benéfico (Page et al. 2002; Casas et al. 2005; White et al. 2005).

La variacion genética de las caracteristicas de importancia econdémica en los animales,
estan generalmente determinada por varios loci (poligenes). Debido a esto, los métodos
de seleccién con base en la hip6tesis infinitesimal, el cual supone que la accién individual
de cada alelo es pequefa, han dominado la practica del mejoramiento genético de los
animales. Estos métodos que se basan en la recoleccion de datos fenotipicos,
genotipicos y andlisis estadisticos, han permitido avances genéticos considerables en
varias caracteristicas, encontrando que la magnitud del efecto de los genes que afectan
una caracteristica es variada. Y respecto a esta magnitud es posible reconocer dos tipos
de genes que actlan sobre las caracteristicas, los genes mayores y genes menores
(Montaldo and Kinghorn 2000). En los genes mayores el efecto aditivo sobre la expresion
de la caracteristica es mayor a 0,5 desviaciones estandar fenotipicas y puede ser
reconocido por andlisis de parentesco o mediante el uso de marcadores moleculares de
ADN (Rogberg Mufioz 2011). Hasta la fecha se han identificado unos pocos genes
candidatos y loci de caracteres cuantitativos (QTL) asociados al color de la carne.
Actualmente se conocen dos genes que por su segregacion de alelos estan muy
relacionados con caracteres de calidad. Se sabe que los genes PRKAG3 (RN) y HAL
(RYR1) tienen efectos definidos en el color por su gran correlacién con el pH de las
carnes, de cerdo ya que el gen PRKAGS3 (RN) es responsable de la ocurrencia de carne
acidas y el gen HAL es responsable de la aparicion del sindrome PSE (pélida, suave y
exudativa) (Ryan et al. 2012; Rybarczyk et al. 2012).
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A partir de la revision realizada acerca de los procesos de trasformacion del musculo a
carne, y los trabajos de identificacion de QTL y asociacion de SNPs a la variacion del color
de la carne, la siguiente investigacion selecciono algunos genes con mayor probabilidad de
ser marcadores de calidad de carne para la caracteristica de color en ganado bovino.. A
continuacién se describen los genes postulados como posibles candidatos.

1.5.2 Gen Subunidad Gamma 3 de la protein-kinasa
AMP activada (PRKAG3)

La AMP-proteina-kinasa activada (AMPK) es una enzima que actia como un sensor
regulador de la homeostasis de la energia celular, en eucariotas (Mahlapuu et al. 2004).
Se activa cuando hay aumento de AMP, lo que significa un agotamiento de energia que
se asocia con una mayor captacion de glucosa, la AMPK apaga todos los procesos en
los cuales se consuma ATP mientras que activa una nueva via de generacion de ATP. La
subunidad y3 esta limitada al musculo esquelético, mientras que y1 y y2 se distribuyen
ampliamente en los tejidos, la funcién de la y3 es unir ligandos de AMP, lo que implica un
aumento del contenido de glucogeno (Hardie 2005). La subunidad y3 es codificada por el
gen PRKAGS3. Este gen se localiza sobre el cromosoma 2 bovino entre la posicién
107,509,452 hasta 107,516,981 111, su longitud es de 2,490 bps, tiene 14 exones y su
proteina contiene 497 aa. Actualmente se han reportado 101 SNPs en bovinos (Ensembl
2012). Mutaciones en este gen provocan un elevado contenido de glucégeno en el
musculo esquelético afectando caracteristicas de calidad de la carne como, cambios al
pH final, color de la carne, la capacidad de retencion de agua, pérdida por goteo, la
ternezay la pérdida de coccion (Yu et al. 2005; Ciani et al. 2010; Ryan et al. 2012).

En el estudio de Reardon et al. (2009) analizaron un polimorfismo A /G reportado por Yu
et al. (2005) en la posicién 3078 en el intron 6 del gen PRKAG3 en bovinos asociado con
pardmetros de color a* (intensidad del color rojo) y b* (intensidad del color amarillo) con
una significancia de p<0.05 (Reardon et al. 2010). Lindahl et al. (2004) detallan tres
alelos en el gen PRKAGS3 dos de ellos ubicados en el locus RN gen del Rendimiento
Napoles (RN), que influye en el contenido de gluc6geno en carne de cerdos, estos son
los alelos RN- y rn+, y un tercero generado a partir de una segunda mutacion conocida
como V199l el cual se denomina alelo rn* (Lindahl et al. 2004a; Lindahl et al. 2004b).
Ademas, se estudio el efecto de estos tres alelos sobre caracteristicas de pH final color y
CRA, encontrando que el genotipo RN- genero el pH mas bajo a diferencia del genotipo
rn+/rn+ y asi mismo identificaron los genotipos rn+/rn* y rn*/rn* como los més altos entre
todos los genotipos encontrados (Figura 7); estas diferencias en el pH de los genotipos
es percibida como una diferencia en el color por el consumidor. Por otro lado el pH bajo
del genotipo RN- ocasiono una perdida por goteo superior y menor rendimiento en la
coccion, mientras que el alelo V199l o rn* tiene efectos beneficiosos. Los genotipos RN-/-
presentaron el mas alto rendimiento en carne y con los mas altos contenidos de
glicogeno muscular y humedad, con contenidos de proteina mas bajos, comparado con
los no portadores del alelo RN-. El alelo RN- presenta un efecto significativo sobre el pH
final, la capacidad de retencién de agua y las pérdidas por coccion al ser comparado con
los otros dos alelos en Longissimus dorsi (LD). En cuanto a los valores de reflectancia
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interna, se mostré un incremento significativo, en todos los genotipos, excepto de los
genotipos r+/r* y rn*/rn*. No se encontré un efecto significativo de los genotipos con el
contenido del pigmento, aunque se evidencié un mayor contenido de pigmento en el
genotipo RN- en comparacion con los otros genotipos. Finalmente, describe el genotipo
RN- como el generador de colores mas rojos y amarillos (valores de a* y b*) esto puede
ser originado por las diferencias en reflectancia interna y la distribucion de los derivados
de la mioglobina, los valores para L* fueron significativamente mas altos en los genotipos
RN-/RN- y la RN-/rn+ (Figura 8.) (Lindahl et al. 2004a; Lindahl et al. 2004b; Lindahl et al.
2006).

Figura 7: Valores de pH 24 y 72 horas Postmortem de los cinco genotipos. El
Genotipo RN-/rn+ pH 24h mas bajo y genotipo RN-/ RN- pH 72h més bajo y Genotipos
rn+/rn* y rn*/rn* barra gris presenta los valores de pH mas elevado tanto para pH 24h
como pH 72h. (Lindahl et al. 2004b)
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Figura 8: Valores de los parametros colorimétricos (a*,b*y L*) asociados al
genotipo del gen PRKAG3. Genotipos rn+/rn* y rn*/rn* barra gris presenta los valores
mas bajos para L* a*y b* I(Lindahl et al. 2004b)
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1.5.3 Gen Receptor de la Rianodina tipo 1 (RYR1)

El canal liberador de calcio (CRC) es codificado por tres genes denominados RYR1,
RYR2 y RYRS3, con expresion de tejido especifico. Solamente el gen RYR1 se expresa
en el musculo esquelético y también en el cerebro, particularmente en las células
cerebrales de Purkinje. El gen RYR2 se expresa en el corazén, endotelio y mayormente
en el cerebro. El gen RYR3 se manifiesta en el masculo liso, epitelios, y cerebro (Jurkat-
Rott et al. 2000). El receptor de la Rianodina 1 (RYR1), est4 propuesto para ser el canal
liberador de Ca++ del Reticulo Sarcoplasmatico (RS). Un defecto en esta proteina podria
producir alteraciones en la homeostasis del Ca++ generando un efecto directo sobre la
contraccion muscular y el consumo de ATP durante el postmortem activando la via
glicolitica y por lo tanto alterando el pH final de la carne (Ta and Pessah 2007a;
Rybarczyk et al. 2012). El gen esté constituido por 47264 nucleétidos, 38 exones y 39
intrones, se encuentra ubicado sobre el cromosoma 18 bovino mas exactamente en 23-
g24 posiciéon 47701176 y 47731336 , 188 SNPs han sido actualmente reportados (NCBI
2012).

La primera desventaja identificada por la presencia de mutaciones en este gen se
evidencio en 1914 por la industria porcina Alemana, donde la carne era inadecuada para
la elaboraciébn de embutidos y ademas se observaba un aumento significativo de la
muerte de los animales. Esto fue producto del cruce de razas que mostraban un
crecimiento rapido y buena masa muscular, asociandose estos problemas con
cruzamientos consanguineos, estrés de manejo y transporte de animales (Nakajima et al.
1996; Ta and Pessah 2007a). Mas adelante se identificd6 que ademas de las anteriores
causas una mutacion autosémica recesiva en el gen RYR1 ubicado en el cromosoma 6
porcino ocasionaba una anomalia conocida como hipertermia maligna caracterizandose
por significativas caidas del pH que afectaba la calidad de la carne (Neira 1993).
Hamilton et al. (2000) en su estudio determinaron el efecto del gen halotano (RYR1) y el
gen del Rendimiento Napoles (RN), sobre las caracteristicas de la carne de cerdo,
evaluando tres grupos de animales, uno con mutaciones en el gen RN, un segundo grupo
con mutaciones en el gen RYR1 y un tercer grupo con mutaciones en ambos genes.
Entre los efectos del gen Rendimiento Napoles (RN) los animales que poseian la
mutacion (alelo RN-) tuvieron una disminucién significativa (p<0.05) en el pH final, un
aumento de los valores de claridad, indice de amarillo elevados y una mayor pérdida de
agua por goteo, asociando este genotipo a carnes palidas (Hamilton et al. 2000). En
cuanto al efecto del gen RYR1, los animales portadores tuvieron un pH final bajo
(p<0,05) a comparacion con los animales normales, asi mismo los portadores tuvieron
altos valores de claridad, indice mayor de amarillo y perdidas por goteo elevadas,
generando carnes palidas y con una reducida capacidad de retencion de agua. En cuanto
a los resultados obtenidos por la interaccion de los genes RN y RYR1 no encontraron
diferencias significativas (p> 0.05) para pH final, luminosidad y perdida por goteo, solo el
color subjetivo fue significativo para esta interaccion (Tabla 2), finalmente se concluyé
gue tanto los alelos perjudiciales de manera independiente o conjunta producian un pH
mas bajo, un color mas claro en la carne y menor capacidad de retencién de agua
(Hamilton et al. 2000).
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Tabla 2: Efectos del gen RYR1y el gen PRKAGS3 en las caracteristicas de color
(Hamilton et al. 2000)

Genotipo PRKAG; Genotipo RYR1 Nivel de Significancia

Variable

~ Ultimo pH

NN/__ 2.604 1.85°

1.5.4 Gen Mioglobina (MB)

La mioglobina al igual que la hemoglobina forma parte de la superfamilia de la globina y
ambas han surgido por sucesivas duplicaciones del gen ancestral de las globinas (Weller
et al. 1984; Sauerland 2008). Blanchetot (1986) en su caracterizacién de la mioglobina en
el ratdbn encuentra que esta dividida en tres exones y dos intrones, lo cual corrobora
hallazgos previos del gen en otros mamiferos. El exén 2 es responsable de la unién con
el componente hemo de la hemoglobina, esta caracteristica comun confirma la estructura
estable y el nivel de organizacion del gen de la mioglobina (Mb) en los mamiferos
(BLANCHETOT et al. 1986; Blanchetot 1986; Chaijan 2008). En los bovinos este gen se
ubica en el cromosoma 5, su posicion va desde el nucleétido 79151486 hasta el
79162269, su longitud es de 10783 nucledtidos, posee tres exones y la proteina es de
154 aminoacidos (NCBI 2012), (Figura 9). Poco se conoce sobre la regulacion de la
sintesis de Mioglobina en el desarrollo muscular. Se sabe que los mamiferos de mar
poseen altos niveles de mioglobina en el musculo esquelético esta globina actia como
una proteina almacenadora de O2 en el musculo, liberando el oxigeno durante periodos
de hipoxia o anoxia (Weller et al. 1986; Pico Beltran 2009).

En los humanos y en las ovejas la mioglobina se ha identificado durante el desarrollo
fetal en el musculo cardiaco pero no en el musculo esquelético. Polly en 1986 analizo
extractos de musculos de las extremidades de fetos de 10 y 20 semanas de gestacion y
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demostré que la mioglobina esta presente en el musculo en desarrollo (Weller et al. 1986;
Nakamura et al. 2007; Mohan et al. 2010).

Es importante anotar que la Mioglobina se trascribe desde la miogénesis y que hace
parte de la gran familia de las globinas, pero por su gran conservacion, hasta el momento
solo se han reportado 21 SNPs en bovinos y solo una de ellas presenta asociacion con
el color de la carne. Por lo tanto la Mioglobina fue escogida como gen candidato ya que
es considerada la como el principal pigmento responsable del color de la carne fresca.

Figura 9: Estructura del gen Mioglobina bovino. Ubicacion del gen Mb en el
cromosoma 5. (NCBI 2012)
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1.5.5 Gen Calpainal (CAPN1)

El gen CAPN1 es homologo con el humanos, chimpancé, perro, ratdn, rata, pollo y cebra.
Se encuentra ubicado en el cromosoma 29 bovino posee 21 exones, con una longitud de
2,255pbs, la proteina posee 716 aminoacidos (Figura 10) y hasta el momento se han
reportado, 276 SNP (Ensembl 2012) (Page et al. 2002). Las calpainas constituyen una
amplia super familia de proteinasas intracelulares citosolicas dependientes de calcio,
cisteina especificas manifiestas en muchas isoformas, las cuales se encuentran
ampliamente distribuidas en todos los tejidos y muestran una actividad regulada por el pH
(Goll et al. 1992). Las calpaina estan constituidas sin excepcion por dos subunidades
asociadas de tal manera que cada calpaina es un heterodimero El monémero mayor es
de 80 kDa, presenta el dominio que produce la proteolisis y es variable segun la calpaina,
mientras que el mondmero de 30 kDa es la subunidad reguladora y esta conservada en
todas las calpainas (Sorimachi et al. 1997; Curi et al. 2010). La Calpaina es la enzima
principal de estos procesos de maduracion y las variantes més activas de la enzima
confieren mayor terneza a la carne. La proteasa micromolar neutral activada por calcio
(CAPN1) codifica una cisteina proteasa, u-calpaina que degrada las proteinas
miofibrilares en condiciones postmortem parece ser la mas importante en procesos de
ablandamiento de las carnes, la actividad de esta enzima depende de factores, como la
acidez, la temperatura y la presencia de calcio, de alli la importancia del cuidado de estas




26

variables, evitando el estrés previo al sacrificio (Koohmaraie 1989; Koohmaraie et al.
1991; Koohmaraie 1992; Gandolfi et al. 2011). En el estudio realizado por Xin (2011)
llevaron a cabo mediciones de caracteristicas de calidad como el pH y el color (L*,a* y b*)
demostrando asociacion del pH con CANP1, ademas de presentarse una correlacion del
pH con la claridad L*. El parametro a* de enrojecimiento fue asociado al igual que b* y la
capacidad de retencion de agua con CANP1. Resumiendo los resultados, CAPN1 se
postulé como un gen candidato para las caracteristicas de pH y color.(Xin et al. 2011).

Figura 10: Estructura y ubicacion del gen CAPN1 bovino. Cromosoma 29 bovino
cuadros rojos son los exones (21), longitud del gen 2,255pbs (Ensembl 2012).
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1.5.6 Gen Calpastatina (CAST)

La Calpastatina es una enzima inhibidora de la actividad proteolitica de las calpainas. Esta
es codificada por el gen CAST, el cual esta ubicado sobre el cromosoma 7 bovino desde el
nucleétido 98,444,979 hasta el nucleétido 98,581,253 su longitud es de 136274
nucledtidos (Ensembl 2012). Este gen expresa cuatro isoformas proteicas diferentes debido
a la existencia de cuatro promotores estas se denominan tipo I, Il, lll y V. Las tres primeras
han sido se encontradas en musculo esquelético, en el musculo cardiaco e higado, y la
Ultima se expresa en testiculo (Goll et al. 1992). La isoforma | va desde el nucledtido
98444979 hasta el nucleétido 98578299 su longitud es de 133320, posee 32 exones y su
proteina tiene 786 aminoacidos. La isoforma Il tiene una extension de 135416 nucledtidos
va desde el nucledtido 98445837 hasta el 98581253, dispone de 33 exones generando una
proteina de 697 aminoacidos. La isoforma Ill va desde el nucle6tido 9844979 al 98578299
tiene 31 exones y su proteina es de 799 aminoacidos finalmente la isoforma IV ubicada
desde el nucledtido 98547479 al 98579342, cuenta con 17 exones generando una proteina
de 438 aminoacidos (Figura 11). En la actualidad 933 SNPs han sido reportados para
bovinos (Ensembl 2012) y algunos de los cuales han sido asociados significativamente con
variabilidad en la terneza de la carne bovina (Motter et al. 2009). La Calpastatina varia en
tamafo y cantidad segun la especie animal Goll et al (1992) afirma que la variedad en la
cantidad de Calpastatina influye en el nimero de moléculas de Calpaina inhibidas (Goll et
al. 1992). El ganado bovino de origen cebuino se caracteriza por producir mayor cantidad
de esta enzima, a diferencia de los animales de origen taurino, por lo tanto produciendo una
baja en la concentracion de calpaina, haciendo que la carne de los animales cebu sea mas
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dura que de aquellas que provienen de animales de origen taurino (Barendse et al. 2007a;
Barendse et al. 2007b)

Figura 11: Estructura gen CAST bovino. Cromosoma 7, gen ubicado desde el
nucleétido 98,444,979 hasta el nucleétido 98,581,253 su longitud es de 136274
nucleétidos (Ensembl 2012).
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En el animal vivo, la calpastatina y la calpaina del musculo estriado se encargan del
crecimiento y diferenciacién de los mioblastos (Goll et al. 1992). Este sistema es el
encargado de la tiernizacion de la carne postmortem (Koohmaraie 1994).

Este gen ha sido estudiado como candidato para explicar diferencias de origen genético en
la terneza de la carne, ademas también se ha visto asociado a otras caracteristicas.
Reardon et al. (2009) en su investigacién de polimorfismos en genes candidatos asociados
a color identificaron la mutacién en la posicion 257 en el gen de Calpastatina, encontrando
una asociacion significativa con el pH (p<0.05) y una alta significancia asociada con los
parametros de color (p<0.01). Los animales con genotipo GG mostraron una alta
significancia del pH final del lomo que los genotipos CC o CG (5,68 en comparacién con
5,57 y 5,59, (p=.05)), mientras que individuos heterocigotos tuvieron mas luminosidad e
intensidad de color rojo en ambos musculos (p<0.05), a pesar de que los valores de pH final
se encuentren en los limites aceptables, los animales del genotipo GG pueden ser mas
susceptibles a producir carnes oscuras, duras y secas en comparacién con los otros
genotipos (Reardon et al. 2010).

1.6 Mejoramiento genético

La mejora genética del ganado bovino se basa en el aprovechamiento de la variabilidad
existente entre y dentro de los tipos genéticos, mediante la aplicacién de distintos métodos
de seleccién a caracteres productivos cuya naturaleza depende del fin de los animales
dentro de un programa de cruzamiento (Lasley 1970; Cafién 2006). La gendémica ha
permitido caracterizar molecularmente los genomas completos; esto ha facilitado la
realizacion de trabajos que permitan identificar regiones cromosémicas que puedan afectar
caracteres de interés economico en la produccién animal. Uno de los pioneros del
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mejoramiento animal, fue el inglés Roberto Backwell el cual inicio la aplicacion de seleccion
artificial con base en la produccion individual, pruebas de progenie y uso de la
consanguinidad. El resultado obtenido fue nuevas razas de ganado estableciendo el tipo
ideal para cada una de ellas ( Galvan 1991; Fan et al. 2008). Es importante tener en cuenta
qgue los programas de seleccion aumentan el incremento de la consanguinidad, por esta
razon se debe trabajar con varias familias no emparentadas, pues entre mas pequefo sea
el nacleo mayor es la consanguinidad (Falconer et al. 1996). La mayoria de los caracteres
de interés son variables cuantitativas, producto del resultado de la interaccién entre factores
ambientales y un elevado numero de genes, de tal manera que su distribuciéon estadistica
es una variable continua. Muchos de estos de estos caracteres muestran un nivel de
heredabilidad medio o alta como para poder ser modificados mediante herramientas de
seleccion genética de programas de mejoramiento (Cafidn 2006).

La seleccion asistida por marcadores’ (MAS) es una herramienta de la genética cuantitativa
gue se aplica para aumentar la velocidad de progreso genético en programas de seleccion
dentro de poblaciones o para explotar la variabilidad genética entre poblaciones en
programas de cruzamiento (Aranguren-Méndez et al. 2005). Lograr la genotipificacion para
un loci especifico permite la aplicacion de marcadores moleculares en los programas de
mejoramiento genético (Dekkers 2004).

1.6.1 Asociacion de marcadores moleculares

Los estudios de asociacion buscan relacionar un marcador genético particular con un
rasgo complejo a través de una poblaciéon, mas que dentro de familias mediante una
evaluaciéon de desequilibrio de ligamiento. Esto implica identificar las asociaciones entre
los alelos o los haplotipos a una caracteristica, en individuos emparentados y no
emparentados. En esta estrategia la busqueda de asociacibn se centra en los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). Los SNPs, son la fuente mas abundante de
variacion genética entre individuos de cualquier especie. Se ha estimado que éstos se
presentan con una frecuencia de un polimorfismo cada 1,000 pb en el genoma humano
mientras que recientemente el Consorcio Bovino HapMap ha establecido que existen
mas de 777,000 SNPs en todo el genoma bovino (The Bovine HapMap Consortium,
2011). Esta asociacibn puede existir si la caracteristica de estos individuos,
aparentemente no ha surgido de una mutacién ancestral comun (Blair et al. 2005).

1.6.2 Correlaciones genéticas

Expresa el grado de asociacion por efectos genéticos comunes a dos caracteristicas, las
cuales pueden variar entre poblaciones y estudios (Diaz 2001) estas correlaciones son
altamente consideradas en mejora genética, ya que indican que caracter fenotipico debe
tomarse en cuenta para estimar los valores de otros caracteres estrechamente
relacionados. Las caracteristicas estan relacionadas positiva 0 negativamente y en términos
estadisticos se dicen que estan correlacionadas. Estas correlaciones se han estudiado en
gran parte en cerdos y en menor cantidad en bovinos donde se ha identificado que al
analizarse la influencia del pH final y el color (sistema L*, a*, b*) sobre la terneza de carnes
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bovinas, se obtuvieron coeficientes de determinacién (R?) relativamente bajos (<0,33), no
obstante se observé una correlacion significativa entre el pH final y los valores de L*, a* y b*
y entre estas medidas objetivas del color y la terneza (fuerza de corte WB) (Sauerland
2008). Por otro lado se ha descrito que existe una fuerte correlacion positiva entre el color
de las carnes almacenadas en frio y el pH.(Joo 1995).

1.7 Colorimetria

1.7.1 Fisicade laluz

El color constituye la primera impresion que recibimos de un objeto y su evaluacion se
realiza, en esta primera impresién, mediante el érgano de la vision. Entre las propiedades
Opticas de importancia econémica para los alimentos estan el brillo, la opacidad, el color
y el brillo de la superficie (gloss) Por esta razén es importante conocer como la luz se
asocia estrechamente con el alimento y como esta interaccion afecta lo que percibimos
(Enoki et al. 1998).

El color es una respuesta mental al estimulo que una radiacion luminosa visible produce
en la retina. Se considera como un concepto psicofisico, relacionado al mismo tiempo
con la psicologia del observador, la fisiologia de la vision y con la energia radiante
espectral de una fuente luminosa (Andersen et al. 1999).

La retina es el organelo que percibe la luz. Los detectores de luz de la retina son los
bastones y conos. Los bastones no son sensibles al color sino que responden a la
sensacion visual de la luz desde el negro pasando por el gris a blanco. Los conos son de
color sensible a las sensaciones visuales de la luz visible. Estos se pueden dividir en tres
tipos basados en la porcién del espectro de luz a la que tienen respuestas de los picos,
azul, verde, o rojo. Por lo tanto, cuando la luz penetra en el 0jo, los bastones detectaran
claridad u oscuridad, y los conos detectaran la luz en los espectros azul, verde, y rojo,
esto se conoce como la funcidn tricroméatica del ojo. La deteccion de estos estimulos se
transmite entonces desde el nervio optico al cerebro, donde se procesa la informacién y
asi, se desarrolla la percepcion visual del objeto (AMSA 2012).

De igual manera diferentes personas expresaran el color del objeto en distintas palabras.
Por esas razones es dificil comunicar objetivamente un color especifico a otra persona
sin tener algun tipo de norma como base de referencia. Al determinar esta norma, es
necesario tener la facilidad de comparar un color con otro con precision. La solucion es
un instrumento de mediciébn que explicitamente identifigue un color. Es decir, un
instrumento que distinga un color de todos los demas y le asigne un valor numérico, este
pueden ser un colorimetro o un espectrofotometro (Goenaga Uceda 2010).

1.7.2Laluzy el color de la carne

La luz es de gran importancia para la percepcion del color, sin luz no hay color. La luz
visible es una parte del espectro electromagnético, que se define por las longitudes de
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onda de energia y emision; incluye, el radar, los infrarrojos ultravioleta, rayos X y rayos
gamma. Sin embargo, los seres humanos sélo pueden detectar la luz en el espectro
visual, que oscila desde 390 hasta 750 nm. En esta gama estrecha del espectro
electromagnético, el ojo y el cerebro tienen la capacidad de separar las longitudes de
onda en grupos de colores. Por ejemplo, el color rojo se asocia con la luz de longitudes
de onda de aproximadamente 650 a 700 nm. El color verde se asocia con
aproximadamente 490 a 575 nm, y el azul se asocia con longitudes de onda entre 455 y
490 nm.

La luz incide la carne y es dispersada por su compleja microestructura. La dispersion se
puede producir por la reflexion y refraccién de la luz, la carne posee microestructuras
complejas, con membranas de curvas en distintas direcciones (miofilamentos), los cuales
se distribuyen en diferentes orientaciones, permitiendo que los compartimentos cambien
el indice de refraccién. La dispersion tiende a desordenar la direccionalidad de la luz
originalmente, la luz que escapa de la carne se hace visible para el observador, mientras
gue el resto se pierde profundamente en la carne (Swatland 2004). La luz tiene poco
efecto directo sobre las carnes frescas a temperatura de refrigeracion, asi mismo la
exposicion a luz U.V produce la desnaturalizacion de la proteina generando el color
marrén de la carne (Ranken 2003). Segun Swatland (2004), la mioglobina es el pigmento
dominante de la carne que se encuentra disuelto de manera uniforme a través del
sarcoplasma de las fibras musculares. Posterior al sacrificio, la mioglobina puede
moverse en el espacio intercelular y puede perderse en el liquido que gotea de la
superficie de la carne. La difusién fuerte acorta el paso de luz a través de la carne, lo que
reduce la absorbancia selectiva, y el observador ve un efecto minimo de la mioglobina.
Por el contrario, la dispersiéon débil permite el paso de la luz en la carne y la mioglobina
es plenamente visible (Swatland 2004). Llegar a pH bajos en tiempos cortos da lugar a
una mayor cohesién en la estructura miofibrilar y desnaturalizacién proteica, lo que se
traduce en una mayor penetracion de la luz y por lo tanto colores mas palidos y pH altos
producen efecto contrario por ser la carne mas traslucida (Mateo Oyaglie 2007). Los
distintos tipos de luz empleados para la iluminacion en los establecimientos de venta
pueden cambiar la apreciacion del color para el consumidor por lo que tienen una gran
influencia comercial. La luz incandescente comudn (CF) y la luz blanca fria de lux (DCW)
producen mejores valoraciones iniciales del color de la carne por el consumidor que otros
tipos de luz. La luz CF, sin embargo, no es recomendable porque produce un aumento de
la temperatura en la superficie y, por tanto, un incremento de la contaminacion
microbiana y una mayor degradacién del color (Goenaga Uceda 2010).

1.8 Anadlisis instrumental de la carne

La apreciacion del color de un objeto esta determinada por las caracteristicas de la luz
con la que es iluminado, por las propiedades Opticas del propio objeto y por el observador
o0 detector que reciba las longitudes de onda procedentes del mismo (Hunt et al., 1991).

Por tanto, para el estudio del color es necesario estandarizar los distintos aspectos que
pueden afectar al mismo. En 1931, la Commission Internationale de I'Eclairage (CIE)
desarroll6 los valores triestimulo XYZ y CIE L * a * b * del espacio de color en 1976. La
razén por la cual CIE L * a * b * se desarroll6 fue que las distancias XYZ colorimétrico
entre los colores individuales no se corresponden con las diferencias de color percibidas
(Figura 12). Por ejemplo, la diferencia entre verde y amarillo verdoso es relativamente
grande, mientras que la distancia para distinguir azul y rojo es bastante pequefa
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(Faustman et al. 2010). EI CIE resolvié este problema en 1976 con el desarrollo del
espacio Lab color tridimensional (o espacio de color CIELAB). En este sistema, las
diferencias de color que uno percibe corresponden a distancias cuando se mide
colorimétricamente. El espacio de color CIE L * a * b * permite que se exprese en un
espacio tridimensional (Figura 13). Debido a la respuesta Optica del ojo humano a azul,
verde, y rojo, los céalculos convierten estas respuestas a L *, a *, y b *. Cuando se
combinan, se establece un espacio de tres dimensiones de color. Para el espacio de
color, valores de a * se representa en el eje X, los valores de b * en el eje Y y los valores
de L * en el eje Z (Figura 13) (Bianchi et al. 2006b). EIl centro del espacio de color es gris
neutro. A lo largo del eje * a, un positivo a * representa rojo, y una negativa a * representa
el verde (Escala de +60 y -60 para el rojo por el verde). A lo largo del eje Y, a * b positivo
representa amarilla, y a * b negativo representa azul (Escala de +60 y -60 para el color
amarillo para el azul). * La tercera dimension L se representa numéricamente donde 100
es blanco, y 0 es negro (Figura 13). Por este espacio de color los valores a *y b * se
pueden trazar para establecer el color o tono, usando el valor de L*, claridad u oscuridad
de la muestra se puede determinar el color de la carne (AMSA 2012).
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Figura 12: CIE (1931) espacio de color CIE (AMSA 2012).
Espacio de color CIE L* a*bp*

Luminosidad
L*=0-1700

Croma

C*"=0-1700

\\k‘-
Tono (h*)y Tono

h* = 0° - 360°
,,;"’%

Figura 13. Representacién de solido de color del espacio de color CIE L*a*b*
(AMSA 2012).
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Cada color tiene su propia apariencia basada en tres elementos: matiz o tono, claridad y
croma. Al describir un color usando estos tres atributos se identifica con precisién un
color especifico y se distingue de cualquier otro. El tono (“hab o Hue”) para la CIE, es el
atributo de la sensacion visual segun el cual el estimulo es similar a uno de los colores
percibidos como rojo, amarillo, verde o azul, o a ciertas proporciones de dos de ellos. Un
alto valor en hue esté asociada con una decoloracién mayor (Figura 14). En el caso del
color del musculo, el estado quimico del pigmento influido por la oxidacion de la
mioglobina, determinard el tono del color (Largo 2006).

El croma (“Croma”) también denominado saturacién, pureza o intensidad de color,
describe lo llamativo o lo apagado de un color en otras palabras, qué tan cerca esta el
color ya sea al gris 0 al matiz puro. Un color presenta menor croma cuanto mas tiende
hacia el gris o blanco y mayor cuanto mas se acerca a una longitud de onda pura. Se
relaciona con los factores antemortem (Figura 14). La cantidad de pigmento en el
musculo (mioglobina) determinara la saturacion del color (Goenaga Uceda 2010).

La claridad (“Lightness”) es el atributo de la sensacion visual por la que el area en que se
presenta el estimulo parece emitir mds o menos luz en proporcion a la emitida por un
area similar iluminada que se perciba como blanco. Nos permite distinguir entre colores
claros y oscuros, presentando la maxima luminosidad el blanco y la minima el negro. Se
halla correlacionada con el estado fisico de la carne, debido al pH final del masculo, la
estructura de las fibras musculares y la cinética en la instalacion del rigor mortis (Larrain
et al. 2008).

Figura 14: llustracion del angulo de hab y Croma en el espacio de color CIE
L*a*b* (AMSA 2012)
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo de la presente tesis fue obtener un mayor entendimiento de los mecanismos
de variacion y estabilidad del color de la carne fresca de bovino, evaluando el efecto de
polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) de los genes candidatos Calpaina 1 (CAPN1),
Calpastatina (CAST), Mioglobina (MB), Subunidad Gamma 3 de la proteina - kinasa AMP
activada (PRKAG3) y Rianodina (RYR1), sobre los cambios de color de la carne en los
musculos Longissimus dorsi y Semitendinosus de bovinos cruzados (Bos indicus X Bos
indicus y Bos taurus X Bos indicus) sometidos a tres periodos de maduracién, 7, 14y 21
dias postmortem .

2.2 Objetivo especificos

e Desarrollar un banco de ADN gendmico animal de las razas bovinas objeto de este
estudio (Bos indicus X Bos indicus y Bos taurus X Bos indicus).

e Determinar el efecto del tiempo de maduracion postmortem y el cruce sobre los
cambios de color de la carne en los musculos Longissimus dorsi y Semitendinosus

¢ Identificar la presencia de mutaciones puntuales en los genes CAPN1, CAST, MB,
PRKAG3 y RYR1 en bovinos cruzados (Bos indicus X Bos indicus y Bos taurus X
Bos indicus)

e Calcular las frecuencias alélicas y genotipicas para los marcadores de los genes
CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 y RYR1 en bovinos cruzados (Bos indicus X Bos
indicus y Bos taurus X Bos indicus)

e Determinar el efecto de los polimorfismos de nucleétido simple (SNP) de los genes
candidatos sobre los cambios de color de la carne en los masculos Longissimus
dorsi y Semitendinosus.
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3. Materiales y métodos

3.1 Poblacion

El estudio se llevé a cabo en dos haciendas “Cabezas y Santa Helena,” ubicadas en el
municipio de Aguachica del sur del Cesar de Colombia, esta microrregion forma parte de
la region Valles Interandinos, que se extiende desde el municipio de Pailitas (Centro del
Cesar), hasta Rio de Oro (Sur del Cesar) y desde las riberas del rio Magdalena en el
Oeste, hasta la cordillera Oriental. El clima es himedo, con una precipitacion promedio
anual de 1.300 a 1.500 mm sobrepasando a veces los 2.500 mm en el extremo sur; la
temperatura promedia es de 27°C con humedad relativa entre 70 y 85%. Tiene una
extension de 548.440 ha, 73% de las cuales esta ocupado con pastos, 4% con bosques y
rastrojos, 5.5% con cultivos transitorios, 3% con palma aceitera, 0.4% con cultivos
miscelaneos; 5% corresponde a tierras inundables. Los suelos se caracterizan por tener
un pH proximo a la neutralidad, son variados con diferentes relieves, planos y altos. En la
zona alta o de laderas predomina una economia campesina. En la zona plana se explota
la ganaderia y la agricultura empresaria (Diaz 2004).

La poblacion objeto de estudio fue organizada en 2 grupos: La primer poblacién consistio
en 71 progenies obtenidas del cruzamiento de individuos Bos indicus x Bos indicus
donde los toros correspondieron a las razas Cebu Brahman (14) y Guzera (3) y la
segunda poblacién con 93 animales producto del cruce Bos taurus x Bos indicus, donde
los toros correspondieron a las razas Normando (3), Blanco Orejinegro (3), Romosinuano
(3), Braunvieh (3), Simmental (3) y Limousine (3). Las pajillas de estos toros fueron
conservadas en el Banco de germoplasma de ASOCEBU y se inseminaron las hembras
Brahman blanco con estas pajillas, para la obtencion de las progenies. Los animales
fueron criados y cebados bajo un sistema de pastoreo rotacional con suplementaciéon
mineral. Las praderas estaban compuestas por las siguientes especies forrajeras:
Brachipara (Brachiaria plantaginea), Guinea (Panicum méaximum) y Angleton (Dichantium
aristatum). El suplemento mineral consistié en una sal mineralizada con un contenido de
fosforo del 8%. Los terneros permanecieron con la madre hasta una edad aproximada de
8 meses, momento en el cual se realiz6 el destete. Una vez destetados se mantuvieron
en la respectiva hacienda hasta el momento del sacrificio. Los machos fueron castrados
alos 12 meses.
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3.2 Obtencidén de las muestras de musculo

El beneficio de los animales se efectud en el frigorifico FRIOGAN (Frigorificos Ganaderos
de Colombia) localizado en el municipio de la Dorada (Caldas), estos animales fueron
divididos en 5 grupos diferentes de sacrificio compuesto por machos que alcanzaron el
peso establecido (500 kg). Antes del embarque fueron tomadas las muestras de sangre.

Cada grupo de animales fue transportado al frigorifico el dia antes del beneficio con el fin
de completar un ayuno de 24 horas para ser faenados al dia siguiente. Durante el
beneficio se tomaron medidas de diferentes caracteristicas como, el peso del animal vivo,
el peso de la canal y la clasificacion de la canal de acuerdo a las mediciones ICTA, 1995.
El beneficio se realiz6 de acuerdo al decreto 1500 de 2007 del Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural.

De la parte izquierda de cada canal se extrajeron los musculos Longissimus dorsi (LD) y
Semitendinosus (ST), cada mdusculo fue divido en tres postas cada una de
aproximadamente 1 kg de peso y se empacaron al vacio, posteriormente fueron enviadas
a las instalaciones de la planta de carnicos del Instituto de Ciencia y Tecnhologia de
Alimentos (ICTA) de la Universidad Nacional de Colombia donde cada posta se
subdividié en tres filetes de un grosor de 2.5 cm, estos fueron empacados al vacio y
debidamente identificados, las tres postas subdivididas de cada musculo se distribuyeron
al azar en tres tratamientos de maduracion 7, 14, y 21 dias almacenadas a una
temperatura entre 4 y 5 °C. A medida que se cumplieron los tiempos de maduracioén (7,
14 y 21 dias postmortem) las porciones de cada musculo fueron extraidas y se
dispusieron para la obtencion de los parametros de Color.

3.3 Evaluacién fenotipica: medicion del color de la carne

Las mediciones colorimétricas se llevaron a cabo utilizando la metodologia CIEL*a*b*
1976 (CIE., 1976) este sistema es usado para describir todos los colores que puede
percibir el ojo humano, donde los tres pardmetros tricromaticos del modelo representan:
la claridad del color L*( L*=0 color negro y L*=100 blanco), su lugar entre rojos y verde a*,
(valores negativos indican verde mientras valores positivos indican rojos) y su posicion
entre amarillo y azul b* (valores negativos indican azul y valores positivos indican
amarillo). Estas medidas fueron tomadas utilizando el colorimetro Minolta (Chroma Meter
CR- 300, Minolta Camera Co. Ltd., de Osaka, Japdn) previamente calibrado con un plato
blanco suministrado por el fabricante (Troy and Kerry 2010); el colorimetro posee un area
de mediciébn de 8 mm de didmetro y se utilizd para las mediciones como iluminante
estandar D65 y como observador estandar 10°, las mediciones fueron iniciadas después
de una floracion de aproximadamente 30 minutos tomando nueve puntos al azar en cada
uno de los filetes evitando las vetas y el acumulé de grasa, para un total de 27
mediciones para cada pardmetro (L*, a* b*), por medio de operaciones matematicas se
obtendran los valores de los componentes del color C* (croma) C* = (a* 2+b* 2)1/2 que
se refiere a la intensidad del color y hab (Tono) hab = cotan (b*/a*) que es el término
usado para clasificar los colores.
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3.4 Evaluacién genotipica

3.4.1 Extraccion de ADN

Se recolectaron 10ml de muestra de sangre por puncién de la vena yugular en tubos con
4% de EDTA antes del sacrificio de los novillos. Los tubos fueron homogenizados por
inversion, rotulados para su identificacion y refrigerados con hielo durante su traslado
hasta el laboratorio de Citogenética y Biologia Molecular Animal de la Universidad
Nacional de Colombia sede Bogot4, en donde se realizé la extraccion de ADN.

El ADN gendmico fue extraido a partir de sangre completa, mediante el uso del protocolo
descrito por Sambrook, 1989, para lo cual se agregé a las muestras de sangre un buffer
de lisis TLOE10 (Tris y EDTA) para eliminar los glébulos rojos, luego se adicion6 otro
buffer de lisis méas diluidos T10E1 para eliminar residuos de hemoglobina y remanentes
células rojas hasta obtener un pellet blanco. Al pellet se le incorporo buffer de lisis de
Salting out, y buffer de lisis de proteinasa K, se realizaron lavados con fenol cloroformo
isoamil en una proporcion de 25:24:1 con el fin de liberar el ADN de las células blancas.
Después de los lavados con fenol cloroformo se precipito el ADN con cloruro de sodio
3M, 2.5 volumenes de etanol absoluto frio y llevado a -20°C por una hora. Posteriormente
el DNA se lavé en etanol frio al 70% y se resuspendio en solucién tampén T10E1.

La cuantificacion de la concentracién del ADN se realizé mediante espectrofotometria
utilizando el rango de luz UV. Debido a los anillos presentes en las bases nitrogenadas
del ADN, esta molécula posee una absorbancia maxima a 260 nm. Para determinar
pureza, se utilizé la raz6n de ADN/proteinas. La abundancia de proteinas residuales en el
extracto se determin6é midiendo absorbancia a 280 nm. La visualizacion fue realizada en
geles de agarosa al 0.8%, tenidos con SYRBgreen® (Invitrogen™, USA). La
concentracion final de trabajo utilizada fue de 10 ng/ul de ADN en buffer TI0E1. EI ADN
se rotulo con el nimero de identificacion de cada individuo, se depositaron en cajas
plasticas marcadas con el nombre del proyecto y la fecha de extraccion. Finalmente se
almacenaron a -4°C los ADN diluidos y -20°C los ADN concentrados (Sambrook et al.
1989).

3.4.2 Marcadores moleculares

Para la amplificacion de los marcadores de CAPN1, CAST y PRKAG3 se utilizaron los
iniciadores descritos por (Page et al. 2002; Casas et al. 2005; White et al. 2005; Yu et al.
2005)

Fueron disefiados varios juegos de primers para amplificar los segmentos seleccionados
a partir de la informacion almacenada en la base de datos del GenBanK: MB (Gene ID:
280695), PRKAGS3 (Gene ID: 511961) y RYR1 (Gene ID: 100139857) empleando el
software libre PRIMER3 (http://primer3.wi.mit.edu/), los marcadores fueron nombrados
con la abreviatura de cada gen, mas el nimero de la posicién en el Gene ID donde
aparece el cambio nucledtido. (Tabla 3).



http://primer3.wi.mit.edu/
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Para el estudio del gen Mioglobina la estrategia utilizada se fundamenté en la revision de
la base de datos del GenBank: MB (Gene ID: 280695) donde se identificaron tan sélo 25
SNPs sin ningun tipo de asociacion. Inicialmente se disefiaron dos juegos de cebadores
para cada uno de los 3 exones con el fin de encontrar SNPs que se trascriban, otros 5
pares de cebadores mas fueron disefiados para polimorfismos que se encuentran en
zonas intronicas muy cercanas a los exones, para un total de 11 disefios, de los cuales 6
fueron marcadores no informativos y 5 polimérficos. Estos fueron nombrados con la
abreviatura MB (mioglobina), mas el niumero de la posicién en el Gene ID: 280695 donde
aparece el cambio nucledtido.

Tabla 3. Secuencia de los iniciadores utilizados en el andlisis de los segmentos de los
genes CAPN1, CAST, MB, PRKAG3y RYR1

. e e o . 0
Marcador Primer inicio y Prlmer reverso Posicion Gene ID Tamaiio . T d?
(5a 3’) Anillamiento

CAPN 530 gagcccaacaaggaaget Ex6n 13 — intrén 14 281661 568 pb 57.3
aatacagcccaatgatgagg

CAPN 316 gggccagatggtgaacctea Ex6n 8 — exén 10 281661 736 pb 60.0
ttgcggaacctctggcetctt

CAPN 4751 aagggacagatgtggacagg Intrén 17 281661 550 pb 60.0
gaggggtgttctctgagtgc

CAPN 5331 gggccgaggagataccgtgaa Exén 1 —intrén 1 281661 215 pb 61.0
gcttcccgggtggeaactg
tctctggtttctgagggtgg ,

CAPN 4753 Intrén 21 281661 224 pb 61.0
ggctgactgc tctctatgee

CAST 1 agcagccaccatcagagaaa EX6Nn 6 —ex6n 7 281039 1552 pb 60.0
tcagctggttcggeagat

CAST 2959 aatatatgcgcttcctgglctgtocag Region 3'UTR 281039 269 pb 60.0
aatatattctccccacagtgectgtaa

CAST 2870 aatttttaaaaatigecticagttgggag oo oisn 3yTR 281039 400 pb 60.0
aagaaacatcaaacacagtccacaa

CAST 282 agtaaagccaaaggaacacac EX6n 5 — exén 6 281039 432 pb 53.0
gtgttttcagccaaaaagect

MB1041 tittittcicttcticagactgc Ex6n 1 —intrén 1 280695 300 pb 58.0
tcagaggttggaatcaggaaa

MB11754 Tecttc tgagtgtgtectitg Ex6n 3 — regién 3"UTR 280695 678 pb 56.0
tctcgtgggagtcgactttt

MB11756 tgctictgagtgtgtactitg Ex6n 3 — regién 3"UTR 280695 678 pb 56.0
tctcgtgggagtcgactttt

MB11759 tgctictgagtgtgtactiig Ex6n 3 — regién 3"UTR 280695 678 pb 56.0
tctcgtgggagtcgactttt

MB11760 tgcttctgagtgtgtgctiig Ex6n 3 — regién 3"UTR 280695 678 pb 56.0
tctcgtgggagtcgactttt
tgcttct tgtgtgcttt , ., .

MB11763 gctictgagietsiectiis Ex6n 3 — regién 3°UTR 280695 678 pb 56.0
Tctcgtgggagtcgactttt

MB11764 tcttcigagtgtgtpcttig Ex6n 3 — regién 3"UTR 280695 678 pb 56.0

tctcgtgggagtcgactttt
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MB11059

MB11062

MB11069

MB5870

MB11732

PRKAG32925

PRKAG32961

PRKAG33047

PRKAG33078

PRKAG31526

PRKAG32745

PRKAG32180

PRKAG35898

PRKAG33068

RYR11195

RYR21643

RYR113638

RYR126680

RYR127871

RYR27970

RYR27982

RYR28046

RYR28068

RYR120298

cgctcagaagtgtgectgat
tttagaggttggtaggaattggg
cgctcagaagtgtgcectgat
tttagaggttggtaggaattggg
cgctcagaagtgtgcectgat
tttagaggttggtaggaattggg
tccectgcatggactacatt
gggctaaaggattigtggag

ggggagtgacacctggttta
acacccgtccatggaaaagt

gcacctctatgggacagcaagaagc
cagcccctttgcaggacccttt
gcacctctatgggacagcaagaagc
Cagcccctttgcaggacccttt
gcacctctatgggacagcaagaagc
cagcccctttgcaggacccttt
gcacctctatgggacagcaagaagc
cagcccctttgcaggacccttt
aaggagacagcacttcatgg
tctcttccaccaggecgagcetceate
tcectgtggctcagatcaagaaggec
cctgceccagagceccagecccagaa
acttcatgcaggagcacacc
gctctgcttettgetgteec
cgcecectcactgagectctgtgga
ccgagggcegtcgatgecageagggc
gcacctctatgggacagcaa
ggagagatggagaccagagg
aggagaaactggatacggctcccaa
cctttttcttgagcacaccaagtc

gccacgectggtcacttaccctggg
agccgagaagctgacaacagggaag
acagatggagagggatggte
gccggeagtactgtagatca
gaggggaggctagggacag
accactccagctctcgatca
agtagtggaggcgaggstct
cttggtggcctcatccag
ctaccgcctgctggatgag
ttcaggctcagggacagagt
ctaccgcctgcetggatgag
ttcaggctcagggacagagt
ctaccgcctgcetggatgag
ttcaggctcagggacagagt
ctaccgcctgctggatgag
ttcaggctcagggacagagt
aggtgctggatgtgctatgttccct
ctggtgacatagttgatgaggtt

Intrén 2 —exén 3
Intrén 2 —exdn 3
Intrén 2 —exén 3
Intrén 1

Region 3’'UTR

Ex6n 5 intrén 7

Exén 5 intrén 7

Exén 5 intrén 7

Ex6n 5 intrén 7

Exon 3-intrén 3-exén 4
Exén 5

Ex6n 4-Intron 4_Exon5
Exdn 13

Exon 5-6-7-y 8

Exon 11

Exdn 19

Intrén 11-ex6n12
Ex6n 23

Exdn 24

Exén 24 -intrén 24
Exdén 24 -intrén 24
Exdn 24 -intrén 24
Exén 24 -intrén 24

Exén 17

280695

280695

280695

280695

280695

511961

511961

511961

511961

511961

511961

511961

511961

511961

100139857

100139857

100139857

100139857

100139857

100139857

100139857

100139857

100139857

100139857

579 pb
579 pb
579 pb
214 pb
234 pb
502 pb
502 pb
502 pb
502 pb
712 pb
160 pb
1018 pb
150 pb
714 pb

172 pb

187 pb
248 pb
245 pb
274 pb
247 pb
247 pb
247 pb
247 pb

137pb

56.0

56.0

56.0

57.0

56.0

56.9

56.9

56.9

56.9

62.4

66.9

61.0

66.9

60.5

56.9

66.9

55.9

61.5

61.5

56.0

56.0

56.0

56.0

58,1
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3.4.3 Amplificacion y genotipificacién de los
individuos

Las amplificaciones se realizaron por PCR convencional para todos los marcadores con
un volumen final de 12.5 L. Las reacciones consistieron en, MgCI? a una concentracion
final de 2.5 mM, 1.25mM de concentracion para cada uno de los dNTPs (dATP, dGTP,
dCTP y dTTP), mezclados con Buffer 1x mas 0.3 unidades de ADN polimerasa Tth
(Thermus thermophilus) y 0.2 mM de cada cebador (forward y reverse), agua MiliQ 3,43
ul asi como 30 ng de ADN gendmico bovino.

Para la amplificacion de las regiones especificas de los genes se empled un
termociclador MULTIGENE (Labnet, Inc., USA) utilizando las siguientes condiciones:
iniciacion a 95°C durante 5 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacién por 30 segundos a
95°C, anillamiento a la temperatura correspondiente a cada marcador (Tabla 4) por 60
segundos, extensién por 90 segundos a 72°C y un paso de extension final de 72°C
durante 10 minutos. Los productos de amplificacién fueron evaluados en geles de
agarosa al 1.5 % tefiidos con SYRB-GREEN (Invitrogen, USA).

Para la identificacion de alelos y genotipos de los genes CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 y
RYR1 se emplearon dos técnicas diferentes, la técnica SSCP (Sheffield et al. 1993) y la
técnica de PCR-RFLP (Cafién 2006). Para la visualizacion de los polimorfismos mediante
el uso de la técnica SSCP se utilizaron geles de poliacrilamida en concentraciones
variadas, tefiidos con nitrato de plata (Taylor 1997) y para la técnica de PCR-RFLP los
productos de PCR digeridos fuero separados por electroforesis en geles de agarosa al
2% tefiidos con SYBR Green, visualizados bajo luz ultravioleta y en geles de
poliacrilamida 29:1 10X. Las condiciones especificas utilizadas para cada uno de los
marcadores se presentan en las tablas 4y 5.

Tabla 4: Condiciones de electroforesis para los marcadores corridos con la técnica
SSCP

Tiempo
(horas)
MB10O41 89:1 10x 5206 o 25

Marcador Poliacrilamida Glicerol WwWWatios

MBl1l1754 59:1 6x o 17 30
MB11756 59:1 6x o 17 30
MB11759 59:1 6x o 17 30
MB11760 59:1 6x o 17 30
MB11763 59:1 6x o 17 30
MBll1764 59:1 6x o 17 30
MB11059 59:1 10 X o 15 30
MBl1l10O62 59:1 10 X o 15 30
MB11069 59:1 10 X o 15 30
MB5870 59:1 10X o 10.30 24a
MB11732 59:1 10X o 9.30 25
PRKAG32925 59:1 6X o 14a 30
PRKAG32961 59:1 6X o 14a 30
PRKAG33047 59:1 6X o 1a 30
PRKAG33078 59:1 6X o 1a 30
PRKAG32745 59:1 6X 526 e 25
PRKAG35898 59:1 6X o S 20
RYR11195 59:1 10X o 10 25
RYR21643 59:1 6X 526 7 25
RYR27970 59:1 6X o [S3 20
RYR27982 59:1 6X o [S3 20
RYR28046 59:1 6X o [S3 20
RYR28068 59:1 6X o [S3 20
RYR1L20298 59:1 10X o 10 25
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Tabla 5: Protocolo de digestion de los productos de PCR para los marcadores
corridos con latécnica RFLP

Marcador Buffer 10X/ul Enzima/ pl Amplicon - Agua/ temperatura Tiempo Electoforesis
ul pl (horas)
CAPN 530 BUFFERR /2,0 Avall /0,3 8,0 6,0 37°C 5 Agarosa 2%
CAPN 316 BUFFER R /2,0 Btgl/0,3 11,0 7,0 37°C 5 Agarosa 2%
: Poliacrilamid
0
CAPN 4751 NeBuffer 4/2,0 Bsajl /0,3 11,0 7,0 60°C 2291 10X
Poliacrilamid
0
CAPN 5331 Green/2.0ySAM/0,4 Bpll /0,3 11,0 7,0 37°C 2291 10X
CAST1 Tango /2,0 Xmnl/0,3 11,0 7,0 37°C Agarosa 2%
CAST 2959 Tango /2,0 Ddel/0,3 11,0 7,0 37°C Agarosa 2%
CAST 2870 Tango /2,0 Tsp5091/0,3 11,0 7,0 37°C Agarosa 2%
CAST 282 NeBuffer 4/ 2,0 Rsal/0,3 11,0 7,0 37°C Agarosa 2%
. Poliacrilamid
0
PRKAG31526 NeBuffer 3/2,0 Acil /0,3 11,0 7,0 37°C 2291 10X
PRKAG32180 NeBuffer 4/ 2,0 Rsal/0,3 11,0 7,0 37°C Agarosa 2%
PRKAG33068 Buffer EcoRI/2,0 EcoRI/1,0 11,0 7,0 37°C Agarosa 2%
Poliacrilamid
0,
RYR113638 Buffer4/ 2,0yBSA/0.4 Hpy991/0,3 10,0 7,0 37°C 2291 10X
Poliacrilamid
H 0,
RYR126680 NeBuffer 3/ 2,0 Acil /0,3 11,0 7,0 37°C 2291 10X
Poliacrilamid
0
RYR127871 NeBuffer 4/ 2,0 Hpy1881/0,3 11,0 7,0 37°C a29:1 10X
RYR1-24 NeBuffer 4/2,0 Hpyl881/03 110 7,0 37°C Poliacrilamid

a29:1 10X
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Los genotipos obtenidos para cada marcador fueron registrados en una base de datos
después de ser confirmados por dos observadores mas, asignando un nimero a cada
patrén visualizado.

Una vez genotipificada la totalidad de los marcadores para toda la poblacién, se
escogieron al azar tres muestras de cada genotipo (homocigotos y heterocigotos) para
cada marcador y fueron enviadas a un servicio externo de secuenciacion. El analisis de
las secuencias se llevé acabo empleando los programas libres en la web:
http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cqi, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ vy
Chromas 2.4.

3.5 Andlisis estadistico

3.5.1 Estadistica descriptiva

Se realizé el andlisis descriptivo (promedios ajustados por minimos cuadrados) mediante
el procedimiento LSMEANS del GLM del programa S.A.S para cada una de las variables
obtenidas para el color de la carne teniendo en cuenta, tipo de musculo, periodo de
maduracién y el cruce (Sas 1999).

3.5.2 Estimacién de frecuencias alélicas y genotipicas

Las frecuencias alélicas para los marcadores de los genes CAPN1, CAST, MB, PRKAG3
y RYRL1 se calcularon aplicando las ecuaciones de Falconer y Mackay (2001) mediante
el uso Microsoft office Excel y el programa de andlisis genético GenAlEx (Falconer et al.
1996; Peakall and Smouse 2001).

3.5.3 Determinacién del efecto del tiempo de
maduracion sobre el color de la carne

Se utiliz6 un modelo estadistico de medidas repetidas en el tiempo los datos fueron
analizados con el procedimiento GLM de SAS (Statistical Analysis System) (Bianchi et al.
2006a).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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Y ijk= p+ GCi+Rj+TM+R*TMy+e+Ee

Donde:
Y ij: observaciones de color (L*, a*, b*, C* y hab)
p:Efecto Media Poblacional

GC;: Efecto del grupo contemporaneo (se agrupo por animales de una misma finca y un
mismo grupo de sacrificio para un total de 8 grupos contemporaneo)

R;: Efecto del cruce (9 cruces)

TMy: Efecto del tiempo de maduracion (7, 14 y 21 dias postmortem)
R*TMy: Efecto del interaccion del grupo racial *tiempo de maduracion
e: Error de muestreo

Ee: Error experimental

El modelo se aplicé por separado para los dos musculos. Asi mismo se realiz6 un test de
Tukey, con el objetivo de conocer las diferencias entre medias para los parametros en los
que se habia obtenido resultados significativos.

3.5.4 Asociacion de polimorfismos de nucleotido
simple con las caracteristicas fenotipicas del color de la
carne

El modelo estadistico que fue utilizado para establecer la asociacion entre los
polimorfismos genéticos de los genes CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 y RYR1 y la
caracteristica color de la carne es un modelo de medidas repetidas en el tiempo para la
asociacion genotipo-fenotipo y las interacciones sobre las diferentes variables (Xin et al.
2011) Los datos fueron analizados con el procedimiento GLM de SAS (Statistical
Analysis System).

Y= u +GC+G+GR+TM+G*TM+G*GR+GR*TM+G*TM*GR+e+Ee

Dénde:

Y = Valor promedio de la medicién de cada variable de color (L, a, b, C, Hab)

H: Efecto Media Poblacional

GC: Efecto del grupo contemporaneo

G: Efecto del genotipo tomando para cada marcador evaluado (11,12, 22)

GR: Efecto del grupo Racial (se formaron dos grupos raciales el cebl y el cebl cruzado
con Tauros)

TM: Efecto del tiempo de maduracion (7, 14 y 21 dias postmortem)

G*TM: Efecto del interaccién del genotipo *tiempo de maduracion

G*GR: Efecto del interaccion del genotipo *Grupo racial

GR*TM: Efecto del interaccion del grupo racial *tiempo de maduracion
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G*TM*GR: Efecto del interaccién del genotipo *tiempo de maduracién*grupo Racial
e: Error de muestreo
Ee: Error experimental

El modelo se aplicoé por separado para los dos musculos. Se realiz6 una prueba de
Tukey para comparacion de medias.
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4. Resultados y discusion

4.1 Analisis de fenotipo

En la tabla 6 se presentan los valores para cada parametro colorimétrico segun los
factores analizados en los musculos LD y ST, la edad no present6 un efecto significativo
sobre los parametros de color en ninguno de los musculos.

Tabla 6: Valores de los pardmetros colorimétricos para el cruce, tiempo de
maduracion y la interacciéon raza*maduracion en los musculos LDy ST

LD ST
Parametro de
color Cruce maduraciéon cruce*maduracién Cruce maduracién cruce*maduracion
Claridad (L*) *rk *x ns * *x ns
Rojo (a*) ns ns ns *x *x ns
Amarillo (b*) * * ns ns ns ns
Croma (C*) ns ns ns * * ns
Tono (hab) ok ok ns ** *x ns

**% p<0,0001; **; p<0,01 * p<0,05 ns; no significativo

e Efecto del periodo de maduracién (7, 14 y 21 dias post- mortem) sobre el
color dela carne en los musculos Longissimus dorsi y Semitendinosus

En las tablas 7 y 8 se presentan los valores promedios obtenidos para color y los
resultados de las pruebas de comparacion maltiple para los musculos LD y ST sometidos
a7, 14y 21 dias de maduracion.

Para el musculo LD el valor promedio de claridad (L*) medido a los 7 dias postmortem
presenté diferencias significativas con respecto a los valores promedios obtenidos en el
dia 14 y 21 postmortem ( test de Tukey, p<0,05 y p<0,01 respectivamente). El valor de L*
fue aumentando a través del tiempo partiendo de 38,15 + 2,8 hasta llegar al dia 21
postmortem con un valor final de 39,93 + 2,8, al comparar los valores promedios de L*
del dia 14 y 21 postmortem no se encontraron diferencias significativas lo que indicaria
qgue a partir del dia 14 de maduracion se observa una estabilidad de la claridad de la
carne. Estos resultados coinciden con los reportados por Onega et. al (2001) y Franco et.
al (2009) quienes evaluaron L* durante varios dias de maduracion encontrando que a
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partir del dia 7 de maduracion los valores de claridad empiezan a aumentar
significativamente (Onega et al. 2001; Franco et al. 2009; Manea and Manea 2010). Este
aumento significativo de L* con el tiempo de maduracién también fue encontrado por
Goenaga (2010) al trabajar con terneros de raza espafiola (Rubia Gallega y cruces con
Holstein) y lo atribuye posiblemente a una desintegracion del disco Z del musculo,
permitiendo que la luz se difunda en mayor cantidad, haciéndola mas clara (Dosi et al.
2006; Suman et al. 2006; Goenaga Uceda 2010).

Respecto a la claridad en el masculo ST, el dia 7 inicio con un valor promedio de 47,05 +
4,2 y éste fue aumentando un poco para el dia 14 postmortem 47,16 + 4,1, mostrando
un comportamiento similar al dia 7. El dia 21 postmortem se observé un descenso
significativo (p<0,05) en el valor promedio de la claridad (L*) a medida que el tiempo de
almacenamiento fue mas prolongado. Las diferencias en L* para los dos musculos son
evidentes dadas a la conformacion de fibras musculares de cada uno. Franco et al (2008)
encontraron mayores valores de claridad en el ST y asoci6 este evento con
concentraciones menores de hierro heminico y de grasa intramuscular en el misculo ST
(Franco et al. 2008). Lorenzo et al, (2013) observaron valores de L* significativamente
altos (p<0,01) en el muasculo ST con una tendencia a incrementarse a medida que
trascurre el tiempo de almacenamiento (Lorenzo et al. 2013). El aumento en L * con la
maduracion se debe a modificaciones de las estructuras de las proteinas que dan una
mayor dispersién de la luz y por lo tanto, un aumento de la claridad (L *) (MacDougall
1982). Este incremento se observo en el presente trabajo donde L* a los 14 dias ya
presentaba diferencias significativas con respeto a los 7 dias de maduracion tanto para el
musculo LD como para el ST, indicando probablemente que 14 dias postmortem es un
tiempo suficientemente largo para que los cambios en la estructura de la proteina se
presenten y cause un aumento en la dispersién de la luz.

El indice de a* en el masculo LD no se vio afectado durante los tres periodos de
maduracién, su comportamiento fue constante, caso contrario se evidencio en el musculo
ST donde la coordenada a* aumentd de manera significativa (p<0,05) , este aumento de
a* durante la maduracion, puede estar relacionado con la pérdida de la actividad
respiratoria de las mitocondrias, permitiendo que exista una gran disponibilidad de
oxigeno en la superficie de la carne, generando una mayor formacion de OMb
exponiendo el color rojo cereza tan deseado por el consumidor (Kannan et al. 2001;
Franco et al. 2009). Estos resultados coinciden con los reportados por Franco et al (2009)
donde encontraron que el musculo ST mantuvo valores superiores de a* mientras que LD
conservo valores intermedios no diferenciables entre los periodos de almacenamiento
(Franco et al. 2009). Un efecto significativo de la maduracion sobre a* fue encontrado por
Beriain et al, (2009) para el musculo LD y McKenna et al. , (2005) observan que no hay
cambios en los valores de a* sobre el musculo ST, lo cual no coincide con los resultados
del trabajo donde éstos musculos presentaron un comportamiento contrario durante el
desarrollo de la maduraciéon (Beriain et al. 2009).

El indice de amarillo (b*) en el musculo LD evaluado al dia 7 postmortem arrojé un valor
de 9,66 + 2,6 alos 21 dias postmortem de b* aumenté significativamente hasta llegar a
10,32+ 2,1. El aumento de éste indice posiblemente es causado por la oxidacion de la
grasa en el proceso de conversion del musculo a carne o también puede ser originado
por la alimentacion a la cual esta expuesto el animal, ya que los animales bajo pastoreo



48

presentan en la carne gran cantidad de B-carotenos, mostrando carnes mas amarillas
(Kerth et al. 2007). Esto sugiere que los pastos donde se alimentaron estos animales
tienen en su composicidon un porcentaje de este pigmento. Para el muisculo ST no se
presentaron diferencias entre los 7, 14 y 21 dias postmortem, este comportamiento
estable de b* durante la maduracion también fue reportado por McKenna et al. , (2005)
para el musculo ST de bovinos. En contraste Beriain et al. , (2009) reportaron un
aumento de b* entre 24 horas y 14 dias de maduracion tanto en LD como de ST.

El indice de saturacién o croma (C*), se mantuvo constante durante los tres periodos de
maduracién en el musculos LD. Se observa un comportamiento ascendente de C*
durante el desarrollo de la maduracion del masculo ST, los resultados entre la prueba de
comparacion de las medias son significativos (p<0,05) para el dia 7 y 21 post- mortem. El
Croma en las carnes esta asociado normalmente al comportamiento del indice rojo-
verde (a*) o del indice amarillo-azul (b*); C* se considera a* o b* dependiente, es decir,
gue su evolucion dependerd de los factores que condicionan el comportamiento de
dichos indices (Perez-Alvarez et al. 1997; Pérez-Juan et al. 2011).

Finalmente, el Matiz o Tono (hab) tanto en el muasculo LD como en el ST fue
incrementandose a medida que trascurria el tiempo de maduracion, las diferencias
significativas en las comparaciones multiples se presentaron entre el dia 7 y los dias 14 y
21 postmortem (p<0,05). Entre el dia 14 y 21 no se encontraron diferencias. A pesar del
aumento, particularmente a medida que avanzé el tiempo de maduracién, el tono
permanecié dentro de los valores de los rojos. El tono (hab) estd directamente
relacionado con la concentracién de Mb. Cuando la concentracién del hemopigmento
disminuye produce un aumento de los valores de hab indicando que el color puede
cambiar a los naranja-rojizo (Pérez-Alvarez et al. 1999). Franco et. al. (2009) describieron
gue el hab aumenta considerablemente conforme avanza el tiempo de almacenamiento.
Beriain et al., (2009) reportaron que no hay efecto de la maduracion sobre hab.

Con el desarrollo del tiempo de maduracion se observd que la carne tiende a tornarse
méas marron, aumentado b* y Angulo de tono (decoloracion de carne) esto debido a la
oxidacién de la Mb. (Luciano et al., 2009, Safiudo., 2004). Los valores de a* y C* fueron
constantes en el LD, posiblemente fue debido a una pérdida en la actividad respiratoria
de las mitocondrias, genera que exista una disponibilidad de oxigeno en la superficie de
la carne.

Las correlaciones permitieron medir el grado de covariacion de la variable pH con las
variables de color a través del tiempo de maduracion, encontrando una relacion inversa
estadisticamente significativa tanto para el musculo LD como para el ST, a excepcién de
b* y hab que no presentaron significancia para el dia 7 postmortem ni hab en el dia 14
postmortem en el musculo ST (tabla 9).

El hab es el pardmetro que presento una correlacion mas alta en el musculo LD con el
pH a los 7 dias de maduracion, con un coeficiente de correlacion intermedio de r=-0,676
(p<0,05); a medida que trascurri6 el tiempo de maduracion esta correlacion fue
disminuyendo. El L* también mostro coeficientes de correlacion intermedio elevados y
altamente significativos (p<0,001) los cuales fueron ascendiendo a través del desarrollo
del tiempo de maduracién 7, 14 y 21 dias postmortem (r=-0,399, r=-0,555 y r=-0,589;
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respectivamente). Para el resto de variables las correlaciones fueron débiles, pero con un
comportamiento ascendente en el dia 14 postmortem. Por otro lado, el masculo ST
present6 correlaciones débiles pero estadisticamente significativas, estas partian desde
r= 0,042 (p<0,05) para L* hasta la mas elevada que fue de r=0,315 (p<0.001), indicando
que la variabilidad del pH y los valores L*a*b* C* y hab fueron mas pequefias
comparadas con el musculo LD. Estos resultados concuerdan con los hallazgos
obtenidos por Zhu et al.,, (2001) y Page al (2001) quienes identificaron que los
pardmetros de color también se correlacionaron negativamente a pH muscular,
evidenciando que a medida que aumenta el pH del muasculo, los valores de color
disminuyen. Sin embargo ellos presentaron valores de a* y b* altamente correlacionados
con el pH muscular que los valores de L*, indicando que el pH muscular también altera el
tono y el croma mas que la claridad u oscuridad de la carne (Page et al. 2001; Zhu et al.
2001). Con base a estas observaciones y de acuerdo a los valores colorimétricos
obtenidos, un mayor pH muscular se asocia con carnes mas verdes, azules y con menos
claridad y saturacién (carne al parecer mas puarpura), mientras que un pH muscular
menor se asocia con carnes mas rojas, amarillas, claras y saturadas (carnes mas
naranja), estos resultados demostraron que el pH bajo es un factor principal en la pérdida
de la integridad estructural y la funcionalidad mitocondrial, a esto se le suma el aumento
en el cambio de color, mas evidente a través del tiempo de almacenamiento postmortem
a medida que el pH varia (Kannan et al. 2001; Hargreaves et al. 2004a; Tang et al.
2005b). Se identificé que 14 dias postmortem son suficientes para que los cambios en la
estructura de las proteinas se presenten, y cause un aumento en la dispersién de la luz,
tornando la carne mas clara.

Estos resultados estan de acuerdo con varios autores que afirman que el tiempo de
maduracién afecta todos los parametros instrumentales de color (L*, a*, b* C* y hab) en
varios musculos bovinos (Rébak et al. ; Insausti et al. 1999b; Bekhit et al. 2001; Beriain et
al. 2009; Suman et al. 2009). Asi mismo se encontrd que existe una correlacion entre el
pH vy las variables de color lo que significa que ambas variables comparten informacién y
por lo tanto comparten variabilidad. Los resultados demuestran que el tiempo de
maduracion, presenta un efecto significativo sobre los parametros de color de la carne de
los masculos LD y ST en la poblacién analizada.

Por lo tanto si hablamos de incremento de calidad es importante considerar la
maduracién como herramienta potencial que ayudara a lograr un incremento en la
produccion de carne con caracteristicas diferenciadas y mayor capacidad competitiva a
un buen precio.
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Tabla 7: Valores promedios para las variables colorimétricas (L*,a*,b* C* y hab*) por
cruce y maduracion en el musculo LD

LD

Cruce Claridad (L*) Rojo (a*) Amarillo (b*) Croma (C*) Tono (hab)

Promedio SE Promedio SE Promedio SE Promedio SE Promedio SE
BON 38,11 a 2,1 18,08 a 2,2 9,89 ab 2,7 20,94 a 2,3 28,78 a 7,3
BRAUNVIEH 39,07ab 2,3 18,94 a 2,2 10,51 ab 2,0 21,74 a 2,1 29,24 ab 5,7
BRBLANCO 39,92 ab 2,9 17,64 a 2,6 9,74 ab 2,5 20,57 a 2,7 28,85 ab 6,5
BRROJO 39,57 ab 2,8 16,52 a 2,4 9,10 a 2,4 19,31 a 2,4 28,78 ab 7,1
GUZERAT 38,68 ab 2,6 17,98 a 2,6 10,16 ab 2,0 20,96 a 2,6 29,55 ab 5,4
LIMOUSINE 39,21 ab 2,7 18,06 a 2,6 9,73 ab 2,7 20,63 a 2,9 28,41 a 6,4
NORMANDO 40,61 b 2,5 18,15 a 2,5 10,64 b 2,0 21,26 a 2,3 30,77 b 6,3
ROMOSINUANO 37,68 a 2,3 18,98 a 2,9 10,23 ab 1,9 21,74 a 2,6 28,58 a 6,1
SIMENTAL 38,69 ab 2,8 18,08 a 3,0 9,83 ab 2,3 20,60 a 3,1 28,65 a 6,1

Maduracion (Dia)

7 38,15 a 2,3 18,00 a 2,4 9,66 a 2,6 20,74 a 2,6 28,09 a 6,7
14 39,19 b 2,8 18,05 a 2,7 9,96 ab 2,3 21,81 a 2,7 29,15 b 6,4
21 39,93 b 2,7 17,08 a 2,6 10,32 b 2,1 21,03 a 2,5 29,96 b 6,0

Factores evaluados: Cruce, Maduracié y Cruce*Maduracidn (ns). Letras diferentes indican significancia (P<0.05);
comparacion dentro de Cruces y comparacion dentro de Maduraciéon.

e Efecto del cruce sobre el color de la carne en los musculos Longissimus
dorsi y Semitendinosus

Con el fin de observar el comportamiento de cada una de las 9 cruces empleadas en el
presente estudio, se realizaron analisis para cada variable colorimétrica a los musculos
evaluados. En las tablas 7 y 8 se presentan los promedios obtenidos para cada variable y
los resultados de las pruebas de comparacion mdaltiple.

Musculo LD

Para este musculo la variable color (C*) se ubic6 entre la gama de los tonos rojo vivo,
partiendo del hecho que el misculo LD presenta un metabolismo intermedio por estar
constituido por una proporcion importante de fibras musculares del tipo rojo rapidas.

Los valores de pH varian entre 5,4 hasta 5,7. Se determin6 que existe un efecto
significativo (p<0,01) del cruce sobre la claridad de la carne, en la tabla 7 se observan las
diferencias para L* en los nueve cruces, destacandose el cruce con Normando, como el
valor méas alto (40,11+ 2,5 test de Tukey, p<0,05), generando carnes con una superficie
mas clara y reflectante, en contraste los cruces con Bon y Romosinuano evidenciaron
valores mas bajos para L* (38,11+2.1, 37.68+2,3 respectivamente, test de Tukey p<0,05),
este comportamiento puede estar relacionado con la rusticidad de estas razas autdctonas
y su adaptabilidad a diferentes condiciones de alimentacién y ambiéntales (Vestergaard
et al. 2000). Panea et al.(2010), demostraron en razas autoctonas espafiolas igualmente,
valores bajos de L* (35,4 +£1,37) y mayores concentraciones de MB, catalogando estas
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razas autoctonass como productoras de carne de calidad cuando de color se habla
(Panea et al. 2010).

Estudios similares se han realizado en carne de cerdo encontrando que las variables
colorimétricas en el LD, resultan ser significativamente diferentes segln el tipo genético
evaluado (Cabrera et al. 2007).

Los indices de a* y C* presentaron un comportamiento similar a través de todos los
diferentes cruces estudiados (p>0,05). Igualmente en el masculo LD de cerdos, Cabrera
et al. , (2007) no encontraron diferencias entre los tipos genéticos para los componentes
de la apreciacion del color, a* y C* (P>0.05).

En cuanto al indice b* el cruce fue significativa (p<0,05), el menor promedio lo presento el
cruce con Braman Rojo (9,10t 2,4, p<0,05) a diferencia del cruce con Normando donde
el promedio fue ubicado mas a la derecha de la coordenada b* (10,64+ 2,0, p<0,05),
generando asi carnes con tonalidades mas amarillas que el resto de los cruces. El cruce
fue altamente significativa para el tono (hab) (p<.0001), nuevamente el valor mas alto
aparece en el cruce con Normando (30,77+ 2,5, p<0,05), indicando que este cruce
probablemente presente carnes mas claras, amarillas y no posean una tonalidad rojo
cereza comparada con los otros cruces analizados. Caso contrario sucede con los cruces
de Bon y Romosinuano, donde se identific6 un valor significativamente bajo en Hab
(p<0,05), el cual, sumado al valor obtenido en L* podria confirmar que el musculo LD de
estos cruces, posee carne menos clara y con una tonalidad roja. Igualmente con una
diferencia significativa (p<0,05) aparecen los cruces con Simental y Limousine (28,65+
6,1, 28,41+ 6,4) con valores bajos para hab.

Insausti et al (1999) reportan que existe una correlacion negativa entre en indice a* y el
hab (r=-0,60, p<0,001) donde al disminuir hab aumenta el indice a*. Detectar tonalidades
marrones cuando se posee un hab bajo, es dificil de medir instrumentalmente, por lo
tanto, se sugiere medir y discutir la baja en el tono rojo de la carne a partir de los valores
obtenidos en el indice a* (Insausti et al. 1999b). Bahrends (2004) también realizo
correlaciones con los pardmetros colorimétricos obtenidos en el musculo LD,
encontrando que el indice de a* se correlacion6 negativamente con decoloracién de la
carne (r=-0,73; p<0,0001) (Behrends 2004).

Con los valores de L*, a*, b*,C*. y hab se realiz6 un analisis de correlacion simple de
Pearson para establecer la relaciéon entre el pH y las variables de color por grupo racial
para el masculo LD. Las correlaciones simples se muestran en la tabla 10.

La mayoria de las variables colorimétricas presentaron correlaciones negativas
estadisticamente significativas (p=0,05 a p<0,001) para los nueve cruces evaluados, a
excepcion del hab que presento valores positivos pero sin significancia estadistica, esta
variable fue la menos correlacionada con el valor de pH de las 5 estudiadas.
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Se observé que el valor L* muestra una alta correlacion (r=-0,73413) con el pH en el
cruce de Simental p=(<0,001), y una correlacién baja con los cruces de Bon y Guzerat
(r=-0,395 y r= -0,340 respectivamente); el resto de grupos raciales presentaron
correlaciones medias. Los indices de a* y C* mostraron un comportamiento similar de
baja a media correlacién con el pH de la carne en los nueve cruces (a* de r=-0,215 a r=-
0,608 y C* de r=-0,263 a r=-0,652), destacandose nuevamente el cruce con Simental, el
cual presenta los valores de correlacion méas elevados, los coeficientes de correlacion
para el cruce con Braunvieh no son significativos para ambas caracteristicas. Se observa
correlacion baja del pH con b* entre r=-0,193 a r=0,492 y valores sin significancia
estadistica para los cruces de Guzerat y Normando.

Tabla 8: Valores promedios para las variables colorimétricas (L*,a*,b* C* y hab*) por
razay maduracion en el musculo ST

ST
Cruce Claridad (L*) Rojo (a*) Amarillo (b*) Croma (C*) Tono (hab)

Promedio SE Promedio SE Promedio SE Promedio SE Promedio SE
BON 4510 a 3,9 19,01 c 2,6 12,51 a 2,3 23,00b 1,4 33,6la 6,1
BRAUNVIEH 45,71 ab 2,7 18,69 abc 2,2 12,41 a 2,1 22,58 ab 1,7 33,81 ab 6,4
BRBLANCO 48,59 b 4,7 17,10 ab 2,9 12,67 a 21 2153ab 26 36,63 b 6,4
BRROJO 49,10 b 4,0 16,67 a 2,6 12,65 a 2,1 21,18 a 2,4 37,39b 6,0
GUZERAT 47,12 ab 4,3 18,26 abc 2,8 13,11 a 20 2269ab 25 3599ab 6,1
LIMOUSINE 46,82 ab 3,4 18,07 abc 2,4 12,42 a 2,1 22,06 ab 2,2 34,59 ab 59
NORMANDO 47,36 ab 2,6 18,49 abc 2,2 13,15 a 22 228ab 20 3560ab 6,1

ROMOSINUANO 44,85 a 2,0 19,86 ¢ 2,6 13,26 a 18 24,02 b 21 339ab 59

SIMENTAL 45,24 a 3,7 18,74 abc 2,7 12,25a 2,2 22,53ab 26 3340ab 6,0

Maduracion (Dia)

7 47,05b 4,2 17,97 a 2,6 12,59 a 1,9 22,14 a 2,4 33,93 a 57
14 47,16 b 4,2 18,00 ab 2,7 12,88 a 2,1 22,31 ab 2,5 35,20 b 6,5
21 45,76 a 3,3 18,99 b 2,6 12,68 a 2,3 23,04 b 2,3 35,87 b 6,4

Factores evaluados: Cruce, Maduracid y Cruce*Maduracidn (ns). Letras diferentes indican significancia (P<0.05);
comparacién dentro de Cruces y comparaciéon dentro de Maduracion.

Musculo ST

Teniendo en cuenta que el masculo ST, posee un metabolismo anaerobio, compuesto
por fibras blancas rapidas, la coloracién de la carne es mas clara y mas estable debido a
Su escasa actividad respiratoria. Los valores de pH oscilaron entre 5,5 y 5,8. La tabla -8
presenta los valores promedio de los parametros de color en el masculo ST para los
distintos cruces analizados. Vaz et al. , (2001) comenta que diferencias en la coloracion
de la carne entre razas, no se debe a la concentracién de mioglobina en el masculo, sino
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a una mayor susceptibilidad al estrés pre-sacrificio de los animales, afectando la
deposiciéon de glucdégeno del masculo y posteriormente una caida del pH de la carne (Vaz
et al. 2001).

Los valores de claridad (L*) mostraron alta significancia (p<0,01) dentro de los cruces
evaluados, donde los cruces con Bon, Romosinuano y Simental obtuvieron los valores
mas bajos (45,10+2,7, 44,85+2,0 y 45,24+3,7 respectivamente), en contraste los cruces
Brahman blanco y Brahman rojo que alcanzaron los mayores indices de L*,
diferenciandose significativamente (p<0,05) de los demas cruces.

El comportamiento del indice a* para los cruces evaluados present6d diferencias
significativas (p<0,01) identificando en el cruce Brahman rojo las carnes menos rojas
(16,67£2,6), en comparacion con los cruces de Bon y Romosinuano quienes presentaron
valores superiores. El indice de b* no presentd un comportamiento diferencial entre los
cruces (P>0,05). Page et al (2011) afirman que el indice de rojos (a*) es mas funcional
que el indice de amarillos cuando se habla de estabilidad del color (formacién de MMb en
la superficie) esto teniendo en cuenta que a* determina la variacion entre verde y rojo y la
formacion de MMb provoca variaciones entre esta gama de colores. Por lo tanto el
descenso en a* se relaciona con un aumento en la oxidacién de la mioglobina (Page et
al. 2001; Suman et al. 2009).

Los valores del C* mostraron tres cruces con diferencias significativas (p<0,05), el cruce
Brahman rojo muestra una carne con una saturacion menor (21,18+2,4), a diferencia de
los cruces de Bon y Romosinuano (23,00+1,4, 24,02+2,1 respectivamente), donde el
valor de C* fue més elevado. Estos mismos tres cruces presentaron un comportamiento
similar para el indice de a*, lo que probablemente indicaria una posible correlaciéon entre
estas dos variables, teniendo en cuenta que para obtener los valores de C* la férmula
requiere los datos generados de a*. EI C* ha sido descrito como un buen indicador de
cambios de color, porque desciende a medida que aparece el color amarronado
(MacDougall 1982; Alaa et al. 2003). Para este parametro, el midsculo ST mantuvo
valores mas elevados, con relacion al misculo LD. El descenso de C* se debe tanto al
incremento de MMb, como a la posible oxidacion de los lipidos (Behrends 2004) .

El tono hab, presenté un comportamiento inverso al indice a* tal como lo expuso Insausti
et al. (1999) en donde el cruce de Bon presentd un valor bajo para hab (p<0,05) y los
cruces Brahman blanco y rojo obtuvieron los valores mas elevados para ésta variable
colorimétrica. .Indicando que estés ultimos (brahman blanco y rojo) tuvieron mayor
decoloracion

Las correlaciones de pH con las variables colorimétricas para el misculo ST se muestran
en la tabla 10. Pocas variables colorimétricas presentaron correlaciones inversas con pH,
estadisticamente significativas (p=0,05 a p<0,001) para los nueve grupos raciales
evaluados. Las correlaciones de pH con L* y con Hab* fueron débilmente positivas y
negativas, pero no significativas. El cruce con Bon presentd una correlacion negativa
débil del pH con L* b* C* y Hab (r=-0,1180; r=-0,255; r=-0,163; r=-0,193;
respectivamente) pero estadisticamente significativas (p<0,01; p<0,05). Los cruces de
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Brahman blanco, Brahman rojo y Limousine mostraron correlaciones bajas negativas
significativas.

Finalmente en el cruce con Guzerat se observaron dos correlaciones negativas del pH
con a*y C*y una correlacion positiva débil con hab (r=-0,245; r=-0,196 y r=0,210). Estos
resultados indican que el pH del musculo ST en algunos grupos raciales no varia de
manera simultanea con las variables colorimetrias medidas.

Tabla 9: Correlaciones entre las variables colorimétricas y el pH segun el tiempo de

maduracion en el musculo LDy ST

LD ST
7 14 21 7 14 21
L* -0,399 *** -0,555 *** -(0,589 *** -0,130 ** -0,042 * -0,181 **x*
a* -0,351 *** -0,400 *** -0,364 *** -0,125 ** —-0,171 ** -0,178 ***
b* -0,091 *** -0,461 *** -0,417 *** -0,030 ns -0,131 ** -0,304 ***
c* -0,318 *** -0,536 *** -0,504 *** -0,128 * —-0,221 *** -0,315 **x*
hab -0,676 * -0,155 * -0,118 * 0,048 ns 0,014 ns -0,123

Sign,=Significacion; *** (P<0,001); ** (P<0,01); * (P<0,05); ns (no significativo)

Entre las condiciones que se disefaron al inicio del estudio fue contemplado que todos
los animales que se analizarian seguirian un régimen de alimentacion de pastoreo en un
sistema de produccion extensivo, con el fin de que el factor nutricional no presentara un
efecto que pudiera intervenir en los resultados obtenidos. Vestergaard et al. (2000)
realizaron un estudio comparando el sistema de produccion extensivo e intensivo y su
efecto sobre el color de los musculos LD y ST, encontrando que los novillos alimentados
en pastoreo tienden a producir carnes mas oscuras, ésta afirmacion coincide con los
resultados obtenidos en esta investigacion, ya que los valores de las variables
colorimetricas (L*,a*,b*,C*, y hab) son muy similares a las que reporta este autor tanto
para el musculo LD como para el ST (Vestergaard et al. 2000).

Se considera que un sistema de produccion extensiva permite que el animal se ejercite
mucho més que un animal que se mantenga en estabulacion. Dunne et al. , (2005)
reportaron que el ejercicio no afecta la claridad del masculo y por lo tanto, no genera
musculos oscuros;tampoco encontraron un efecto sobre b* y C*.Sin embargo, si ejerce
un aumento sobre el enrojecimiento de una manera dependiente del musculo analizado
(@*), por lo cual s6lo el masculo ST se hizo més rojo como resultado de ejercicio (Dunne
et al. 2005; Rodas-Gonzalez et al. 2007). Esto puede atribuirse a un aumento la
oxidacion de la MB y la disminucion de las tendencias glucoliticas en el masculo.
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Las correlaciones negativas entre los valores colorimetro y el pH del musculo se explican
debido a que el color en el tejido muscular se origina por la reflectancia de la luz, el agua
libre y la oxigenacion de la mioglobina (Andersen et al. 1999; Abril et al. 2001; Tang et al.
2005b). Un pH alto en el musculo provoca que las proteinas se unan mas fuertemente
con el agua, permitiendo que se libere menos agua a la superficie de la carne (Largo
2006). Cuando las proteinas logran unir mas agua, las fibras musculares se hinchan,
dejando menos espacio entre las fibras musculares. Por lo tanto, la carne que tiene un
pH mas alto sera de color mas oscuro, porque hay menos agua libre para reflejar la luz
(Ramirez Télles 2004; Largo 2006; Largo and La MaduraciON 2006; Anddjar et al. 2009;
Panea Doblado et al. 2011) y este pH también permite que las enzimas que utilizan
oxigeno sean mas activas, lo que resulta en una menor oxigenacién de la Mb. La
estructura de las miofibrillas son el medio fisico principal para producir dispersion de la
luz y esta asociada con el pH en la carne, pero la dispersion de la luz también esta
relacionada inversamente a la longitud del sarcémero; hasta el momento no es clara la
importancia relativa de la reflectancia en la superficie de las miofibrillas versus refraccion
a través de la profundidad de las miofibrillas (Swatland 2004). La dispersion tiende a
disminuir la longitud de la trayectoria de la luz a través de la carne y esto reduce
absorbancia selectiva por la mioglobina. Por lo tanto, el color de la carne es mas visible
cuando el pH es alto. Un pH elevado es la consecuencia de un agotamiento antemortem
de las reservas de glucégeno muscular producido principalmente por las agresiones
fisicas, psiquicas o nutricionales a las cuales esta expuesto el animal. (Beriain and Lizaso
1997; Brewer et al. 2001; Warriss et al. 2003; de Lima Junior et al. 2012)

Los resultados de la presente investigacion demostraron la influencia de los cruces sobre
el color de carne, reflejando que tanto en el masculo LD como en el ST. Los animales
Brahman puros y los del cruce con Normando presentaron carnes mas decoloradas,
claras y con menor saturacion, tanto para el musculo LD como ST (carnes menos
atractivas para el consumidor), En contraste se destacan considerablemente los cruces
realizados con razas autdctonas Colombianas que generaron carnes mas oscuras y rojas
con valores de C* mas altos y menos decoloradas en ambos musculos. Esto puede
atribuirse a la rusticidad de las razas ya que los animales criollos colombianos han sido
sometidos a un periodo amplio de adaptacién (climética, reproductiva, nutricional,
sanitaria, etc), principalmente en las areas del trépico bajo. Asi mismo poseen una
capacidad de aprovechamiento de recursos naturales pobres y de residuos de cosecha
(Vasquez 2005), a esto se le suma que de acuerdo a los resultados obtenidos el cruce de
Blanco Orejinegro y Romosinuano con CebU pueden originar carnes con una calidad
superior capaces de competir en el mercado, lo cual apoyard la conservacion y
promocién de estas razas.
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Tabla 10: Correlaciones entre las variables colorimétricas y el pH segun el cruce en el

musculo LDy ST

LD ST
Cruce L* a* b* C* hab L* a* b* C* hab
BON -0,395 ** -0,222 ** -0,193 * -0,293 ** -0,098 NS -0,180 ** -0,046 NS -0,255 ** -0,163 * -0,193 *
BRAUNVIEH -0,569 *** -0,002 NS -0,286 * -0,130 NS -0,243 * 0,074 NS -0,081 NS -0,181 NS -0,201 NS -0,097 NS
BRBLANCO -0,618 ** 0,468 ** _0,404 *¥** -0, 574 ** 0,119 * -0,057 NS -0,293 ** -0,229 ¥** _0,363 ¥** 0,047 NS
BRROJO -0,623 ** _0,435 ¥* 0,408 ** -0,574 ** _0,123 NS -0,189 NS -0,369 ** -0,283 ** -0,468 *** 0,048 NS
GUZERAT -0,341 ®* 0,318 ** 0,044 NS -0,263 ** 0,217 ** -0,016 NS -0,245 ** 0,083 NS -0,196 ** 0,210 **
LIMOUSINE -0,457 ** _0,215 * -0,492 ** 0,386 *** -0,381 ¥ (0,151 NS -0,317 ** -0,299 ** 0,432 *** _0,015 NS
NORMANDO -0,485 ** 0,234 ** _-0,136 NS -0,281 ** 0,019 NS 0,072 NS -0,026 NS -0,056 NS -0,066 NS -0,052 NS
ROMOSINUANO -0,663 *** -0,344 * -0,238 * -0,417 *** 0,053 NS 0,008 NS -0,281 * -0,002 NS -0,286 NS 0,183 NS
SIMENTAL -0,734 ** 0,608 ** -0,390 ¥* 0,652 ** 0,018 NS -0,074 NS -0,115 NS 0,034 NS -0,083 NS 0,077 NS

Sign.=Significacion; *** (P<0.001); ** (P<0.01); * (P<0.05); ns (no significativo)

4.2 Analisis de asociacion genética

Los resultados obtenidos para el andlisis de Asociacion de polimorfismos de los genes
CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 y RYRL1 en bovinos cruzados sobre los cambios de color
de la carne en los musculos Longissimus dorsi y Semitendinosus seran presentados y
discutidos para cada gen de manera independiente.

4.2.1 Gen Calpainal (CAPN1)

Existen diversas variantes alélicas del gen CAPNL1 localizado en BTA29, que han sido
asociados por tener efectos sobre la terneza de la carne y en muy poca medida sobre el
color (Van Eenennaam et al. 2007).

Para este estudio fueron seleccionados cuatro marcadores a partir de su asociacion con
caracteristicas de calidad, importancia econdmica en la produccién de carne bovina y su
posible efecto sobre el color. Estos marcadores corresponden a; CAPN530 éste se
encuentra ubicado en el exén 14 del gen CAPN1 bovino (Gene ID: 281661), presenta un
SNP donde se sustituye una Guanina (GTC: Valina) por una Adenina (ATC: Isoleucina)
en la posicion 22128 del gen (Page et al. 2002; Page et al. 2004). EI marcador CAPN316
se sita en el exdon 9 y es el resultado de una transversion Citosina por Guanina (C/G)
en la posicion 5544 del gen ocasionando un cambio en los aminoacidos de una Glicina
por una Alanina (Page et al. 2002). CAPN4751, es reportado por White et al., (2005),
indicando una transicion de Citosina por Timina en la posicién 24114 del intron 17 del
gen. Finalmente, CAPN5331 es una sustitucion en el intron 1 de una Adenina en la
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posicion 161 por una Timina (A/T) (Page et al. 2002; Casas et al. 2005; White et al. 2005;
Yu et al. 2005).

Los marcadores de Calpaina se amplificaron por PCR convencional haciendo uso de los
primers que se muestran en la tabla 3. La identificaciébn de los genotipos se realizé a
través de la diferenciacion de fragmentos por peso mediante cortes con enzimas de
restriccion, el protocolo desarrollado se presenta en la tabla 5. Los genotipos fueron
confirmados por secuenciacion. Las frecuencias alélicas y genotipicas se presentan en la
tabla 11, las cuales fueron estimadas a partir de cada genotipo en la poblacion total.

Los marcadores C530 y C316 mostraron sélo dos genotipos; (GG;GA y GG;GC
respectivamente) las variantes alélicas homocigotas AA para C530 y CC para C316
estuvieron ausentes en la poblacién. El genotipo GG de ambos marcadores evidencio
una mayor frecuencia (Tablall). En el estudio llevado a cabo por Page et al., 2002 no
se reportaron individuos AA para el marcador C530. De igual manera, resultados
reportados por Casas et al., (2005), Corva et al., (2007) y White et al., (2005)
encontraron que en ganado Brahman la variante alélica (G) para C530 como para C316
se encuentra fijada en la poblacion.

Tabla 11: Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores del gen Calpaina

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia Genotipica
C530 G 0,8 A 0,2 GG 0,6 GA 0,4 AA 0
C316 C 0,1 G 0,9 CcC 0 GC 0,1 GG 0,9
C4751 C 0,1 T 0,9 CC 0,1 TC 0,2 TT 0,7
C5331 A 0,3 T 0,7 AA 0 AT 0,5 TT 0,5

Para el marcador C4751 se encontraron frecuencias totales de 0,1 y 0,9 para los alelos
C y T respectivamente, se identificaron los tres genotipos en la poblacién, pero con una
clara fijacion del alelo T. En ganado Brahman, Smith et al., (2009) encontraron
igualmente una elevada frecuencia del alelo T (0,95). En cuanto a la frecuencia del
genotipo CC para esta poblacion fue de 0,1 esto coincide con los datos obtenidos Li et
al., (2013) quienes reportan una ausencia de este genotipo en las razas Hereford,
Limousin y Simmental .

Con relacion a C5331 la poblacion fue dividida en dos grupos; el 50% de los individuos
poseian el genotipo TT y el otro 50% el genotipo heterocigoto AT; no se identificaron
individuos con el genotipo AA. Estos resultados son contradictorios a los reportados por
Casas et al.,, (2005) quienes encontraron en C5331 una frecuencia muy baja del
genotipo TT y una notable fijacion de la variante alélica A (0.93) en la poblacion.
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De los cuatro marcadores estudiados en esta investigacion, el polimorfismo del intrén 17
(C4751) vy del intrén 1 (C5331) del gen Calpaina resultaron ser mas polimérficos como
se esperaba, por estar ubicados en una region altamente variable. Sin embargo, en la
poblacion se observo que todos los marcadores presentaron la fijjacion de uno de sus
alelos con una frecuencia superior al 70%. No todos los alelos fueron encontrados, lo
cual era de esperarse dado el bajo nimero de individuos empleados dentro del andlisis.
Tabla 11.

Al realizarse el andlisis del equilibrio de Hardy Weinberg en todos los animales, se
encontré que la poblacion estaba en proporcién de Hardy Weinberg para los marcadores
C316 y C4751, mientras que se hallé diferencias significativas entre los heterocigotos
esperados y los observados en los marcadores C530 (p<0,01) y C5331 (p<0,001). Este
resultado se esperaba, teniendo en cuenta que la poblacion estudiada fue producto de un
apareamiento controlado, lo cual afecta las frecuencias alélicas de estos SNPs. Tabla 12.

Tabla 12.: Valores de Heterocigocidad observados (Ho) y esperados (He), equilibrio de
Hardy Weinberg y valores de Fis para los marcadores del gen Calpaina.

Marcador N Ho He EHW Fis
*%*
C530 164 0,396 0,318 -0,247 ns
C316 164 0,091 0,087 ns -0,048 ns
C4751 164 0,201 0,210 ns 0,040 ns
*%k%
C5h331 164 0,543 0,395 -0,372 ns
N= namero de animales, ns=no significativo, * p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001

El estadistico Fis o coeficiente de endogamia es una medida de la desviacién de las
frecuencias genotipicas, en términos de exceso o deficiencia de heterocigotos.
Convencionalmente se define como la probabilidad de que dos alelos en un individuo
sean idénticos por descendencia respecto a la subpoblacion. El valor de este indice varia
entre -1y 1, cuando éste tiende a 0 significa que la poblacion esta cerca del equilibrio de
HW. Los valores negativos indican exceso de heterocigotos mientras que un valor
positivo indica una deficiencia de estos (Rocha and Martinez 2012). La estimacion de
Fis se realizé para la poblacién total, cuyos resultados se muestran en la tabla 12. Se
observé también una tendencia hacia los valores negativos que varian entre -0.372 hasta
0.040, indicando que en casi todos los marcadores de Calpaina se presenta una
tendencia al exceso de heterocigotos con respecto a los esperados, sin embargo ninguno
de los marcadores obtuvo un valor significativamente diferente de cero (P>0.05).
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Para el andlisis de asociacion los factores: raza, tiempo de maduracién y las
interacciones (Raza*Maduracion, Raza*Marcador, Marcador*Maduracion,
Marcador*Maduracion*Raza) no fueron significativos para ningun paradmetro colorimétrico
en los musculos LD y ST. Solo los marcadores C316, C4751 y C530 presentaron
diferencias significativas con algunas variables de color. Los resultados del analisis de
asociacion se presentan en las tablas 13 y 14 para el masculo LD y el musculo ST
respectivamente.

En los estudios de asociacion se encontré que el genotipo homocigoto GG del marcador
C316 se asocid significativamente (p<0.05) con los valores mas deseables para los
pardmetros a* y C* en el musculo LD (mayores valores 19,34+1,49 y 21.34+ 2.45
respectivamente), con el parametro b* en el musculo ST (menor valor 11.34+ 2.32) (tabla
13 y 14), y con el pardmetro hab en ambos musculos LD y ST (menores valor 28.56+
6.90 y 35.00+6.24). Estos resultados coinciden con los reportados por Li et al., (2013)
quienes observaron la asociacion de éste mismo genotipo (GG) en el musculo
Longissimus thoracis (LT) con valores bajos para hab (46,8+1,82). Los valores de angulo
del tono (hab) bajo, indica que el color obtenido se ubica entre la gama de los colores
rojos segun el plano de colores, valores de angulo elevados pueden desviar el color a
una gama de colores rojo-naranja los cuales no son ideales cuando hablamos de carne
(Li et al. 2013). Mazzucco et al., (2010) encontraron un efecto de C316 sobre el L* donde
el genotipo GG fue el mas favorable al presentar menos brillo (Mazzucco et al. 2010).

En el analisis de la presente investigacion se identificé que animales con el genotipo GG
presentaron el menor valor de L* sin embargo, no fue hallada una significancia
estadistica. Page et al., (2004), reportaron una asociacion de la variante alélica C a una
reduccion en la fuerza de corte Warner Bratzler en ganado Bos taurus. En este estudio
no fue posible evidenciar si ésta variante alélica también presenta un efecto positivo
sobre el color de la carne debido a la ausencia del genotipo homocigoto CC en la
poblacion.

El marcador C4751 present6 una asociacion significativa con los parametros b* y C* en el
musculo LD (p<0.001), donde los valores deseables (bajos para b* altos para C*) los
presenta el genotipo TT (9,84+2,36 y 21,87+2,70) (tabla 13). En cuanto al masculo ST
este mismo genotipo fue asociado (p<0.01) con un valor de hab bajo (34.9416.29) en
comparacion con los otros genotipos. Pinto et al. (2011), describieron la asociacion de
éste marcador del gen CAPN1 (CAPN4751) con efectos dominantes sobre el color de la
carne del ganado Nellore, destacandose un efecto significativo sobre la variable a* y b*,
indicando en nuestros resultados el efecto positivo que presenta el genotipo TT sobre el
color de la carne, ya que animales con este genotipo evidenciaron un aumento en la
intensidades del color rojo y menos tonalidades amarillas (Pinto et al. 2011).

Por el contrario Mazzucco et al., (2010) reportan valores significativamente mas altos en
a* y menores en b* para el genotipo heterocigoto CT.

Este marcador inicialmente fue descrito en poblaciones Bos taurus y Bos indicus por su
efecto significativo sobre la terneza de la carne (Casas et al. 2005; White et al. 2005;
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Corva et al. 2007). White et al., (2005), asociaron el alelo C con mayor terneza, por lo
tanto el alelo T evidencia un aumento favorable del color rojo de la carne, pero no es un
alelo benéfico asociado a terneza.

El marcador C530 sélo presentd asociacion significativa con el parametro a* en el
musculo ST (p<0.05), donde los mayores valores fueron observados en los animales con
genotipo GG (18.48+2.50 b) (tabla 14). La asociacion de la variable alélica G a mejores
caracteristicas de calidad también fue encontrada por Casas et al. (2005) y Page et al.,
(2004) con respecto a mayor terneza en la carne de ganado Bos taurus y sus cruces
con Bos indicus.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que CAPN1 puede
ser un buen gen candidato para el color de la carne fresca en razén a que ésta proteasa
neutra dependiente de Ca® + se encuentra involucrada en los procesos de protedlisis de
las proteinas musculares en condiciones postmortem, este proceso de degradacion de
las miofibrillas genera curvaturas con interrupciones y desorientacion de la fibras creando
un efecto en la dispersién de la luz, el grado de degradacion de la miofibrilla hace que la
percepcion del color de la carne sea diferente para el observador (Swatland 2004). En
estudios como el de Xin et al., (2011) realizado en ganado Yanbian Yellow de china se
evidencia que otra serie de SNPs ubicados en diferentes regiones del gen CAPN1
presentan un efecto significativo sobre todas las variables colorimétricas en la carne (Xin
et al. 2011).

Los SNPs del intrén 17 (C4751) y del intr6n 1 (C5331) del gen Calpaina resultaron ser
mas polimérficos, por estar ubicados en una region variable.

El marcador C316 mostro que el genotipo GG genero carnes de color rojo mas puro y
con una menor probabilidad de decoloracion tanto en el musculo LD como ST. No se
pudo establecer si la variante alélica C posea caracteristicas menos favorables, dado
gue no fueron encontrados animales con este genotipo (CC). El genotipo TT del
Marcador C4751 se asocié a carnes menos amarillas (b*) y con valores de saturacion
mas altos C* en el LD y una menor decoloracién en el ST. El genotipo GA del Marcador
C530 evidencio los mejores valores de a* en el ST. No fue posible conocer la influencia
del genotipo AA debido a su ausencia en la poblacion. Los genotipos favorables de los
tres marcadores asociados presentaron frecuencia superior al 60% en la poblacion.

El presente trabajo demostré la asociacion de alelos benéficos del gen de la Calpaina en
poblaciones Brahman puro y sus cruces con ganados taurinos y criollos colombianos
(poblacion usada en este proyecto), a caracteristicas del color de la carne. Estos
resultados demuestran que posiblemente la actividad enzimatica de las Calpainas
ademas de tener influencia sobre las caracteristicas asociadas a terneza, también
presenta una influencia sobre los parametros relacionados con color de la carne por la
actividad que presenta ésta proteasa sobre la matriz celular.
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Tabla 13: Analisis de asociacién de los genotipos con pardmetros de color en el musculo Longissimus dorsi

DL
Marcador p-value R2 cv GENOTIPO Media GENOTIPO media GENOTIPO media
CAST282 0.0046 0.53 4.96 cC 42,01+2,54 b GC 39,39+2,49 ab GG 39,03+2,64 a
CAST2959 0.00990 0.54 4.86 AA 39,58+2,71 b AG 39,34+2,75 b GG 37,92+2,81 a
L* MB5870 0.0052 0.53 4.84 cc 40,16+2,86 b TC 39,20+2,60 b TT 30,02+2,74 a
PRKAG31526 0.0247 0.54 4.93 GG 39,24+2,79 b TG 38,97+40,24 ab TT 36,37+2,49 a
RYR127871 0.0001 0.53 4.94 cc 40,17+2,71 b CcT 39,65+2,44 ab TT 39,02+2,71 a
€316 0.0013 ©0.59 9,21 GG 19,34+1,49 b CG 18,01+2,62 a
CAST282 0.0077 0.59 9.20 cc 17,91+2,49 b GC 17,65%2,61 b GG 18,34+2,90 a
MB11732 <.0001 0.59 9.21 CcC 18,19+1,80 b cT 17,90+2,52 a TT 17,94+2,47 a
MB5870 0.0341 ©0.59 9.17 cc 17,37+2,55 a TC 18,04+2,49 b TT 18,45+2,64 b
a* PRKAG31526 0.0003 0.59 9.18 GG 17,11+2,79 b TG 18,15+2,18 b TT 18,84+2,18 a
PRKAG33068 <.001 ©0.59 9.21 AA 17,34+1,94 a AG 18,13+2,42 b GG 18,74+2,65 b
RYR11195 <.0001 0.59 9.21 AA 17,94+2,66 b GA 18,01+2,42 a GG 18,24+2,44 a
RYR113638 <.0001 0.59 9.19 cc 18,34+2,11 a CcT 18,11+2,61 a TT 17,54+3,50 b
RYR127871 <.0001 0.59 9.18 cc 18,01+2,64 a CcT 18,34+1,89 ab TT 18,95+2,20 b
C4751 <.0001 0.69 14.06 cc 10,54+1,68 b CcT 9,87+2,01 ab TT 9,34+2,36 a
CAST1 0.0092 0.68 14.22 cc 10,23%2,31 b CcT 10,03+2,80 ab TT 9,87+2,31 a
b* CAST2959 <.0001 0.69 14.18 AA 10,23%2,37 b AG 9,93+2,46 ab GG 9,45+1,84 a
MB11732 0.0181 0.68 14.18 cc 9,48+2,66 a CcT 10,1342,30 b TT 10,23%#2,34 b
PRKAG31526 0.0003 0.69 14.12 GG 10,05+2,32 b TG 10,032,622 b TT 7,86+2,48 a
c* C316 0.0230 0.46 9,5 GG 21,34%2,45 b CcG 20,34+2,65 a
C4751 0.0240 0.48 9,36 cc 18,66+2,83 b CcT 20,14+2,41 ab TT 21,87+2,70 a



63

MB11732 ©.0394 ©0.46 9,5 cc 21,94+2,67 b cT 21,34+2,42 ab TT 19,34+1,29 a
MB5870 0.0450 ©.47 9,46 cc 19,6443,13 a cT 20,83+2,47 ab TT 21,84+2,61 b
PRKAG31526 0.6001 ©.47 9,45 GG 18,73#3,47 a TG 20,45+2,45 b TT 21,35+2,61 b
PRKAG33068 9.0156 ©0.46 9,5 AA 20,01+1,94 a GA 21,39+2,50 b GG 21,95+2,74 b
RYR11195 <.0001 08.46 9,49 AA 20,54%2,70 b GA 20,72+2,68 b GG 21,54%2,49 a
RYR127871 <.0001 .47 9,48 cc 20,94+2,65 a cT 20,31+1,88a b TT 21,84%2,55 b
C316 <.0001 ©0.84 9.46 GG 28,5616,90 a G 29,09+6,87 b
CAST1 0.0040 ©.84 9.46 e 29,5346,26 a cT 29,2346,73 a TT 28,3446,38 b
CAST282 <.0001 ©0.84 9.46 cc 29,1346,26 b GC 28,97+6,60 ab GG 28,16+6,18 a
CAST2959 <.0001 .85 9.41 AA 29,07+6,46 b AG 29,4746,56 ab GG 28,5645,37 a
MB11754 ©.0445 ©.85 9.46 e 34,9546,11 a TC 36,6416,11 b
MB11756 ©.0445 ©.85  9.40 T 36,64+6,41 b TC 34,95+6,41 a
MB11759 ©.0445 ©.85 9.40 AA 34,95+6,41 a AC 36,6416,41 b
MB11760 ©.0445 ©.85  9.40 e 34,9546,41 a AC 36,6416,41 b
hab MB11763 ©.0445 ©.85  9.40 cc 29,18+6,41 b TC 36,64+6,05 a
MB11764 ©.0445 ©.85 9.41 TT 29,1046,45 b TC 36,64%6,41 a
MB11732 <.0001 .85 9.41 cc 27,8746,83 a cT 28,9446,93 a TT 29,0145,94 b
PRKAG31526 0.0109 ©.85  9.43 GG 28,94+6,93 b TG 28,91+6,41 b TT 26,13%5,54 a
PRKAG33068 <.0001 ©6.84 9.45 AA 29,2346,68 a AG 29,06%6,44 a GG 28,59+6,28 b
RYR113638 <.0001 ©0.84 9.46 cc 28,63%4,62 b cT 29,0416,46 ab TT 29,1616,54 a
RYR127871 <.0001 .85 9.39 cc 29,74+6,39 b cT 29,08645,65 ab T 28,96+6,45 a
RYR120298 <.0001 ©0.84 9.36 AA 29,6416,01 b AG 29,5416,44 b GG 28,1246,19 a
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Tabla 14. Andlisis de asociacion de los genotipos con los pardmetros de color en el musculo Semitendinoso

ST
Marcador p-value 2 cv GENOTIPO Media GENOTIPO Media GENOTIPO media
CAST282 0.0416 0.60 5.50 cc 47.88+3.27 b GC 47.46%3.80 b GG 46.23%3.13 a
CAST2959 90,0053 0.60 5.49 AA 47.16%6.45 b AG 47.38%¥4.13 b GG 45.69%4.04 a
MB1041 0.0202 0.63 5.26 cc 46.54+3.59 a CcT 48.75%5.02 b
MB11754 0.0079 0.63 5.28 cc 46.59+3.73 a TC 48.61+4.43 b
MB11756 0.0079 0.64 5.28 T 46.59+3.73 a TC 48.63+4.43 b
MB11759 0.0079 0.65 5.28 AA 46.59+3.73 a AC 48.61+4.43 b
MB11760 0.0079 0.66 5.28 cc 46.59+3.73 a AC 48.61+4.43 b
MB11763 0.0079 0.67 5.28 cc 46.58+3.73 a TC 48.69+4.43 b
L* MB11764 0.0079 0.68 5.28 T 46.59+3.73 a TC 48.61+4.43 b
MB11@59 0.0411 0.62 5.32 GG 46.67+¥4.21 b AG 48.23+3.82 a
MB11062 0.0411 0.62 5.32 AA 46.67+3.82 a AC 48.23%¥4.21 b
MB11069 0.0411 0.62 5.32 GG 46.67+3.82 a AG 48.23%¥4.21 b
MB5870 0.0025 0.60 5.43 ccC 49.17+4.08 a TC 46.91+4.03 b TT 46.75%¥3.85 b
PRKAG31526 0.0089 0.61 5.41 GG 46.95+4.03 a TG 47.54+3.11 a TT 40.08+2.04 b
PRKAG33068 0.0156 0.60 5.50 AA 50.93+3.06 a AG 47.30+3.07 ab GG 46.53¥4.21 b
RYR113638 0.0082 0.59 5.53 cc 46.43%3.28 a CcT 47.03%¥4.13 b TT 47.72+¥3.74 b
RYR120298 0.0472 0.62 5.38 AA 48.21+3.93 a AG 46.59+4.03 b GG 46.03+3.78 b
C530 0.0468 0.62 9.14 GG 18.03+2.78 a GA 18.48+2.50 b
CAST1 0.0411 0.62 9.09 ccC 17.72+2.18 a CT 18.26+2.74 b TT 18.50+2.89 b
MB11732 <.0001 0.63 9.02 cc 18.45+2.48 a CcT 17.69%3.09 b TT 17.04%+2.74 b
a* MB5870 <.0001 0.64 8.88 cc 16.34+2.53 a TC 17.86%+2.77 b TT 18.38+2.69 b
PRKAG33047 0.0250 0.62 9.14 AA 17.99+2.62 a AG 18.24+2.74 b GG 18.91+2.61 b
RYR11195 0.0014 0.64 9.08 AA 17.25+2.72 a GA 18.23+2.68 b GG 18.95+2.64 b
RYR113638 <.0001 0.65 9.10 cc 19.33%#3.29 b CcT 18.67+2.74 b TT 17.99+2.74 a
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RYR127871 <.0001 0.66 9.14 cc 18.11+2.76 a CcT 18.27+2.41 ab TT 18.39+2.29 b
C316 0.0410 0.61 11.02 GG 11.34+2.32 a caG 12.49+2.08 b
b* CAST2959 0.0253 0.61 11.00 AA 12.994+2.10 b AG 12.60+2.29 ab GG 12.25%1.90 a
RYR113638 0.0008 0.61 11.00 cc 12.11+1.78 a CcT 12.62+2.16 ab TT 13.13+2.21 b
MB11732 0.0038 0.46 8.15 cc 22.65%2.21 b cT 22.02+2.72 ab TT 20.77%12.90 a
N MB5870 <.0001 0.48 8.03 cc 20.34+1.33 b TC 21.90+2.17 ab TT 22.61%+2.03 a
¢ RYR127871 0.0166 0.45 8.26 ccC 22.3242.17 b cT 22.64%2.53 ab TT 22.98%2.47 a
RYR11195 0.0044 0.46 8.22 AA 22.15+2.49 a GA 22.31+2.57 ab GG 23.12+2.27 b
C316 0.0021 .77 9.03 GG 35.00+6.24 b CcG 37.2545.98 a
C4751 0.0006 0.78 8.95 cc 37.35%6.28 b cT 36.5046.18 b TT 34.94+6.29 a
CAST2959 0.0146 0.78 9.00 AA 35.82%6.01 b AG 35.70%6.52 b GG 34.42+6.02 a
MB11754 0.0445 0.78 8.91 cc 34.95+6.18 a TC 36.6416.76 b
MB11756 0.0445 0.78 8.91 T 34.95+6.76 b TC 36.64+6.18 a
MB11759 0.0445 0.78 8.91 AA 34.95+6.18 a AC 36.6416.76 b
MB11760 0.0445 0.78 8.91 cc 34.95+6.18 a AC 36.6416.76 b
hab MB11763 0.0445 0.78 8.91 cc 34.9546.18 a TC 36.6416.76 b
MB11764 0.0445 0.78 8.91 1T 34.95+6.18 a TC 36.6416.76 b
MB11732 <.0001 0.78 9.00 cc 34.6816.04 a cT 35.11+6.70 ab TT 36.1446.05 b
MB5870@ 0.0116 0.78 9.02 cc 36.1416.00 a TC 35.2946.36 b TT 35.0845.87 b
PRKAG33068 0.0063 0.78 9.00 AA 35.9746.06 b AG 35.90%6.10 b GG 34.82+6.30 a
RYR113638 <.0001 0.77 9.04 cc 34.76%4.82 a cT 35.2146.35 ab TT 35.3145.58 b
RYR127871 <.0001 0.78 9.01 ccC 36.2946.45 b cT 35.34%4.35 ab TT 34.74+5.87 a
RYR120298 0.0231 0.78 8.92 AA 36.1616.01 a AG 35.08+6.14 ab GG 34.2446.14 b
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4.2.2 Gen Calpastatina (CAST)

Gran numero de estudios han confirmado que la calpastatina es un inhibidor de la u-
calpaina y la m-calpaina (Koohmaraie 1994), ademas describen una fuerte asociacion de
estas dos proteinas con los procesos de tiernizacién de la carne, donde una excesiva
actividad postmortem de la CAST se ha correlacionado con reduccién en la terneza
(Emori et al. 1988; Koohmaraie et al. 1991; Sentandreu et al. 2002). Después de analizar
de manera detallada el papel de la CAST en el proceso bioquimico de trasformacion de
carne a musculo, es altamente probable que ésta proteina también presente efectos
significativos sobre otras caracteristicas de calidad como es el color de la carne al
bloquear la accion proteolitica de las calpainas (Goll et al. 1992; Reardon et al. 2010).

El gen CAST, se encuentra ubicado en el cromosoma 7 bovino, un nimero considerable
de SNPs han sido reportados y algunos de ellos asociados con la fuerza de resistencia
al corte (Casas et al. 2006; Schenkel et al. 2006; Reardon et al. 2010).

En esta investigacion se amplificaron por PCR 4 marcadores de los que poseen
asociacion reportada a terneza (CAST1, CAST2959, CAST2870 y CAST282), con el fin
de conocer si de igual manera comparten asociacion con el color de la carne.

Los iniciadores usados, la temperatura de anillamiento y el tamafio de los fragmentos
amplificados fueron descritos en la tabla 3, la diferenciacion de genotipos para todos los
marcadores fue realizada por digestibn con endonucleasas (RFLP) y validada por
secuenciacion tabla 5.

El marcador CAST1 ha sido descrito como un polimorfismo ubicado en el intrén 6 del gen
CAST donde una pirimidina es sustituida por otra pirimidina, citosina por timina (C/T) en la
posicion 7615 (accesion AY834770.1) (Majidi et al. 2009). Una vez realizada la
genotipificacion para CAST1 se observd en la poblacion estudiada la presencia de 3
genotipos; CC, CT y TT con una frecuencia genotipica de 0,5, 0,3 y 0,2 respectivamente,
el alelo C fue mas frecuente entre los animales que el alelo T. Tabla 15
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Tabla 15: Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores del gen Calpastatina

Marcadores Frecuencia alélica Frecuencia Genotipica

CAST1 C 0,6 T 0,4 cC 0,5 CT 0,3 TT 0,2
CAST2959 G 0,3 A 0,7 GG 0,2 GA 0,4 AA 0,4
CAST2870 A 0,4 G 0,6 AA 0,2 AG 0,5 GG 0,3
CAST282 C 0,7 G 0,3 cC 0,4 CG 0,5 GG 0,1

Dos de los polimorfismos estudiados fueron localizados en la region 3' UTR del gen
CAST. Uno de ellos es CAST2959 polimorfismo reportado por Barendse (2002) el cual
presenta una transicion de una Adenina por una Guanina posicion 134966 (Gene ID
281039) (Barendse 2002). En los resultados generados se observa que los genotipos AA
y GA comparten una frecuencia de 0,4 cada uno y el genotipo GG presenta un valor de
0,2. Las frecuencias alélicas indican que la variante A esta presente en mayor proporcion
en la poblacion (0,7), este resultado coincide con el estudio realizado por Casas., (2006)
guien encontr6 una alta frecuencia del alelo A en poblaciones de animales Bos indicus vy
cruces de Bos indicus x Bos taurus (0,72 y 0,83 respectivamente) (Page et al. 2004;
Casas 2006). El segundo polimorfismo en esta region fue descrito por Corva et al. (2007)
y es conocido como CAST 2870, se caracteriza por una sustitucion de Adenina por
Guanina en la posicién 134877, Gene ID 281039 (Corva et al. 2007). En la poblacién
estudiada el alelo G fue el més frecuente con un valor de 0,6, el alelo A tuvo una
frecuencia de 0,4. Los tres genotipos identificados para este marcador AA, AG y GG,
presentaron una frecuencia de 0,2, 0,5y 0,3 respectivamente. Tabla 15

Schenkel et al., (2006) describen una transicién de una Citosina por una Guanina en la
posicién 84719, intrén 8 del Gene ID 281039 conocida como CAST282 (Schenkel et al.
2006). La mayor frecuencia genotipica observada para este marcador fue de 0,5, para
los heterocigotos (CG), seguido de los homocigotos (CC) con 0,4 y finalmente los
homocigotos (GG) con 0,1 (Tabla 15) La frecuencia para variable alélica C fue de 0,7 y
03 para la variable alélica G. Resultados que coinciden con los datos obtenidos por
Schenkel et al., (2006) donde la frecuencia para el alelo C fue mas alta que el alelo G
(0.63 y 0.37 respectivamente) en una poblacién de animales Bos taurus.

Los valores de la probabilidad obtenidos en la prueba de equilibrio de Hardy Weinberg
realizada en la poblacion total indican que los marcadores CAST1 y CAST282 se desvian
significativamente de la proporcion de Hardy-Weinberg (p<0,001 y p=<0,05), por el
contrario no fueron halladas diferencias significativas entre los heterocigotos esperados y
los observados en los marcadores CAST2959 y CAST2870 (Tabla 16). Los indices FIS
son bajos y muestran una tendencia leve tanto hacia el exceso de heterocigotos en los
marcadores CAST2870 Y CAST282 como una pequeia deficiencia de éstos para los
marcadores CAST1 y CAST2959. Tabla 16
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Tabla 16: Valores de Heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), equilibrio de
Hardy Weinberg y valores de Fis paralos marcadores del gen Calpastatina.

Marcador N Ho He EHW Fis
CAST1 164 0,341 0,464 ok 0,264 ns
CAST2959 164 0,415 0,454 Ns 0,085 ns
CAST2870 164 0,530 0,480 Ns -0,105 ns
CAST282 164 0,500 0,433 * -0,150 ns
N= namero de animales, ns=no significativo, * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001

En el andlisis de asociacion los Marcadores CAST1, CAST2959 y CAST282 presentaron
asociacion significativa por lo menos con una variable de color. Los factores raza,
maduracion, y las interacciones (Raza*Maduracion, Raza*Marcador,
Marcador*Maduracion, Marcador*Maduracion*Raza) no fueron significativas para ningun
pardmetro colorimétrico en los masculos LD y ST.

Los resultados de los andlisis de asociacién del genotipo a las caracteristicas de color
para los marcadores del gen CAST en el musculo LD, se presentan en la tabla 13 y para
el masculo ST en la tabla 14

El polimorfismo CAST1 presento asociacion con diferencias significativas (p<0.05) en el
andlisis comparativo de los genotipos donde los homocigotos (TT) mostraron un menor
valor para los parametros b* y hab (9,87+2,31 y 28,34+6,38 respectivamente) en el
musculo LD y un mayor valor de rojos (a*) (18.50+2.89) para el musculo ST.

En el estudio de asociacion del marcador CAST282, el genotipo GG tuvo un efecto
significativo sobre el L* tanto en el musculo LD (p<0.01) con el valor de 39,03+2,64 como
en el musculo ST (p<0.05) con un valor 46.23+3.13. Este mismo genotipo presentd un
efecto del 95% para un color mas rojo (18,34+2,90) y un 99% con un angulo de tono bajo
de hab (28,16+6,18) en el musculo LD (tablas 13 y 14). Estos resultados difieren con los
reportados por Reardon et al., (2010) y Ko¢win-Podsiadta et al., (2003) quienes asocian
los animales heterocigotos con carnes mas rojas y claras, sin embargo coincide que el
genotipo GG puede producir carnes oscuras.

Por el contrario en el estudio realizado por Li et al., (2013) no lograron hallar asociacion
de SNPs del gen CAST282 en toros de las razas Angus, Charolais, Hereford, Limousin y
Simmental con pardmetros de color de la carne. Schenkel et al (2006) al analizar animales
de razas Bos taurus hallaron que animales con genotipo CC producen carne mas tierna
gue los animales con genotipo GG.
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El analisis de varianza también mostro diferencias significativas para los genotipos del
marcador CAST2959 sobre tres parametros de color en ambos musculos. El genotipo
mas favorable para las tres caracteristicas fue el homocigoto para el alelo G, presentando
asi carnes mas oscuras (L* = 37,92+2,81; LD y 45.69+4.04; ST), con menores tonalidades
amarillas (b*=9,45+1,84; LD y 12.25+1.90; ST) y un angulo de tono menor
(hab=28,56+5,37; LD y 34.42+6.02;ST). Barendse (2002) identific6 asociacion de ésta
misma sustitucion con terneza de la carne estableciendo el alelo A como la variante
beneficiosa para ésta caracteristica. Esto fue confirmado por Casas et al.,, (2006)
utilizando diferentes razas puras Bos taurus, Bos indicus y sus cruces (Barendse 2002;
Casas 2006). Estos resultados al igual que los encontrados en CAST282 indican que
posiblemente carnes mas tiernas pueden presentar unas carnes mas claras y menos rojas
(color menos adecuado).

El SNP CAST2870 no reporta asociacion para terneza. En el presente trabajo no se
hallaron diferencias significativas para el color asociados a los diferentes genotipos de
este marcador (Corva et al. 2007).

Varios autores consideran que en diferentes especies, la actividad de CAST en el
musculo postmortem esté altamente relacionada con la terneza de la carne a través de la
inhibicién de las calpainas (Wheeler et al. 2001; Koohmaraie and Geesink 2006; Frylinck
et al. 2009). Una serie de investigaciones han reportado que los polimorfismos en el gen
CAST se asocian con la fuerza de corte (Ariza Botero 2001; Casas et al. 2005; Krzecio et
al. 2005; Barendse et al. 2007b; Chalupova et al. 2012).

En trabajos realizados con cerdos, se han encontrado nuevos SNPs en el gen CAST con
efectos significativos de algunos genotipos con cambios en el color de la carne, entre ellos
estd la sustitucion de una lisina por una arginina en la pocision 249 del gen, donde la
lisina se asocié a carnes mas claras y amarillas (valores altos de L* y b*) (Ciobanu et al.
2004; Curi et al. 2010; Skrlep et al. 2010; Rybarczyk et al. 2012). El marcador CAST282
mostro que el genotipo GG origino carnes mas claras rojas y con un angulo de tono
menor en el musculo LD, este mismo genotipo se asocio a L* en el ST. El genotipo TT del
Marcador CAST1 evidencio los mejores valores para las variables de color b*y hab en el
LD, carnes menos decoloradas y con mayores valores de a* en el ST. El genotipo GG del
marcador CAST2959 mostrd carnes menos claras y rojas con un grado de decoloracién
menor, estos mismos genotipos han sido asociados a carnes con menor terneza. Los
genotipos favorables de cada uno de los marcadores de Calpastatina que presentaron
asociacion significativa (CAST1: TT, CAST282: GG, CAST2959: GG) se encuentran en
baja frecuencia en la poblacién analizada. Los mecanismos biolégicos que sustentan la
relacion entre calpastatina y color la carne podria atribuirse a una influencia que tiene la
CAST sobre la inhibicion de la funcion proteolitica de las calpainas y su intervencién en el
grado de la glucdlisis asociado al descenso del pH (Goll et al. 2003; Nakamura et al.
2007). Con estos resultados se evidencia un efecto de los polimorfismos CAST sobre el
color de la carne, sin embargo, debido a la ubicacion de los polimorfismos hallados y
asociados con variabilidad en el color (intrén 6, 8 y extremo 3"no traducido) no se conoce
si estos son funcionales. Es importante la identificacion de nuevos SNPs anteriormente
reportados en cerdos y ubicados por homologia de regiones en bovino, que puedan tener
un efecto sobre los pardmetros colorimetricos y evaluar si éstos varian de acuerdo con los
cruces utilizados o a la interaccién con otros genes o factores ambientales.
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4.2.3 Gen Mioglobina (MB)

La mioglobina fue selecciona en el estudio por ser una proteina con un papel importante
en el desarrollo del color muscular. Las mutaciones de este gen pueden contribuir a la
variabilidad del color, atribuido a una posible disminucién de la cantidad de proteina
funcional o dificultad del grupo hemo para establecer uniones que permitan la
interconversion de sus formas quimicas (Moore et al. 2002).

Para este trabajo fueron disefiados 12 pares de primers entre regiones exonicas e
intronicas, de los cuales 6 fueron marcadores no informativos y 5 polimérficos. En la tabla
3 se observan las condiciones de amplificacién, secuencia de los primeros y tamafio de
los fragmentos amplificados de los marcadores informativos. Todos los marcadores fueron
genotipificados mediante el empleo la técnica SSCP y confirmados los patrones de
bandas por secuenciamiento. Tabla 4

El marcador MB1041, se localiza dentro de un fragmento amplificado de 300 pb, entre el
exon 1y el intrén 1 del gen MB. Las frecuencias genotipicas de CC presentaron un valor
de 0,8 y CT con 0,2, el genotipo TT no fue identificado en la poblacién. Las frecuencias de
los alelos se muestran en la tabla 17.

Tabla 17: Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores del gen Mioglobina

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia Genotipica

MB1041 C 0,9 T 0,1 CcC 0,8 CT 0,2 TT 0
MB11754*  C (1) 0,9 T 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11756% T (1) 0,9 C @) 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11759% A1) 0,9 C (2 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11760% C (1) 0,9 A(2) 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11763*  C (1) 0,9 T() 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11764% T (1) 0,9 C @) 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11059° G (1) 0,9 A(2) 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11062° A (1) 0,9 C () 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0
MB11069° G (1) 0,9 A(2) 0,1 11 0,8 12 0,2 22 0

MB5870 C 0,2 T 0,8 CcC 0,1 CT 0,2 TT 0,7
MB11732 T 0,2 C 0,8 TT 0,1 TC 0,2 CcC 0,7

() Se asigna un nimero a cada alelo por grupo. Subindice a=marcadores que pertenecen al grupo
MBG1, subindice b=marcadores que pertenecen al grupo MBG2
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Un segundo fragmento de 678pb entre el exdn 3 y la regién 3 UTR fue amplificado por
PCR y genotipificado, una vez secuenciados los fragmentos homocigotos y heterocigotos
se revelaron 6 SNPs dentro de la secuencia (MB11754, MB11756, MB11759, MB11760,
MB11763 y MB11764) Figura  15. Los seis polimorfismos presentaron un
comportamiento similar en la poblacién donde los animales fueron identificados como
heterocigotos y homocigotos por la tecnica de SSCP y por secuenciacion para todos los 6
SNPs, por lo cual se decidio reunir estos 6 SNPs en un grupo llamado MBGL1. Sélo dos
genotipos fueron observados para todos los marcadores. Se encontraron frecuencias
alélicas totales de 0,9 para los alelos niumero 1 y 0,1 para los alelos nimero 2 en la
poblacion total. Tabla 17

Figura 15 Posicién de los polimorfismos entre el exén 3y region 3 UTR del gen MB.
SNPS grupo MBGL1. Resaltado en amarillo: iniciadores, en negrilla y subrayado exon 3, sin
subrayar la region 3 UTR, nuevos SNPs identificados en rojo.

Forward
—_—
TECTTCTGAGTGTEGTGCTITGTT TAGGAGAGGTGEGTEGGAAGAGE TGEATESGE TTAGEEETSE GAGEEA
GOCTTGGGEAGAGGCCTGEEEGACCAGECTITCAGTGESAGGEGTCATCAACTTGGEAACCATGAGAAGCTT
GACTGTGGCTEGCTEAGTCTGEGG TCAAACTCAACTT TCCTTTCACCTCAATGOCAACCCARTTCCTACT
AACCTCTAAACTGACCTGCACCTTTACCCTCACCTTAAAT COCCARTCOG AGCTIGT CARCATAAACTOCA
GOCTAATTCTCTGACCCCATCACCCAGCCCCTTGAAGACAGCAGAGTEGTCT TGCTTGOLCTG AGAAGEN

AGTETEGEECOGEEETEEEACEECCACACCCAGCCCTAGE GAGGCATGEAGECATEGETETCTGCAACAT
AAMMTGTCCCTTICTCAGGTAGGEGAGTGACACCTGETT TAATAAAGGATT ICTCACATCACAGTCTCTGTET

GGTG TTCATCC LT TAGAGCAGGGETCCCTAACCTCTGEGATCTCATAACTGATGATCTGAGG TEEAG
CTGATGTAATAATAAT AGAAAT AAAATGCACAATAAAAGTAATGCACTT TAGTCATCCTEGAAADCATCCCCC
ATOCCCCA G TCT/OCCANDCFACCT A THCACACCCG TCCAT G EALAAAGTOGACTOCCACEA G

+
Fevers =

El tercer fragmento de PCR amplificado entre el intron 2 y el exdén 3 fue analizado,
identificAndose 3 polimorfismos reportados en la base de datos de SNPs del NCBI
(MB11059, MB11062 y MB11069) Figura 16. Estos tres SNPs fueron unidos en un grupo
llamado MBG2 por presentar un comportamiento similar. Para este grupo de SNPs fueron
hallados so6lo dos genotipos. Las frecuencias alélicas totales coinciden con las
encontradas en el fragmento anterior (0,9 alelos numero 1y 0,1 alelos nimero 2 para los
tres polimorfismos). Tabla 17
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Figura 16: Posicion de los polimorfismos entre el Intron 2y Exén 3 del gen MB:
SNPS grupo MBG2. Resaltado en amarillo: iniciadores, sin subrayar intrén 2, en negrilla y
subrayado exén 3, nuevos SNPs identificados en rojo.

Forware

-

CGCTCAGAAGTGTGCCTGATATATAATAAATACTCAGTAAATGGCCCTGCAATAAAGT
AAAGCTGGEGEGECTEGGEGGTTIGATTCCCATCTGGCCCCTGGECTTGTCCTGCCAGTGACCA,
GCACCCCTCTGCTCCTGTCCCTGCAGTTCATCTCGGACGCCATCATCCATGTTCTAC
ATGCCAAGCATCCTTCAGACTTCGGTGCTGATGCCCAGGCTGCCATGAGCAAGGCC
CTGGAACTGTTICCGGAATGACATGGCTGCCCAGTACAAGGTGCTGGGCTTCCATGGE
CTAAGCCCCACCCCTGTGACCCCTCACCCCACCCACCTGEECAGGGTGEELEGEE
GACTGAATCCCAAGTAGTTATAGGGTITGCTTCTGAGTGTGTGCTTTGTTTAGGAGA
GETGEETGGAAIC GAGGTGGE/AATG GGTTAGGEGET GGAG GGAGCCTTGGGAGAGG
CCTGGEGEGACCAGGCTTITCAGTGGAGGGTCATCAACTTGGGAACCATGAGAAGCTTG
ACTGTGECTGGCTGAGTCTGGGTCAAACTCAACTITCCTITCACCTCAATGCCAACC
CAATTCCTACCAACCTCTAAA

Reverse

Un fragmento de 214 pares de bases fue amplificado dentro del intrén 1 del gen MB,
identificAndose un SNP generado por la sustitucién de una Citosina por una Timina en la
posicion 5870 (MB5870). Las frecuencias alélicas fueron de 0,2y 0,8 para los alelos Cy
T respectivamente, el genotipo con mayor frecuencia fue el homocigoto TT con 0,7. Tabla
17.

Finalmente fue hallado un cambio de una Timina por una Citosina en la posicion 11732 de
la region 3’'UTR. Los tres genotipos (TT, TC y CC) de este marcador (MB11732), los
cuales presentaron una frecuencia de 0,1, 0,2 y 0,7 respectivamente, las frecuencias
alélicas se presentan en la tabla 17

Tabla 18: Valores de Heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), equilibrio de
Hardy Weinberg y valores de Fis para los marcadores del gen Mioglobina.

Marcador N Ho He EHW Fis

MB 1041 162 0,173 0,158 ns -0,095 ns
MB117542 162 0,16 0,148 ns -0,087 ns
MB117562 162 0,16 0,148 ns -0,087 ns
MB117592 162 0,16 0,148 ns -0,087 ns
MB 117602 162 0,16 0,148 ns -0,087 ns
MB117632 162 0,16 0,148 ns -0,087 ns
MB117642 162 0,16 0,148 ns -0,087 ns
MB 11059° 162 0,154 0,142 ns -0,084 ns
MB 11062 162 0,154 0,142 ns -0,084 ns
MB 11069 162 0,154 0,142 ns -0,084 ns
MB11732 164 0,183 0,321 ek 0,431 *
MB5870 164 0,177 0,295 falied 0,401 *

N= ndmero de animales, ns=no significativo, * P<0.05, ** P<0.01, ***
P<0.001 a=marcadores que pertenecen al grupo MBG1 b=marcadores
que pertenecen al grupo MBG2
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En el andlisis de equilibrio de Hardy Weinberg se incluyeron todos los animales,
encontrandose que la poblacion esta en proporcion Weinberg para los marcadores
MB1041 y los pertenecientes a los grupos MBG1 y MBG2. En el estadistico Fis para estos
mismos marcadores los resultados encontrados mostraron una clara tendencia hacia un
valor negativo que vari6é entre -0.084 y -0,095, esto es un indicativo de un déficit de
homocigébticos. A pesar de esta tendencia negativa, en ninguno de los casos se encontro
que el valor de Fis fuera significativamente diferente de cero. En los marcadores
MB11732 y MB5870 se observaron diferencias significativas entre los heterocigotos
esperados y los heterocigotos observados asi mismo los valores de Fis para estos dos
marcadores presentaron un valor positivo de 0,431 y 0,401 con una diferencia significativa
(p=0.05) indicando una presencia elevada de homocigotos. En la tabla 18 se presentan
los valores de los heterocigotos esperados, heterocigotos observados, el equilibrio de
Hardy Weinberg y los valores de Fis para la todos los marcadores.

En el andlisis de asociacién, los factores raza, maduraciébn y las interacciones
(Raza*Maduracién, Raza*Marcador, Marcador*Maduracion, Marcador*Maduracion*Raza)
no fueron significativas para ningn parametro colorimétrico en los musculos LD y ST.
Los resultados de los analisis de asociacion del genotipo con los parametros de color
para los marcadores del gen Mioglobina en el musculo LD se presentan en la tabla 13 y
en el masculo ST en la tabla 14.

El SNPs ubicado en la posicion 1041 fue asociado a color donde el genotipo CC mostr6 el
mejor valor con un efecto significativo (p<0.05) sobre la claridad de la carne en el musculo
ST (valor mas bajo 46.54+3.59), este polimorfismo no fue significativo para ningun indice
de color en el musculo LD.

Los marcadores del grupo MBG1 mostraron una asociacién significativa con el parametro
hab en los musculos LD y ST (p<0.05) en donde los menores valores fueron observados
en los animales que poseen el genotipo 11 para este grupo de marcadores. Este mismo
genotipo 11 generd carnes mas claras en comparaciéon con los valores obtenidos para L*
de los animales con genotipo 12 en el musculo ST.

Se presentd asociacion (p<0.05) en el musculo ST con el indice de color L* de los
marcadores que componen el grupo MBG2, donde el valor mas favorable fue el
observado para los animales 11, carnes mas oscuras.

El marcador MB11732 evidencié efectos sobre el color de la carne (p<0.01), el genotipo
CC confiere los valores mas favorables para cada indice. Por lo tanto, se observaron
carnes mas rojas, saturadas y con un angulo de tono menor, tanto en el masculo LD
(a*=18,19+1,80, C*=21,94+2,67 y hab=27,87+6,83) como en el mdsculo ST
(a*=18.45+2.48, C*= 22.65+2.21 y hab=34.68+6.04) este genotipo también mostrd
diferencias significativas en b* pero solo en el mdsculo LD (9,48+2,66).
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Finalmente con una asociacion significativa en el musculo LD (p<0.05) el genotipo TT del
marcador MB5870 mostré un efecto con valores favorables sobre el indice L*
(30,02+2,74) a* (18,45+2,64) y C*(21,84+2,61). EI musculo ST también presento
asociacion significativa (p<0.01) de este mismo genotipo con L* carnes mas claras
(46.75+3.85) a* y C*, rojas y saturadas (18.38+2.69 y 22.61+2.03) con un angulo de tono
menor (35.08+5.87).

Hasta el momento sélo es conocido un estudio donde se ha reportado la identificacion de
una variante alélica en el gen MB y su asociacién con caracteres que afecten el color de
la carne. Rogberg, 2011 investigd la variabilidad genética en el gen MB, a partir de
trabajos sobre el exdn 2, por ser la regién que codifica para el dominio de la proteina en
mayor contacto con el grupo Hemo. Mediante la técnica de PCR-SSCP se pudo identificar
un SNP que corresponde a una transicion sindnima, A por G la cual en el andlisis de
asociacion mostré una tendencia con los indices de color. En la presente investigacion
también fueron disefiados iniciadores que amplificaron el exén 2, sin embargo no fue
encontrado ningln SNP en esta region para la poblacion analizada. King et al., (2010)
intentaron identificar la influencia de la genética sobre color de la carne en ganado bovino,
encontrando que existe una variacion considerable de animal a animal con respecto a la
estabilidad del color. Asi mismo lograron estimar valores de heredabiidad para los indices
colorimetricos, sugiriéndo que dentro de una misma raza, la genética controla solo el 30%
de la variacion. Este 30% representa la heredabilidad (efecto de genes aditivos) del color,
sin embargo, dentro de una misma raza, el 70% de la variacion se explica por factores
ambientales y efectos de genes no aditivos. Este estudio concluye demostrando
claramente la existencia de diferencias entre animales inherentes a la estabilidad del
color, proporcionando evidencia de que los factores genéticos juegan un papel importante
en el mantenimiento del color (King et al. 2010).

Koshkoih et al.,, (2005) identificaron un QTL para color en el cromosoma BTADS5,
conjuntamente ellos encontraron ubicado este QLT en una region muy similar para los dos
tipos diferentes de musculos LD y ST en bovinos. Actualmente el gen MB se encuentra
mapeado en este cromosoma (De Donato et al. 2003), si bien no es posible asegurar que
MB representa un QTL para color, los resultados obtenidos en esta investigacion permiten
proponer el gen MB como un candidato dentro de un QTL para color de la carne. Este
estudio probé la hipotesis de que un alelo de la mioglobina confiere una mejora sobre el
color de la carne de bovinos Bos indicus y Bos taurus cruzados con Bos indicus, se logro
encontrar varios SNPs en la poblacion, evidencidndose la prensencia de asociacion de los
indices de color con alelos especificos de mioglobina. A pesar de la existencia de los
SNPs reportados en la base de datos del NCBI para el gen MB, en los bovinos hay poca
informacion sobre las implicaciones funcionales de tales variaciones, sin embargo es
evidente que los cambios sobre la conformacion de la mioglobina ejercen un efecto en la
estabilidad de la misma (Suman et al. 2010). Yan et al., (2001) demostraron que algunos
elementos regulatorios favorecen la transcripcion de la mioglobina en determinadas fibras
del musculo esquelético. En este estudio solo tres SNPs se encuentran ubicados en un
exon, los otros se encuentran ubicados en regiones intronicas y en la region 3UTR, es
importante conocer si dichas mutaciones en este gen pueden alterar la concentracién y/o
estabilidad de proteinas y a su vez el color de la carne.
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4.2.4 Gen Subunidad Gamma 3 de la protein-kinasa
AMP activada (PRKAG3)

Existen mutaciones en este gen que afectan el contenido de glucégeno en el musculo
esquelético haciendo que éste se eleve, con consecuencias negativas sobre la calidad de
la carne como el pH final, el color, la capacidad de retencion de agua, la terneza y la
pérdida por coccion (Ciobanu et al. 2004; Li et al. 2012).

Para este estudio fueron seleccionados 3 marcadores (PRKAG31526, PRKAG32180 y
PRKAG33068) a partir del trabajo realizado por Yu et al., (2005) en cuatro razas bovinas
Bos taurus con asociacion a caracteristicas de calidad. Estos marcadores fueron
amplificados por PCR y genotipificados mediante el uso de enzimas de restriccion (tabla 3
y tabla 5). PRKAG31526 es un fragmento con un tamafio de 712pb que cubre el ex6n 3,
intron 3 y exon 4 del gen PRKAG3 bovino (Gene ID: 511961), en el cual se presenta un
SNP donde se sustituye una Guanina por una Timina en la posicién 1526 (exén 4).

En la poblacién evaluada se encontr6 una frecuencia alélica de 0,9 para Gy 0,1 para T, el
genotipo GG fue el mas frecuente (0,9), no se hallaron animales con genotipo TT. El
marcador PRKAG32180 se sitla entre el exdn 4 y el exén 5 y es el resultado de una
transicion de una Timina por Citosina (T/C) en la posicion 21180 (intron 4) del gen. Para
este marcador se encontraron frecuencias genotipicas de 0,7 y 0,3 para los genotipos TT
y TC respectivamente, el genotipo CC estuvo ausente. PRKAG33068 amplifico un
fragmento de 714pb el cual comprendia del exén 5 al 8, donde se encontr6 una
sustituciéon de una Guanina por una Adenina (intrén 6) al igual que los otros dos
marcadores so6lo se hallaron dos genotipos GG y GA, las frecuencias alélicas fueron
mayores para la variante G (0,8). Tabla 19

Ademas de estos tres marcadores, otros seis SNPs fueron seleccionados por su
ubicacién dentro de los exones o cercania a ellos y su posible efecto sobre la trascripcion
de la proteina. Entre el exdn 5 vy el intrén 7 se identificaron 5 polimorfismos: T/C 32745
exon 5, G/A 2925 intron 5, G/A 2961 intrén 5, A/G 3047 intron 6 y G/A 3078 intr6n 6. El
sexto SNP fue ubicado en el exén 13 G/A 5898 (posiciones de nucleétidos en Gene ID:
511961) todos fueron amplificados por PCR convencional (tabla 3), genotipificados por
SSCP y confirmados por secuenciacion (tabla 4).

Los alelos mas frecuentes en la poblacién fueron: PRKAG32745 alelo T con una
frecuencia de 0,6, PRKAG32961 alelo A con 0,6, PRKAG33047 alelo G con 0,6,
PRKAG33078 alelo G con 0,8, y PRKAG3598 alelos G con 0,6, en cuanto al marcador
PRKAG32925 ambos alelos G y A presentaron una frecuencia de 0,5. En la tabla 19, se
presentan las frecuencias genotipicas de cada marcador.
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Tabla 19: Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores del gen PRKAG3

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia Genotipica
PRKAG32925 G 0,5 A 0,5 GG 0,3 GA 0,4 AA 0,3
PRKAG32961 G 0,4 A 0,6 GG 0,1 GA 0,6 AA 0,3
PRKAG33047 A 0,4 G 0,6 AA 0,1 AG 0,6 GG 0,3
PRKAG33078 G 0,8 A 0,2 GG 0,5 GA 0,5 AA 0,0
PRKAG31526 G 0,8 T 0,2 GG 0,7 GT 0,1 TT 0,2
PRKAG32745 T 0,6 C 0,4 TT 0,4 TC 0,4 cC 0,2
PRKAG32180 T 0,8 C 0,2 T 0,7 TC 0,3 cC 0,0
PRKAG35898 G 0,6 A 0,4 GG 0,3 GA 0,6 AA 0,1
PRKAG33068 G 0,8 A 0,2 GG 06 GA 03 AA 0,1

De los 6 marcadores estudiados, el SNP del exon 5, PRKAG32745 fue disefiado a partir
de la identificacién de la homologia con la regién donde se localiza el polimorfismo RN en
el gen PRKAG3 cromosoma 15 porcino el cual ha sido reportado por los efectos negativos
sobre la calidad de la carne, esta mutacion provoca un cambio de la arginina por
glutamina (R200Q) generando alteraciones sobre la funcion de la enzima AMPK,
produciendo bajos niveles de glucégeno, lactato y un nivel de pH final mas alto (Milan et
al. 2000). Ninguno de estos 6 SNPs hasta el momento ha sido reportado en la literatura
con asociacion a calidad de la carne en bovinos.

Tabla 20 Valores de Heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), equilibrio de
Hardy Weinberg y valores de Fis para los marcadores del gen PRKAGS3.

Marcador N Ho He EHW Fis
PRKAG32925 164 0,415 0,498 * 0,168 ns
PRKAG32961 164 0,591 0,472 *x -0,254 ns
PRKAG33047 164 0,591 0,472 *x -0,254 ns
PRKAG33078 164 0,500 0,375 *hx -0,333 ns
PRKAG31526 164 0,110 0,125 ns 0,123 ns
PRKAG32745 164 0,409 0,459 ns 0,110 ns
PRKAG32180 164 0,317 0,275 ns -0,153 ns
PRKAG35898 164 0,591 0,475 o -0,246 ns
PRKAG33068 164 0,378 0,343 ns -0,103 ns

N= numero de animales, ns=no significativo, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Los marcadores PRKAG31526, PRKAG32745, PRKAG32180 vy PRKAG33068 se
encontraron en proporcibn de Hardy Weinberg, los marcadores PRKAG32925,
PRKAG32961, PRKAG33047, PRKAG33078 vy PRKAG3598 se desvian
significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg (p<0,001 y p<0,05). En el estadistico Fis
se observan valores positivos y negativos pero ninguno presento significancia. En la tabla
20 se presentan los valores de P para la comparacién entre los heterocigotos esperados,
los heterocigotos observados y los valores Fis para todos los marcadores.

En el andlisis de asociacion, tres marcadores del gen PRKAG3 presentaron asociacion
significativa por lo menos con una variable de color. Los factores raza, maduracion y las
interacciones (Raza*Maduracion, Raza*Marcador, Marcador*Maduracion,
Marcador*Maduracion*Raza) no fueron significativos para ningun parametro
colorimétrico en los musculos LD y ST. Los resultados de los analisis de asociacion del
genotipo con los parametros de color para los marcadores del gen PRKAG3 en el
musculo LD se presentan en la tabla 13 y en el masculo ST en la tabla 14.

Después del andlisis de las tablas para el gen PRKAG3 se observé un efecto significativo
de sb6lo 3 SNPs de los 9 analizados sobre los parametros de color. EI marcador
PRKAG31526 presentd un efecto significativo p<0,05 sobre todas las variables de color
en el masculo LD y de p<0,01 sobre el musculo ST. El test de Tukey arrojé diferencias
significativas para los tres genotipos, a partir de esto se reporta una asociacion de L*,
donde el genotipo TT presento los valor mas bajo tanto para el musculo LD como para el
ST. Este mismo genotipo en el musculo LD fue asociado con a*, C* (valores mas altos,
18,84+2,18 y 21,35+2,61,), con b* y hab (valores bajos, 7,86+2,48 y 26,13+5,54). Estos
resultados coinciden con los reportados con Ciani et al. (2010) quienes realizaron un
andlisis preliminar de asociacion en bovinos Chianina de los cuales sélo el SNP
PRKAG31526 presento una asociacion significativa con el color (L*, a* y C*) en los
musculos LD y ST. En carne en cerdos, este polimorfismo causa una sustitucion de
aminoacidos en el residuo 121 de la parte N-terminal de la proteina (Ciani et al. 2010).
McKay et al. (2003), identificaron esta misma mutacién en el exén 4 con tendencia de
asociacion al color de la carne.

En el presente estudio, el polimorfismo PRKAG33068 presentd un efecto altamente
significativo sobre varios parametros de color (p<0.001), El genotipo GG se asoci6 con los
valores mas altos para las variables a* y C* en el LD y con los menores valores para hab
en el musculo LD y para L* en el ST (tabla 13 y 14). Estos resultados coinciden con los
reportados por Yu et al. (2005) quienes identificaron la asociacion de este SNP del gen
bovino PRKAG3 con parametros de color a* y b* tanto en el musculo Longissimus
thoracis lumborum (LTL) como en musculo Semimembranosus (SM), donde el genotipo
GG presentd los mejores valores para estos parametros en comparacion con los
homaocigotos AA y heterocigotos AG. Por el contrario en el estudio realizado por Reardon
et al., (2010) en bovinos cruzados, los parametros L*,a* y b* mostraron un efecto
significativo (p<0,05) asociado a este polimorfismo, pero siendo el genotipo AA el mas
favorable.
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Finalmente el genotipo homocigoto GG del marcador PRKAG33047 solamente presento
asociacion (p<0,05) con el indice de rojos a* en el musculo ST (18.91+2.61). Milan et al.,
(2000) demostraron la mutacién Arg200GIn en el gen PRKAG3 porcino, la cual muestro
fenotipos dominantes RN con un aumento en el almacenamiento de glucégeno en el
musculo esquelético y con efectos altamente significativos sobre la calidad de la carne.
Otra mutacién Vall99lle, también reportada en cerdos, reduce el contenido de glucégeno
muscular (Milan et al. 2000; Ciobanu et al. 2001). Tanto Arg200GIn y Vall99lle se
encuentran en el dominio CBS (cistationina b-sintasa) del gen PRKAG3 produciendo
efectos opuestos sobre el contenido de glucégeno muscular.

En el ganado bovino, este polimorfismo PRKAG33047 esta situado en el dominio CBS, el
cual es altamente conservado entre cinco especies diferentes, este dominio CBS esta
involucrado en la focalizacion citoplasmatica, la interaccion proteina-proteina, y la
regulacién de la actividad de la proteina, sugiriendo que esta mutacion podria estar
correlacionada con los rasgos de calidad de la carne, especialmente el color (Milan et al.
2000; Ciobanu et al. 2004; Rothschild et al. 2005).

Estudios de gran importancia como los realizados por Roux et al. (2006) reportaron el
andlisis de polimorfismos del gen PRKAG3 en tres razas bovinas donde fueron
identificados 32 SNPs entre los cuales 13 se encontraron en la regién de codificacion, uno
se encontr6 en el 3 'UTR y 18 se encontraron en los intrones, observando que la
presencia de los alelos mutantes que afectan la secuencia de codificaciébn se encuentran
en una frecuencia muy baja (Roux et al. 2006). Yu et al. (2005) identificaron en ganados
Bos taurus Bos taurus siete SNPs, donde la mayoria de estos presentaron una tendencia
a estar involucrados en el desarrollo de enfermedades genéticas o rasgos de calidad de
carne. Li et al., 2012 evaluaron SNPs especificos encontrando una correlacion
significativa entre los SNPs y la terneza y consideran la posible asociacién a otros rasgos
de calidad entre ellos el color de la carne (Li et al. 2012). Al parecer todos estos estudios
mostraron una tendencia a una posible asociacion con color, el andlisis de Ciani et al.
(2007) reafirma esta conclusion, reportando una tendencia no significativa hacia la
asociacion de haplotipos en el gen PRKAG3 con el color de la carne. Hasta la fecha,
solamente los estudios realizados por Reardon et al., (2010) describen una asociacion
significativa de SNPs de este gen, sobre cambios en el color de la carne. Estos resultados
aportan evidencia de que el gen PRKAGS tiene efectos potenciales sobre el color de la
carne de ganado Bos indicus, Bos taurus y sus cruces; como se propuso en carne de
cerdo, es probable que éste gen se relacione con la regulacion del contenido de
glucégeno muscular.

4.2.5 Gen Receptor de la Rianodina tipo 1 (RYR1)

Este gen es conocido también como gen halotano, ha sido reportado en la literatura por
su susceptibilidad al estrés, con un efecto negativo sobre la calidad de la carne y el
comportamiento productivo de los cerdos, ya que causa alteraciones en la liberacion del
Ca’+ afectando la contraccién muscular y el consumo de ATP durante el post-mortem,
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estimulando asi la via glicolitica y por lo tanto alterando el pH final de la carne (Fuijii et al.
1991; Ta and Pessah 2007b).

Este estudio evalio SNPs en el gen RYR1 bovino mediante el disefio de primers que
amplificaron regiones en su mayoria exonicas, donde se encuentran ubicados una serie
de SNPs reportados en la base de datos del GenBank. Todos los marcadores fueron
genotipificados mediante la técnica de SSCP y por RFLP, los genotipos identificados
fueron confirmados por secuenciacién. (Tabla 3, 4, 5)

En el exdn 11 se localizdé una sustitucion de Guanina por Adenina en la posicién 11195
del Gene ID: 100139857. De los 164 animales genotipificados un 50% fueron
homocigotos GG; 10% heterocigotos GA y 40% homocigotos AA. Las frecuencias alélicas
se presentan en la tabla 21.

Los polimorfismos Timina por Citosina en la posicién 21643 del exén 19 y la posicién
27970 del exén 24 presentaron una frecuencia alélica de 0,1 para la variable T y 0,9 para
la variable C, el genotipo homocigoto TT estuvo ausente para los dos marcadores. Esta
misma transicibn pero en la posicion 27871 del exdn 24 presentd unas frecuencias
genotipicas de 0,2, 0,1y 0,7 para los genotipos TT, TC y CC respectivamente Tabla 21.

El marcador RyR126680 (A/C) y el marcador RYR127982 (T/C) mostraron frecuencias
alélicas de 0,9 para el alelo A vy el alelo C respectivamente, los genotipos CCy TT no se
observaron en la poblacion. En la sustitucion Citosina por Timina en la posicion 13638 del
exon 12, se observaron frecuencias alélicas de 0,6 para C y 0,4 para T, el genotipo
homocigoto CT fue el mas frecuente con 0,7 para este marcador. Tabla 21.

Los marcadores RYR128046 y RYR128068 ubicados en el intron 24 no fueron
informativos.

Finalmente se investigd en la secuencia de bovinos, la region homologa a la mutacién
1843 (C/T) reportada en cerdos y conocida como hipertermia maligna, esta region fue
localizada en el exén 17 del gen RYR1 bovino con la presencia de una sustitucion
Adenina por una Guanina en la posicion 20298 del gen (Gene ID: 100139857). Se
encontraron frecuencias alélicas de 0,6 para A y 0,4 para G, los tres genotipos fueron
identificados en la poblacion Tabla 21.
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Tabla 21: Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores del gen RYR1

Marcador Frecuencia alélica Frecuencia Genotipica

RYR20298 A 0,6 G 0,4 AA 0,3 AG 0,5 GG 0,2
RYR11195 G 0,5 A 0,5 GG 0,5 GA 0,1 AA 0,4
RYR21643 T 0,1 C 0,9 1T 0,0 TC 0,1 CcC 0,9
RYR113638 C 0,6 T 0,4 CcC 0,2 CT 0,7 TT 0,1
RYR126680 A 0,9 C 0,1 AA 0,7 AC 0,3 CcC 0,0
RYR127871 T 0,2 C 0,8 TT 0,2 TC 0,1 CcC 0,6
RYR27970 T 0,1 C 0,9 TT 0,0 TC 0,2 CcC 0,8
RYR27982 C 0,9 T 0,1 CcC 0,7 CT 0,2 TT 0,0
RYR28046 C 1,0 G 0,0 CcC 1,0 CG 0,0 GG 0,0
RYR28068 C 1,0 T 0,0 CcC 1,0 CT 0,0 TT 0,0

Los marcadores RYR11195, RYR113638, RYR126680 y RYR127871 no se encontraron
en proporcion de Hardy Weinberg. El estadistico Fis para los marcadores RYR11195y
RYR126680 mostré valores positivos (0,780 y 0,865 respectivamente) con diferencias
altamente significativas (p<0.01 y p=<0.001) indicando una presencia elevada de
homocigotos. Caso contrario fue observado en el marcador RYR113638 donde se

presentd un déficit de homocigotos estadisticamente significativo. Tabla 22.

Tabla 22: Valores de Heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), equilibrio de

Hardy Weinberg y valores de Fis para los marcadores del gen RYRL1.

Marcador N Ho He EHW Fis
RYR20298 164 0,463 0,493 Ns 0,059 ns
RYR11195 164 0,110 0,500 e 0,780 **
RYR21643 164 0,128 0,120 Ns -0,068 ns
RYR113638 164 0,701 0,484 ok -0,448 *
RYR126680 164 0,268 0,232 * -0,155 ns
RYR127871 164 0,049 0,363 e 0,865***
RYR27970 164 0,189 0,181 Ns -0,044 ns
RYR27982 164 0,238 0,246 Ns 0,031 ns
RYR28046 164 0,012 0,012 Ns -0,006 ns
RYR28068 164 0,006 0,006 Ns -0,003 ns

N= numero de animales, ns=no significativo, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

En el andlisis de asociacion, los marcadores de RYR1, cuatro de ellos presentaron
asociacion significativa con los pardmetros de color. Los factores raza, maduracion y las
Marcador*Maduracion,
parametro

interacciones

(Raza*Maduracion,
Marcador*Maduracion*Raza) no fueron significativas

colorimétrico en los musculos LD y ST.

Raza*Marcador,

para ningun
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Los resultados del estudio de asociacion de los genotipos del gen RYR1 con los
parametros de color en el musculo LD se presentan en la tabla 13 y en el muisculo ST en
la tabla 14. Considerando la significancia comprendida entre el 95 y el 99.9%, se puede
observar que todos los parametros de color fueron afectados por mutaciones en el gen
receptor de Rianodina. A continuacién se presentas los marcadores asociados:

El marcador RYR11195 se asoci6 con los indices de a* y C* tanto para el musculo LD
como para el ST, donde el genotipo homocigoto GG presentd los valores mas favorables
para ambos musculos. Los valores de GG fueron mas altos para a* y C* (a*=18,24+2,44,
C*=21,54+2,49, en el musculo DL y a*=18.95+2.64, C* 23.12+2.27 para musculo ST). Lo
anterior indica que los animales portadores de este genotipo tenian carnes mas rojas y
saturadas, caracteristicas deseables para un consumidor. El marcador RYR113638
presentd asociacion significativa del indice de a* y hab donde el genotipo homocigoto CC
presentd valores mas altos para a* (18,34+2,11) y los mas bajos para Hab (28,63+4,62)
en comparacion con los homocigotos TT y heterocigotos CT en el masculo LD. Para el
musculo ST, nuevamente el genotipo CC presentd asociacion con los mejores valores
para los indices de color L* b* Hab (valores mas bajos 46.43+£3.28, 12.11+1.78 y
34.76+4.82 respectivamente) y a* (valores mas elevados 19.33+£3.29). EIl polimorfismo
RYR120298 evidencié efectos significativos del genotipo homocigoto GG sobre el
musculos LD para hab (28,12+6,19) y sobre el musculo ST para los indices de L*
(46.03+3.78) y hab (34.24+6.14). Finalmente el genotipo TT del marcador RYR127871
mostré diferencias significativas asociadas a menor claridad en el musculo LD
(39,02+2,71) menor angulo de tono tanto en el masculo LD y ST (28,96+6,45 y
34.7445.87) con carnes mas rojas y saturadas (a*=18,95+2,20 y C*= 21,84+2,55; LD y
a*=18.39+2.29 y C*=22.98+2.47; ST).

Varios autores han estudiado mutaciones en el gen RYR1, las investigaciones se enfocan
principalmente en el polimorfismo de nucleédtido simple 1843 el cual reemplaza una
Citosina por una Timina C/T, en la secuencia del gen en cerdos, ocasionado un aumento
descontrolado de los niveles de calcio intracelular del musculo esquelético dando lugar a
una hiperactividad del musculo, agotamiento de las reservas de ATP y glucégeno, lo cual
afecta el pH final de las carnes de cerdos y por consiguiente su calidad (Ta and Pessah
2007b; Castro et al. 2011; Rybarczyk et al. 2012). La importancia de éste gen radica en
gue el genotipo determina en forma casi absoluta la variabilidad genética del fenotipo
(Koshkoih et al. 2005). Hasta el momento so6lo se tiene conocimiento de un estudio que
reporta QTLs de color en la carne en ganado Bos Taurus. En esta investigacion se
realizd la comparacion de cartografias para la identificacion de regiones donde
posiblemente se encontraban ubicados genes candidatos para color, ellos descubrieron
mediante estas comparaciones que el polimorfismo 1843 en el gen RYR1, el cual ha sido
mapeado en el cromosoma 6 de cerdos (SSC6), es homologo al cromosoma 18 en
bovinos (BTA18) donde encontraron un QTL para el color de la carne (Koshkoih et al.
2005). En el presente estudio se realiz6 la busqueda del gen bovino a partir de la
informacion de la region donde se encuentra mapeado el gen halotano en cerdos, ésta fue
localizada en el exdn 17 del gen RYR1 bovino con un polimorfismo en la posicion 20298,
el cual presenté un efecto significativo sobre los parametros de color L* y hab, lo que
permite aseverar que los resultados de la presente investigacion demostraron la
presencia de un marcador de importancia asociado a color en bovinos. Los SNPs que
presentaron un efecto sobre el color de la carne fueron ubicados en regiones exonicas del
gen RYR1 (exdén 11, 12, 17 y 24), lo que indica que por su posicion son cambios que se
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transcriben, no se conoce si estos polimorfismos ocacionan cambios sinénimos o no
sinbnimos que puedan tener un efecto funcional sobre la proteina. Los resultados de éste
trabajo demuestran que la busqueda de SNPs dentro de este gen y el posterior estudio
de asociacion con los indices de color, proporcionan la primera informacién valiosa acerca
de la varianza fenotipica de esta caracteristica en ganado Bos taurus, Bos indicus y sus
cruces.
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5. Conclusiones y recomendaciones

Los presentes resultados confirman que la variaciéon en el color de la carne de ganado
bovino esta bajo influencia genética. La variacion en el color de la carne de ganado bovino
esta influenciada por los genes candidatos CALP1, CASP, PRKAG3, RYR1 y MB en
ganado Bos Indicus y sus cruces con Taurus.

Se conformé un banco de 160 muestras de ADN gendmico pertenecientes a bovinos Bos
indicus X Bos indicus y Bos taurus X Bos indicus) provenientes de la regién del sur del
Cesar .

Se determind el efecto de tiempo de maduracion postmortem y el efecto del cruce sobre
los cambios de color de la carne, identificandose que tanto la raza como el desarrollo de
la maduracién puede influenciar la estabilidad del color en los musculos Longissimus dorsi
y Semitendinosus

Se Identificaron 30 mutaciones puntuales entre los genes CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 y
RYR1 en bovinos cruzados (Bos indicus X Bos indicus y Bos taurus X Bos indicus).

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas para los marcadores de los genes
CAPN1, CAST, MB, PRKAG3 y RYR1 en bovinos cruzados (Bos indicus X Bos indicus y
Bos taurus X Bos indicus) encontrandose en gran proporcion una fijacion de alelos.

Se determing el efecto significativo de 18 polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) de los
genes candidatos evaluados en este estudio sobre los cambios de color de la carne en los
musculos Longissimus dorsi y Semitendinosus.

Este es el primer estudio donde se identificaron nuevos polimorfismos en los genes MB,
PRKAG3 y RYR1 relacionado con cambios en el color de la carne en ganado Bos indicus
y Bos taurus cruzado con Bos Indicus.

Se recomienda llevar a cabo analisis con paneles sensoriales para la caracteristica color,
con el fin de identificar si las diferencias estadisticas halladas en este trabajo, son
percibidas e identificadas por el panel.

Con respecto a los genes evaluados implicados en los cambios de color de la carne, seria
de gran interés realizar estudios de expresion génica empleando herramientas como
microarreglos o PCR en tiempo real que permitan identificar los perfiles de expresion de
cada uno de estos genes y lograr asociar estos cambios de expresion a la presencia de
polimorfismos de nucledtido simple.
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Mas estudios deben llevarse a cabo para demostrar el efecto funcional de las
asociaciones entre los polimorfismos y el color carne. Con el rapido desarrollo de técnicas
de secuenciacion de alto rendimiento ya es posible la identificacién de miles de nuevos
SNP de forma répida y eficiente, esto es de gran interés pues permitiria incrementar el
poder de deteccion en el andlisis de asociacion de las diversas regiones genéticas sobre
el color de la carne de bovino.

Se recomienda trabajar con un nimero mas elevado de individuos por raza para de esta
manera conseguir identificar el efecto del genotipo sobre los cruces.

La informacion referente al efecto de los marcadores genéticos sobre el color de la carne
de ganado bovino es todavia limitada. En general, los experimentos para detectar SNPs
en ganado de carne se han centrado en la terneza y las caracteristicas de composicion de
la canal. Esta estudio es pionero en la identificacion de nuevos polimorfismos en los
genes MB, PRKAG3 y RYR1 relacionado con cambios en el color de la carne en ganado
Bos indicus y Bos taurus cruzado con Bos indicus, se recomienda una mayor
investigacion de nuevas asociaciones en poblaciones puras.
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