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GLOSARIO

A adenina.

ADN acido desoxirribonucleico.
AGCL acidos grasos de cadena larga.
AGRP proteina r-agouti.

AMP adenosin monofosfato.

AMPK proteina quinasa activada por AMP.
Arg arginina.

ARN acido ribonucleico.

ARNmM ARN mensajero.

Asn asparagina.

Asp acido aspartico.

ATP adenosin trifosfato.

C citosina.

C. centro de investigacion.

Ca? i6n de calcio.

CAST gen de la calpastatina.

cm centimetros.

CM raza casco de mula.

CNV variacion en el numero de copias.
CRA capacidad de retencién de agua.
Cys cisteina.

EGD espesor de la grasa dorsal.

FA fragmento amplificado.

G guanina.

g gravedades.

Gly glicina.

g gramos.

HFABP proteina cardiaca de union a acidos grasos.
ICs0 concentracion inhibitoria del 50%.
lle isoleucina.

IMF grasa intramuscular.

Indels inserciones y deleciones.

Kb kilobases.

KDa kilodalton.

Kg kilogramos.

Kgf kilogramos fuerza.

LC largo de la canal.

LEPR gen del receptor de leptina.
MC4R receptor de melanocortina 4.

mg miligramos.

MgCl» cloruro de magnesio.

ml mililitros.
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mM
N

ng
nm
Pb
PCR
PP
PRKAG3
PSE
QTL
RFLP
RS
RYR1
SAM
Sd
SDS
Ser
SNP
SP
SSC
STR
T

Thr
Twm
Val
WB

Z
%G/C
ul

UM

milimoles.

normalidad.

nandgramos.

nanémetros.

pares de bases.

reaccién en cadena de polimerasa.

perimetro de pierna.

subunidad y3 de la proteina quinasa activada por AMP.
carne palida, suave y exudativa.

loci de rasgo cuantitativo.

polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion.
el reticulo sarcoplasmatico.

receptor de rianodina 1.

seleccién asistida por marcadores.

Desviacion Estandar

dodecilsulfato sodico.

serina.

polimorfismo de nucleétido simple.

raza san pedrefio.

cromosoma de Sus scrofa.

secuencias cortas repetidas en tandem.

timina.

treonina.

temperatura de fusion de los primers.

valina.

Warner-Bratzler.

raza zungo.

porcentaje de guanina-citosina en una cadena de ADN.
microlitros.

micromoles.
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RESUMEN

La investigacion se realizé en los centros de investigacion “Turipand”, “La Libertad”
y “San José del Nus”, propiedad de la Corporaciéon Colombiana de Investigacion
Agropecuaria — CORPOICA, donde se localizan los bancos de germoplasma de las
razas de cerdos criollos Zungo, Casco de Mula y San Pedrefio respectivamente, se
utilizaron en total 63 cerdos, 22 eran Zungo, 21 Casco de mula y 20 de la raza San
Pedrefio. Se evalud la calidad de la carne teniendo en cuenta el rendimiento de
carne y canal, peso al sacrificio, perimetro de pierna, largo de canal, espesor de la
grasa dorsal, terneza, capacidad de retenciobn de agua y composicion
bromatoldgica; ademas se evaluaron ocho marcadores moleculares tipo SNP
utilizando la técnica de minisecuenciacion SNaPShot® (Applied Biosystems, USA).
Todos los SNP empleados han sido asociados con la calidad de la carne y estan
presentes en seis genes CAST, HFABP, LEPR, MC4R, PRKAG3 y RYR1, se
determinaron las frecuencias alélica y genotipicas, y finalmente para la busqueda
de asociaciones entre los genotipos y las variables de calidad se empleé el paquete
SNPassoc® del software estadistico R (R Foundation for Statistical Computing). Los
cerdos Zungos lograron mayores pesos al sacrificio y largo de canal que las otras
dos razas, adicionalmente, esta raza obtuvo una mayor terneza (3.7kgf), incluso
superior a la presentada por razas comerciales. Se encontraron siete marcadores

moleculares polimorficos y tan solo uno monomorfico (PRKAG3).

Palabras Claves: Marcadores moleculares, SNaPShot, CAST, HFABP, LEPR,
MC4R, PRKAG3, RYR1.
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ABSTRACT

The research was done in “Turipand”, “La Libertad” and “San José del Nus” research
centers, owned by Corporacion Colombiana de investigacion Agropecuaria —
CORPOICA where are located genebank of Colombian swine breeds: Zungo, Casco
de Mula and San Pedreio respectively. A total of 63 pigs were used: 22 Zungos, 21
Casco de Mula and 20 San Pedrefio. Meat Quality was evaluated taking into account
meat and carcass yields, slaughter weights, leg perimeter, carcass length, backfat
thickness, tenderness, water holding capacity and chemical composition.
Furthermore, eight molecular markers SNP type were assessed with SNapShot®
minisequencing technique (Applied Biosystems, USA). All SNPs have been
associated with meat quality in previous works and are present in six genes CAST,
HFABP, LEPR, MC4R, PRKAG3 and RYR1. Allelic and genotypic frequencies were
determined, and finally for association search between genotypes and meat quality
variables was used SNPassoc® package of R Statistical software (R Foundation for
Statistical Computing). The Zungo breed achieved higher slaughter weights and
carcass length than the other two breeds. Additionally, this breed had a higher
tenderness (3.7 kgf), even higher than some commercial breeds. Seven molecular
markers were found to be polymorphic and only one (PRKAG3) was monomorphic.

Keywords: Molecular markers, SNaPShot, CAST, HFABP, LEPR, MC4R,
PRKAG3, RYRL1.
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INTRODUCCION

Las especies animales de crecimiento rapido, con un alto indice de conversién de
alimentos, como el cerdo, se constituye en una de las mejores alternativas para
satisfacer el incremento de la demanda mundial de carne (FAO.org, 2015). Es asi
como la produccion comercial de cerdos se ha intensificado de manera significativa
en las ultimas décadas, calculandose para el 2015 una produccion mundial de su
carne en 118.8 Millones de toneladas con aumento del 1.3% con respecto al afio
anterior, conservando el titulo de la carne de mayor produccion a nivel mundial
(FAO, 2015). Estos sistemas utilizan un numero reducido de razas, con un alto nivel
de uniformidad y alto rendimiento, colocando al cerdo como el mamifero domestico

mas difundido en el mundo y su carne la mas consumida (FAO.org, 2015).

En Colombia de enero a noviembre de 2015 se sacrificaron 3'’203.569 cabezas de
ganado porcino, lo que corresponde a un aumento del 11.7% en comparacion a lo
contabilizado en el afio 2014 (Asoporcinos, 2015).

En los paises en desarrollo, existe una serie de sistemas tradicionales de
produccion de cerdos que se caracterizan por ser a pequefa escala, utilizan sub
productos y residuos alimenticios de bajo valor comercial con lo que disminuyen los
costos de produccién (FAO.org, 2015). Estos sistemas de subsistencia estan
basados principalmente en cerdos criollos, manejados en forma extensiva, con
dietas altas en fibra, deficientes en nutrientes, con bajos rendimientos productivos y
altos contenidos de grasa corporal comparados con las razas comerciales, motivo
por el cual no cumplen con las actuales exigencias del mercado, que requiere
cerdos de alto rendimiento y carne con bajo contenido de grasa (Ortiz y Sdnchez,
2001).

En Colombia se han descrito cerca de diez razas criollas, tres de estas son el Casco

de Mula (CM), San Pedrefio (SP) y Zungos (Z) distribuidas en tres zonas: Llanos
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Orientales, Antioquia y la costa Atlantica, respectivamente (Barrera et al., 2007).
Estas razas llegaron hace 500 afios al territorio colombiano y han logrado adaptarse
a las condiciones climaticas tropicales y al manejo suministrado por los pequefios
productores, la mayoria presentan comportamientos productivos bajos en parte
debido a la inadecuada alimentacién y por falta de practicas de manejo genético,
que permita seleccionar animales con caracteristicas de importancia econémica y
de calidad de la carne (Cardozo y Rodriguez, 2010), Otra opcién es la utilizacion
de las razas comerciales de cerdo como Yorkshire, Hampshire, Duroc, Pietran y
Landrace, entre otras, que fueron mejoradas genéticamente en los paises
industrializados para sus condiciones ambientales y tecnoldgicas, con el fin de
obtener mejores rendimientos en sus sistemas de produccién, sin embargo, estas
razas no se ajustan adecuadamente a los sistemas tradicionales de produccion en
Colombia, por la falta de adaptacion a los cambios de temperatura y humedad
tipicos del tropico (Linares et al., 2011). La adaptacion de los porcinos criollos a las
condiciones del trépico a través de generaciones, evidencia un germoplasma
valioso, que es necesario conservar y estudiar en la busqueda de sistemas de

produccion sostenibles y competitivos (Lobo y Medina, 2009).

En Colombia, el mejoramiento de la produccién de carne porcina durante muchos
afos estuvo ligada al cruzamiento entre razas comerciales por su alta productividad
y las razas criollas por su adaptabilidad; a pesar de su utilidad, este modelo de
mejoramiento presenta algunos problemas como, tiempos largos de deteccién de
los fenotipos deseados y la aparicion de descendencia sin las caracteristicas
deseadas (LOpez et al., 2007).

No obstante que entidades como CORPOICA se han interesado en la preservacion
de los recursos genéticos, la conservacion de las razas de cerdos criollos
colombianos ha sido compleja, debido a que su numero se ha disminuido por los
cruzamientos absorbentes con razas comerciales altamente seleccionadas (Barrera

etal., 2007). CORPOICA resalta la importancia del aprovechamiento de los recursos
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genéticos de los cerdos criollos, por lo que adelanta trabajos de investigacion para
identificar y obtener individuos de estas razas, con caracteristicas genéticas
sobresalientes que se conviertan en una alternativa rentable por los bajos costos de

manutencion en comparacién con las razas comerciales (Oslinger et al, 2006).

Sin embargo, son pocos los trabajos realizados en la deteccion de marcadores
moleculares en cerdos criollos, Carolino et al. (2007) trabajaron en la deteccion de
la mutacion del locus RYR1 asociado al sindrome de Stress porcino que afecta la
calidad de la carne, en este estudio se incluyeron razas comerciales y tres razas
criollas portuguesas; Gao et al. (2007) expresa la importancia del uso de tecnologias
de gendmica para el mejoramiento de la calidad de la carne en animales
domésticos, tal como los avances en la identificacion de genes o marcadores
asociados a genes que afectan la calidad de la carne, y expresan que este tipo de
ayudas son una herramienta importante para los programas de mejoramiento
genético aplicados a los animales de las granjas a través de programas de seleccion

asistida por marcadores.

En la especie porcina, son variados los estudios realizados a nivel mundial al
respecto y se han reportado una gran variedad de genes con efecto mayor (Davoli
y Braglia, 2007). El Laboratorio de Genética Molecular Animal de CORPOICA ha
dado especial énfasis al estudio de marcadores de Polimorfismos de Nucle6tido
Simple (SNP por sus siglas en inglés) asociados a variaciones en la calidad de la
carne, por lo que se convierten en una alternativa para la caracterizacion y la
seleccion de los cerdos criollos colombianos (Padilla et al., 2010). Entre las
metodologias mas usadas para determinar los marcadores moleculares tipo SNP
se encuentra la minisecuenciacion que en comparacion con otras metodologias

existentes es altamente precisa y econémica (Sobrino et al., 2005).

Con este estudio se pretende identificar las caracteristicas moleculares de nuestros

recursos geneticos animales y especificamente en algunas de las razas de cerdos
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criollos, que permita incrementar el acervo de conocimiento de genes que aporten
significativamente a la variacion de caracteristicas de importancia econdmica, estas
determinaciones son realizadas con la ayuda de la deteccibn de marcadores

moleculares de Polimorfismos de nucleétido simple (SNP).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad de la canal y la carne de tres razas de cerdos criollos colombianos
Zungo, Casco de Mula y San Pedrefio, y variaciones a nivel de ADN en genes relacionados
con estas caracteristicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la calidad de la canal y la calidad fisicoquimica de la carne de tres razas

cerdos criollos colombianos Zungo, Casco de Mula y San Pedrefio.
e |dentificar variantes tipo SNP (Polimorfismo de Nucle6tido Simple) en genes

asociados a la calidad de la canal y la carne en las razas de cerdos criollos
colombianos Zungo, Casco de Mula y San Pedrefio.
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CAPITULO 1.

Evaluacion de la calidad de la carne de razas porcinas criollas

colombianas Zungo, San Pedrefio y Casco de Mula.
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1.1 MARCO REFERENCIAL

1.1.1 EL CERDO

El cerdo es una especie que pertenece al nuevo orden Cetartiodactyla, esta nueva
clasificacion taxondémica surge tras la union de los antiguos ordenes Cetacea y
Artiodactylia (O’Leary et al.,, 2008). El orden Cetartiodactyla surgié hace
aproximadamente 87.2 millones de afos (Price et al., 2005) y posee cuatro
subodrdenes: El suborden Tylopoda incluye los camellos, dromedarios y llamas; el
suborden Ruminantia, contiene a las vacas, cabras, ovejas y ciervos; el suborden
Cetancodonta, al que pertenecen los hipop6tamos, delfines y ballenas; y el
suborden Suina que corresponde a los cerdos y pecaries. Utilizando técnicas
bioinforméticas se realiz6 un arbol filogenético para el orden de los Cetartiodactyla
(Figura 1).

Figura 1. Arbol filogenético del orden Cetartiodactylia.

Camelidae
— Tayassuidae
— Suidae
— CETACEA
— Hippopotamidae
Tragulidae
Giraffidae
Antilocapridae
Bovidae
Cervidae
Moschidae

Fuente: (Price et al., 2005)
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El suborden Suina fue el primero que se distancioé de los otros subdrdenes en el
cretdceo tardio, estd compuesta por dos familias la Tayassuidae y la Suidae
(Hassanin et al., 2012). La familia Tayassuidae esta presente Unicamente en el
continente americano, posee tres géneros en la actualidad y tres Unicas especies,
son conocidos comunmente como pecaries (Gongora y Moran, 2005) y la familia
Suidae estd compuesta por cerca de dieciocho especies distribuidas en seis
géneros, la mayoria estan establecidas en el sureste de Asia y en Eurasia y unas

pocas en el continente africano (Gongora et al., 2011).

La familia Suidae aparece en el Eoceno tardio hace aproximadamente 35 millones
de afios en la peninsula Tailandia, su diversificacion acontecié a medida que se
expandian por toda Asia hasta llegar a Africa y Europa (Orliac et al., 2010). Algunos
géneros Babyrousa y Phacochoerus evolucionaron en Asia y el género Hylochoerus
apareci6 en el norte de Africa. El género Sus al que pertenece el cerdo doméstico,
es uno de los mas ampliamente extendidos, se encuentra desde las Filipinas hasta

Europa (Gongora et al., 2011).

El proceso evolutivo del genero Sus ha sido descrito en estudios de tipo fenotipico
y genotipico, pero aun no se ha podido determinar exactamente a causa de las
inconsistencias de los resultados. No obstante, un estudio determino el arbol
filogenético de este género, utilizando como base variables genotipicas y
fenotipicas, concluyendo que el género Sus ha divergido durante el Plioceno en tres
grupos de especies: (i) S. cebifrons/S. celebensis, (i) S. barbatus y (i) S.

verrucosus/S. scrofa (Mona et al., 2007).

La especie Sus scrofa también denominado como jabali, durante miles de afios ha
sido fuente de alimento para la especie humana, hace diez mil afos
aproximadamente se domesticé (Larson et al., 2007), este proceso condujo al
surgimiento de animales de caracter manso y dependientes del humano. En la

actualidad la especie se encuentra en cuatro tipos de estado: silvestre (jabali

23



europeo), semi-silvestre (cerdo ibérico), domestico (cerdo comun) y salvaje (cerdos
domésticos cimarrones) (Massei y Genov, 2004).

La domesticacion del jabali se llevé a cabo en diferentes lugares del mundo a partir
de subespecies de Sus scrofa, se present6 deriva genética por un efecto fundador
en cada region puesto que se obtuvieron poblaciones de cerdos a partir de unos
pocos cerdos fundadores, lo que ocasiond la fijacion de fenotipos y dio origen a las
primeras razas de cerdos domésticos (Larson et al., 2007). Desde el siglo XIX hasta
la mitad del Siglo XX, se implementaron procesos de cruzamiento entre razas
autoctonas con el fin de mejorar los rendimientos de carne y grasa, las razas Duroc,
Pietrain y Hampshire entre otras aparecieron en esta época (McGlone y Pond,
2003).

Durante el siglo XX el enfoque de mejoramiento fue cambiando debido a la perdida
de interés comercial de la grasa del cerdo y el descubrimiento de su relacién con
problemas de salud en los humanos, por estas razones, la seleccion de los cerdos
fue direccionada a aumentar el contenido de proteina y disminuir la grasa (Schmid,
2010). Con el desarrollo de la biologia molecular a finales del siglo XX e inicios del
siglo XXI, se estan implementando procesos de mejoramiento asistido con
marcadores moleculares, que disminuyen ostensiblemente los tiempos y son mas

eficientes para lograr nuevas razas de alta calidad (Davoli y Braglia, 2007).

1.1.2 RAZAS PORCINAS

Una raza es definida como un grupo de animales domésticos dentro de una misma
especie, que poseen ciertas caracteristicas externas, identificables y diferenciables
visualmente de otros grupos; de igual manera puede ser definida como un grupo
cuya separacion de otros grupos es de caracter geografico o cultural, sin importar
la presencia de relacién fenotipica. Se estima la existencia de mas de 100 razas de

cerdos en el mundo (Porter, 2002).
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Las primeras razas de cerdos surgieron de manera natural, cuando poblaciones de
cerdos quedaron aisladas geograficamente, lo que ocasiond la fijacion de fenotipos
dentro de las poblaciones por deriva genética. Sin embargo, la gran mayoria de las
razas comerciales han sido disefiadas por cruzamiento selectivos entra las razas de
origen natural con la finalidad de mejorar las caracteristicas productivas (Buchanan
et al., 2011).

Las razas de cerdos son clasificadas en dos diferentes grupos o lineas: linea
materna y linea paterna o terminal; La linea materna esta compuesta por las razas
Landrace Escandinavo y Yorkshire entre otras, estas poseen caracteristicas de baja
heredabilidad como: mayor nimero de lechones por camada, mayor numero de
lechones vivos por camada, alta capacidad reproductiva (Partos por hembra afo),
alta produccion de leche, y habilidad materna (Mortalidad en lactancia o peso
camada a 21 dias) (Johnson et al., 2011).

Las razas de linea paterna o terminal como Duroc, Pietrain y Hampshire se
caracterizan por rapida y alta ganancia de peso, eficiencia de conversién de
alimento, buena conformacion muscular, mejor rendimiento de canal y de carne, la
mayoria de estas variables son facil de medir y poseen entre moderada y alta
heredabilidad; El bajo contenido de grasa y esteroles de estas razas genera grandes
dificultades reproductivas dado que las hormonas involucradas son derivadas del

colesterol (Ciobanu et al., 2011).

1.1.2.1 Pietrain. Originaria de un poblado belga que lleva el mismo nombre, se dio
a conocer en los afios 50 luego de la crisis de la Segunda Guerra Mundial, su
popularidad hizo que fuese exportado a muchos paises en especial Alemania, su

origen es desconocido.
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Es una raza de tamafio medio, color blanco con pequefias manchas oscuras y de
orejas erguidas (Figura 2). Debido a su bajo contenido de grasa fue utilizada para
realizar estudio del transcriptoma de las células musculares y mediante un ajuste
de Bonferroni se relaciono la calidad de la carne con la expresion de 29 genes (Te
Pas et al., 2010).

Figura 2. Cerdo de la raza Pietrain.

Fuente: (Semen Cardona S.L., 2014)

1.1.2.2 Hampshire. Es una de las razas mas antiguas desarrolladas en América a
partir de cerdos provenientes de la region de Hampshire en Inglaterra, son de color
negro y poseen una franja de color claro sobre las patas delanteras (Figura 3), se
ha extendido en todo el mundo gracias a su caracteristicas como prolificidad, vigor,

capacidad alimenticia y rendimientos altos de la canal.

Un cambio de la Citosina 1833 por una Timina en el gen receptor de Rianodina
(RYR1) fue relacionado por secuenciacion a un QTL en el cromosoma 6 de cerdos
de la raza Hampshire, este QTL ha sido asociado con carne pdlida, blanda y
exudativa (Markljung et al., 2008) (Fuijii et al., 1991).
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Figura 3. Cerdo de la raza Hampshire.

Fuente: (Lefever, 2013)

1.1.2.3 Landrace. Originaria de Dinamarca, data aproximadamente de finales del
siglo XVII; durante afios ha sido sometida a procesos de seleccion, que la han
convertido en una de las razas comerciales mas extendidas en el mundo. Se
caracteriza por su color blanco, pelaje fino, hocico alargado y orejas caidas (Figura
4).

Figura 4. Cerdo de la raza Landrace.

Fuente: (Lefever, 2013)

Es una de la razas que ha sido sometida a seleccion y en la actualidad se esta

implementando en Dinamarca mejoramiento asistido por marcadores, por ejemplo
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de 1992 a 1997 se logré un aumento en 30% en el numero de lechones por camada

al afo, llegando a lograr en promedio 15.3 lechones por camada (Bjerre et al., 2010).

1.1.2.4 Duroc. La raza Duroc-Jersey fue disefiada en el este de los Estados Unidos
a partir del cruce de la raza Red Jersey y Old Duroc, la primera se identificaba por
su color de piel rojo y gran tamafio, sin embargo, la calidad y el rendimiento no era
optimo debido a su piel gruesa, sus huesos grandes y su alto contenido de grasa
(Figura 5).

Figura 5. Cerdo de la raza Duroc.

Fuente: (Grant Heilman Photography inc., 2013)

La raza Old Duroc provenia del estado de New York, tenia menor tamafio pero era
compacto, adicionalmente poseia buenas caracteristicas reproductivas. En la
actualidad se caracteriza por tener color rojo, tamafio medio y orejas caidas Se han
encontrado cerca de 2 QTL en el cromosoma SSC14 fuertemente asociados con el

contenido de grasa subcutédnea en cerdos de la raza Duroc (Uemoto et al., 2012).

1.1.2.5 Ibérico. Es un grupo de razas originarias del suroeste de la peninsula
ibérica, proviene principalmente de la subespecie Sus scrofa mediterraneus, se
caracteriza por su tendencia por acumulacién de grasa, pelo escaso, patas largas,
hocico prolongado, tamafio medio y con color de piel el negro, sin embargo se

encuentran cerdos ibéricos de color retinto (Figura 6) (Rodriguez et al., 2012).
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Se adaptaron al consumo de bellotas del bosques claro dehesa espafiola, que esta
compuesto de alcornoques y encinas. La alimentacion con bellotas y el estado semi-
silvestre causado por sistema de produccion extensivo, logran que la carne tenga
caracteristicas organolépticas muy valoradas por los consumidores (Lopez et al.,
2000).

Figura 6. Cerdo Ibérico.

Fuente: (Carnicas Maldonado S.L., 2016)

1.1.3 RAZAS CRIOLLAS COLOMBIANAS

Los cerdos llegaron a Latinoamérica en el siglo XV en el segundo viaje de Colén,
pertenecian al grupo de razas denominadas Ibéricas, en Colombia llegaron 300
cerdos de la raza extremefia Lampifia en el afio de 1505, transportadas por el
conquistador Rodrigo de Bastidas (Del Rio, 1996). La presencia de fenotipos
relacionado con otras razas ibéricas presumen la llegada de otras razas durante la

conquista (Linares et al., 2011).
Muchos de los cerdos traidos de Espafia se adaptaron muy bien a las caracteristicas

del trépico y escaparon de sus duefios, convirtiéndose en cerdos cimarrones, en la

actualidad existen tres razas denominadas criollas en Colombia, la raza San
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Pedrefio que se ubico en la region Antioquefia y el Viejo Caldas, la raza Casco de
Mula en el Piedemonte Llanero y los Llanos Orientales, y la raza Zungo que esta

distribuida en las sabanas de Cérdoba y Sucre (Oslinger et al., 2006).

Las razas criollas durante muchos afios fueron la base de la ganaderia porcina en
Colombia, pero en los ultimos afios con la llegada de razas mejoradas, estas nuevas
razas fueron cruzadas con las criollas para aprovechar sus caracteristicas de

adaptabilidad al medio (Oslinger et al., 2006).

La introgresion genética condujo a la casi extincion de la mismas, estudios de
caracterizacion molecular evidenciaron la presencia de marcadores moleculares
asociados a razas comerciales en razas Casco de Mula y San Pedrefio, no obstante,
la raza zungo presento cierto grado de pureza y heterocigocidad. Se construyd un
arbol filogenético utilizando distancias genéticas estandar de Nei (Figura 7) (Barrera
et al., 2007).

Figura 7. Arbol filogenético de la razas criollas con Neighbour Joining.

San Pedrefio

Landrace

&1 oo

Yorkshire

Duroc

Casco de Mula

Zungo

Fuente: (Barrera et al., 2007)
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El banco de germoplasma de CORPOICA tiene animales de las razas San Pedrefio,
Casco de Mula y Zungos, se realizan cruzamientos selectivos con el fin de mantener
la diversidad genética, y adicionalmente se realizan estudios de introgresion
genética para descartar individuos relacionados con las razas comerciales
(Martinez et al., 2005).

1.1.3.1 Casco de Mula. Su nombre deriva de su caracteristico casco fundido
(Sindactilia) similar al casco de mula, posiblemente este rasgo aparecié en las
pequefias poblaciones de cerdos que emigraron hacia los llanos orientales y se fijo
en la poblacion por efecto fundador. Es un cerdo adaptado a la alta humedad y
temperaturas elevadas del Oriente Colombiano, es muy prolifico y debido a su
sindactilia es menos susceptible a enfermedades en las pezufias (Poveda et al.,
1986).

Se considera un cerdo de tamafio medio, piel negra y lisa, pelaje de color negro y
en ocasiones rojizo, el hocico es de tamafio mediano, orejas grandes y ligeramente
caidas hacia delante, rostro céncavo, patas cortas y fuertes, anca caida y poca
pierna (Figura 8) (Gutiérrez et al., 2003).

Figura 8. Cerdo de la raza Casco de Mula.

Fuente: (Velasquez, 2012)
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Esta raza esta en peligro de extincién, aunque se tienen nucleos de conservacion
en el Banco de Germoplasma de CORPOICA en el C.I. La Libertad ubicado en

Villavicencio (Meta).

1.1.3.2 San Pedrefio. Cerdo de tamafio mediano, color negro de piel y de pelo,
pelaje abundante, patas cortas y finas, orejas semicaidas, perfil semiconcavo y
hocico corto (Figura 9) (Pérez, 1989). Estudios reportan que es un cerdo resistente
a enfermedades y de crecimiento lento y alto contenido graso. Una gran cantidad
de estos cerdos fue encontrada en San Pedro de los Milagros, Antioquia, de ahi su
nombre (Villegas, 1961).

Figura 9. Cerdo de la raza San Pedrefio.

Fuente: (Moreno, 2012)

Esta raza se conserva en el banco de germoplasma de CORPOICA en el C.I. El

Nus ubicado en el municipio de San Roque, Antioquia.
1.1.3.3 Zungo. Esta raza se localiza en la Costa Atlantica Colombiana,

principalmente en el valle del rio Sind y en el alto Sinu, es de color negro y escaso

pelo, similar al cerdo lampifio ibérico, es de hocico mediano, orejas amplias y rectas,
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con papada amplia, cuerpo cilindrico, extremidades cortas y finas (Figura 10)
(Sabogal y Owen, 1992).

Su adaptacion a las altas temperatura y humedad ha favorecido la sobrevivencia y
su reproduccién en regiones tropicales a nivel del mar, adicionalmente la hembra
tiene buenas caracteristicas maternas. Se clasifican en tres tipos de acuerdo a su
composicion corporal: El Choncho de cuerpo redondeado, tamafio pequefio anca
caida, patas pequefias y gruesas, papada abundante, jamon pequefio y graso; el
tipo mediano de tamafio medio, papada desarrollada, patas delgadas, falanges
largas; el tipo Chuzo tamafio rectangular, longitud mediana, poca papada, patas

largas y delgadas, jamon escaso y regularmente graso (Sabogal y Owen, 1992).

Fuente: (Abuabara, 2012)

Utilizando marcadores moleculares tipo RFLP se determiné la ausencia total de la
mutacion en el gen RYR1 asociada con el sindrome de estrés porcino en 100 cerdos

Zungos (Hernandez et al., 2008).

El Banco de Germoplasma para esta raza esta ubicado en C.I. Turipana de
CORPOICA, localizado en Cereté, Cérdoba.
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1.1.3.4 Congo Santanderano. Como su nombre lo indica esta raza est4 ubicada
en el departamento de Santander, su pelo es largo y grueso, el color generalmente
es negreo pero también se encuentran especimenes con color blanco, amarillo y
rojo (Figura 11); la cabeza es poco voluminosa y con perfil ultra cdncavo; su cuerpo
es pequefio pero con cavidad toracica amplia y con tendencia a desarrollar grasa;
posee miembros cortos y fuertes (Albarracin, 2014).

Figura 11. Cerdo de la raza Congo Santandereano.

Fuente: (Contreras y Guaracao, 2010)

1.1.4 LA CARNE DE CERDO

La carne se define como el tejido muscular de los animales utilizados como
alimento. Tiene una considerable variabilidad, la cual es reflejo de las diferencias

sistematicas en la composicién y estado del tejido muscular (Mongue, 2005).

Alun después del sacrificio, el tejido muscular continla con los procesos
metabolicos, adicionalmente las membranas de las células permiten la entrada de
iones activando el sistema proteico de actina-miosina, agotando todo ATP
disponible y ocasionando el denominado rigor mortis. Luego de la muerte el oxigeno

deja de llegar a las células musculares parando la respiracién celular, lo que
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conlleva a una sintesis de energia por metabolismo de tipo anaerobio que tiene

como subproducto el acido lactico (Restrepo et al., 2001).

El masculo presenta un pH aproximadamente neutro, pero la aparicion de acido
lactico ocasiona la caida de pH hasta aproximadamente 5.8, provocando la
desnaturalizacion de las proteinas y la relajacién del masculo. Este conjunto de
procesos bioquimicos es denominado proceso de maduracion, en donde se

convierte el musculo en carne (Restrepo et al., 2001).

La temperatura tiene un rol muy importante en este proceso, a altas temperaturas
la maduracién es mas rapida pero el tiempo de vida util de la carne es menor, por
esta razdén se considera que la temperatura debe ir descendiendo lentamente hasta
llegar a una temperatura de 4°C. La carne de cerdo tiene un tiempo de maduracion
a temperatura de refrigeracion de 3-6 dias, a diferencia de las dos semanas que
dura en bovinos (Restrepo et al., 2001). El tiempo de vida util de la carne de cerdo
no empacada al vacio se estima entre 5y 7 dias desde el momento del sacrificio
por consideraciones de calidad y seguridad. La carne de cerdo empacada al vacio
y refrigerada se estima en una vida util de 6 semanas. (Huerta, 2014).

1.1.5 CALIDAD DE LA CARNE

Un factor econémico importante en la produccion de carne de cerdo es la calidad,

la cual se ve influencia especialmente por dos variables: el ambiente y la genética.

El ambiente comprende una amplia variedad de factores como la alimentacion, las
condiciones de salubridad y sacrificio de los animales; de igual manera influye la
cadena de distribucion y almacenamiento de la carne. La variable genética ha sido
empleada empiricamente desde la domesticacion del cerdo hace mas de 10 mil
afos, basandose en la seleccibn de razas y en el cruce selectivo de los

especimenes de mejores caracteristicas (Gao et al., 2007).
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Los criterios de apreciacion de la carne dependen fuertemente del mercado y del
uso, y varian claramente entre las diferentes culturas en el mundo, por ejemplo, en
Japon se aprecia mas la carne oscura y con buen marmaoreo, mientras en Europa

se busca mas carne de tipo magra y rosada (Comay Piquer, 2000).

Se ha buscado gran variedad de parametros para poder cuantificar la calidad, entre
los mas empleados se encuentra la composicion bromatoldgica, la terneza y la

capacidad de retencién de agua (Garnier et al., 2003).

1.1.5.1 Andlisis de la Canal. La canal en porcinos esta definida como el cuerpo
sacrificado, exanguinado, depilado y eviscerado. Los rendimientos de canal en los
cerdos son mucho mayores en comparacion con los bovinos, puesto que la canal
bovina no incluye la cabeza del animal (Restrepo et al., 2001). Siendo asi que el
rendimiento en bovinos machos es de 52,6%, en bovinos hembra de 55,4% y en
cerdos es 82,8%. Este rendimiento se determina dividiendo el peso de la canal entre

peso vivo (pie) y se multiplica por 100. (Salazar, 2009).

Dado que la canal esta compuesta principalmente por carne, grasa y huesos, la
carne se convierte en la variable mas importante, ya que es la de mayor valor
econdémico. Kauffman (2001) compara los rendimientos de canal entre diferentes
especies, encontrando que el cerdo posee el mayor porcentaje de grasa de los
animales analizados con relacién al peso vivo, sin embargo, el rendimiento de canal

es superior al obtenido los bovinos (Tabla 1).

Para obtener los rendimientos de canal se deben pesar los animales antes del
sacrificio, posterior al faenado las canales deben ser pesadas para determinar el
rendimiento de canal caliente y para lograr el rendimiento de canal fria se debe

tomar el peso de la canal 24 horas después de ser refrigerado (Leach et al., 1996).
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Tabla 1. Comparacion de la composicidn de la canal en diferentes especies.

Variable Bovino Cerdo Cordero Pollo
Peso Vivo (kg) 550 110 50 2
No Canal (%) 38 27 48 23
Piel de la Canal (%) 0 5 0 9
Grasa de la Canal (%) 17 23 17 7
Hueso de la Canal (%) 10 9 10 22
Musculo de la Canal (%) 35 36 25 39
Rendimiento de canal (%) 62 73 52 77

Fuente: (Kauffman, 2001)

Para la determinacion de la cantidad y rendimiento de carne se toma la canal de
cerdo y se corta en 4 piezas (Pierna, hombro, espalda y vientre) (Figura 12); el
hombro se separa a través de las vértebras toracicas 5-6; la espalda es separada
del vientre con un corte paralelo a la columna vertebral, la pierna es separada de la

espalda y el vientre con un corte vertical a finalizando la cadera (Fisher et al., 2000).

Posterior al despiece, se procede a retira la piel de la pierna y el hombro, se quita
todo el contenido de grasa y se deshuesa cada una de las piezas, finalmente, se
pesan la carne, la grasa y los huesos, y se calcula el rendimiento de carne como la
relacion entre la carne magra de la canal sobre el peso de la canal (Marcoux et al.,
2007).

Figura 12. Cortes de la canal de cerdo.

Espalda

Pierna

Vientre

Fuente: (Marcoux et al., 2007).

37



La determinacion de la cantidad de carne es un proceso dispendioso, porque se
debe separar toda la grasa de los musculos y por ende el animal debe ser
sacrificado, es por esta razon que para agilizar la evaluacion de la calidad se han
disefiado una serie de ecuaciones para ciertas razas que relacionan el espesor de
la grasa dorsal (EGD) y el contenido total de grasa, infortunadamente para razas
criollas colombianas no se ha realizado este tipo de analisis. En la evaluacion del
rendimiento de grasa y carne también se incluyen otro tipo de variables como la

longitud del animal, perimetro de la pierna y el brazuelo (Mejia et al., 1999).

La medicién del espesor de la grasa dorsal (EGD) puede ser realizado con el
vivo mediante el uso de ultrasonido (Youssao et al., 2002), Posterior al sacrificio
medido en tres partes diferentes: P1 (Primera costilla); P2 (ultima costilla) y P3
(Ultima veértebra lumbar)
Figura 13(Figura 13) (Wang et al., 1998).

Figura 13. Lugares de Medicion de Espesor de Grasa Dorsal.

Fuente: (Santana, 2008)

1.1.5.2 Terneza. La terneza es una propiedad de la carne dificil de cuantificar puesto
gue depende mucho del consumidor final, esta definida como la cualidad de la carne

para dejarse cortar y masticar antes de la deglucion (Tejerina et al., 2012).
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Se ha determinado que la terneza depende fuertemente del tiempo de maduracién
y la temperatura, por esto los cambios rapidos de temperatura pueden generar el
endurecimiento de la carne. Adicionalmente, la distribucion y la cantidad de tejido
conectivo del masculo pueden influenciar la terneza; con la edad los animales
aumentan la proporcién de tejido conectivo causando mayor dureza en la carne; de
igual forma el contenido de grasa intramuscular o marméreo concede mayor

suavidad a la carne (Purslow et al., 2012).

Existen varios métodos instrumentales de medicion, el método de Warner-Bratzler
(WB) y el analisis de perfil de textura (TPA) (Figura 14), el primero se basa en el
corte y el segundo en la compresion, aunque se utiliza el mismo instrumento llamado
texturOmetro; existen varias variables importantes a la hora de realizar estas
mediciones como son el tamafio y geometria de la muestra y la orientacion de las
fibras (Tejerina et al., 2012).

Figura 14. Analisis de perfil de textura (A); Método de Warner-Bratzler (B).

Fuente: (Hleap y Velasco, 2010)

La National Pork Producer Council's de Estados Unidos determina que la terneza

optima de la carne de cerdo utilizando el método de WB es 3.2Kgf, siete dias
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después del sacrificio; siendo esta la meta a la cual los mejoradores de carne deben
llegar (National Pork Producers Council [NPPC], 1998). Se han establecido
diferentes relaciones entre calificaciones sensoriales de la carne y los resultados de

WB, generando la siguiente escala de terneza (Tabla 2) (Bickerstaffe et al., 2001).

Tabla 2. Escala de Terneza método Warner-Bratzler.

Terneza Resultado de WBS
Carne Muy Suave < 5.0 kgf
Carne Suave 5-7.9 kgf
Carne Aceptable 8 - 10.9 kgf
Carne Dura 11 - 14.9 kof
Carne Muy Dura > 15 Kkgf

Fuente: (Bickerstaffe et al., 2001)

1.1.5.3 Capacidad de Retencién de Agua (CRA). La carne esta compuesta en un
75 por ciento por agua, una parte de esta agua se pierde durante la coccién,
refrigeracion u otros procesos. Entre mayor sea la proporcién de agua retenida, la
carne tiende a ser mas apreciada por el consumidor, pues se ha asociado con la
caracteristica de jugosidad. En la industria carnica de embutidos, la carne de cerdo
con mayores valores de CRA conducen a mejores rendimientos de produccién
(Petracci et al., 2009).

Se considera que la mejor forma de estimarla es calculando la perdida de agua de
la carne cruda luego de ser sometida a centrifugacion, presion, corte o gravedad
(Honikel, 1998). Entre estas diferentes metodologias para determinar la CRA, se
destaca el uso de presion constante para retirar el agua de la carne; la humedad de
la muestra es atrapada en un papel filtro y luego con andlisis de imagenes se

calculan las areas (Alonso et al., 2010).
Nii et al. (2005) empled dos metodologias de determinaciéon de CRA: con presion y

con centrifugacion, en una poblacién de cerdos Jabali Japonés x Large White, los

resultados de éste estudio no mostraron diferencias significativas entre las dos
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técnicas, obteniendo valores entre 68 y 70 por ciento de capacidad de retencion de

agua.

1.1.5.4 Anélisis Proximal. La carne tiene aproximadamente 28% de materia seca,
la cual esta conformada principalmente por proteina, grasa y minerales. En
promedio tiene 1% de cenizas cuyos principales elementos son el potasio, fésforo,
sodio, cloro, magnesio, calcio e hiero; posee 1% de carbohidratos principalmente
glucogeno; 5% de lipidos y 21% de compuestos nitrogenados que en su mayoria

corresponden a proteinas; y finalmente tiene un 72% de agua (Kauffman, 2001).

La proporcién de estos macronutrientes difiere del tipo de musculo que se analice,
en la mayoria de los estudios se tiene como referencia el musculo Longissimus dorsi

también denominado comercialmente como lomo (Kim et al., 2008).

La proteina de origen animal es muy valorada nutricionalmente, ya que posee la
composicién adecuada de aminoacidos esenciales requerido por los humanos,
adicionalmente la digestibilidad de la proteina cérnica es mucho mayor en
comparacioén a la de origen vegetal (Young y Pellett, 1994). Las proteinas aportan
caracteristicas funcionales para a la industria carnica como la retencion de agua,
capacidad espumante, viscosidad y capacidad de formar geles (Restrepo et al.,
2001).

La proteina total o proteina cruda se determina a partir del contenido de nitrdgeno
de la muestra de carne y su posterior multiplicacién con un factor de conversién
(Para muestras carnicas se multiplica por un factor de 6.25), la metodologia de
Kjeldahl es ampliamente empleada y consiste la digestion de la muestra en acido
sulfarico concentrado en presencia de catalizadores como Sulfato de cobre (Il), en
esta reaccion se convierte el nitrdgeno organico en iones de amonio; finalmente se

destila con el objetivo de atrapar el amoniaco en una solucién de acido bdrico, se
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continua con una titulacion con &cido clorhidrico para cuantificar el amoniaco

producido y a partir de este determinar el contenido de nitrogeno (Leth, 2004).

La proporcion de cada aminoacido presente en la carne no varia drasticamente con
relacion a la especie, no obstante, se ha logrado mediante cromatografia de alta
eficacia relacionar pequefias diferencias en el contenido de aminoécidos con el
origen de un producto carnico (Tabla 3); Jorfi et al. (2015) determiné que la
concentracion del aminoacido valina puede ser empleado como un marcador para

diferenciar la carne de cerdo de otros tipos.

Tabla 3. Composicion de aminoacidos en tres diferentes especies.

Aminoéacido Bovino Pollo Porcino
Valina 4.33 5.79 4.05
Leucina 7.08 6.94 7.26
Treonina 3.03 3.96 2.76
Lisina 8.05 7.83 8.23
Histidina 5.89 7.29 6.74
Fenilalanina 3.05 3.01 3.14
Isoleucina 3.47 3.45 3.35
Arginina 8.66 9.27 8.54
Metionina 2.03 1.97 2.29
Alanina 6.93 6.11 6.72
Prolina 8.17 7.43 8.15
Glicina 20.18 19.2 18.88
Serina 4.06 3.81 4.15
Cisteina 2.31 2.92 2.49
Tirosina 2.13 2.40 2.27
Acido aspartico 2.82 2.86 2.70
Acido glutamico 7.81 7.11 7.67

Fuente: (Jorfi et al. 2015)
La grasa presente dentro de la carne se denomina grasa intramuscular (IMF), esta
relacionada con mejores caracteristicas sensoriales, no obstante, consumos
elevados de grasa estan asociadas en humanos con enfermedades como la

hipertension (Schmid, 2010).

La grasa intramuscular estad compuesta principalmente por triglicéridos, no obstante,
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otros compuestos no polares hacen parte del extracto etéreo de la carne, como son
los fosfolipidos de la células musculares y en menor proporcién compuestos como
acidos grasos libres, mono y diacilglicéridos, esteroles y vitaminas liposolubles
(Tabla 4); La metodologia mas empleada es la extraccion Soxhlet clasica, en donde
la muestra es sometida a una evaporacion constante de un solvente no polar como
hexano o éter de petroleo, logrando extraer la mayor parte de los triglicéridos y el
colesterol de la carne, y una pequefia fraccion de los fosfolipidos y las lipoproteinas
(Leth, 2004).

Tabla 4. Composicién de los lipidos del lomo de cerdo magro y crudo.

Lipidos Unidad Valor por cada 100g de producto
Acido grasos saturados Totales g 0.610
Acidos grasos monoinsaturados Totales g 0.620
Acidos grasos Poliinsaturados Totales g 0.399
Acidos grasos Trans Totales g 0.010
Colesterol mg 56

Fuente: (Health Canada, 2012)

Los minerales presentes en la carne son en su mayoria: Fosforo, Calcio, Potasio,
Sodio, Zinc, Magnesio y Hierro, adicionalmente hay presencia de otros minerales
en muy pequefas concentraciones (Tabla 5).

Tabla 5. Composicion de minerales del lomo de cerdo magro y crudo.

Minerales Unidad Valor por cada 100g de producto
Calcio, Ca mg 6
Hierro, Fe mg 1.20
Magnesio, Mg mg 27
Fasforo, P mg 230
Potasio, K mg 376
Sodio, Na mg 54
Zinc, Zn mg 2.10
Cobre, Cu mg 0.130
Manganesio, Mn mg 0.015
Selenio, Se ug 30.8

Fuente: (Health Canada, 2012)
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1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se analizaron 63 porcinos de las razas criollas colombianas, provenientes de los
centros de investigacion de CORPOICA (Tabla 6. Identificacion de los cerdos. Tabla 6Tabla
6). 20 Cerdos de la raza San Pedreiio del C.I. El Nus (San Roque, Antioquia)
localizado a 6° 29’ latitud norte y 74° 24’ de longitud oeste, y altura entre 800 a
1200msnm; 22 Cerdos de la raza Zungo del C.I. Turipana (Cereté, Cérdoba)
localizado a 8° 51’ 3.9"" latitud norte, 75° 48’ 3.3” longuitud oeste, y a 14 msnm; y
21 cerdos de la raza Casco de Mula del C.I. La Libertad (Villavicencio, Meta) con

localizacion 9° 6’ latitud norte y 73° 34’ longuitud oeste a 330 msnm (Anexo 1).

Tabla 6. Identificacion de los cerdos.

Raza Animales Machos Hembras Ubicacién
Casco de Mula 21 21 0 C.l. La Libertad
San Pedreiio 20 11 9 C.I. El Nus

Zungos 22 14 8 C.l. Turipan&

1.2.2 EVALUACION DE LA CANAL

Los animales entraron en ayund durante 24 horas previo al sacrificio y luego se
procedié a tomar el peso de animal vivo ayunado. Luego del sacrificio, se pesaron
las dos canales calientes, la cabeza y el espinazo; posteriormente se llevaron a
refrigeracion a 4°C por 24 horas. Cabe anotar que los cerdos fueron sacrificados a

los 10 meses de edad.
1.2.2.1 Analisis de la Canal. Se realizé el corte en 4 partes: cabeza, pierna,

brazuelo y el tiro o cuerpo. Se retiro la piel y los huesos de la carne, se peso la carne

magra y los diferentes tipos de tocinos. Para hacer los analisis estadisticos se tomo
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el peso vivo ayunado (Peso de sacrificio), el peso y rendimientos de canal caliente,

peso y rendimiento de carne magra.

1.2.2.2 Largo de la Canal (LC). La medida fue tomada con un flexémetro, desde el
primera vertebra o Atlas hasta el borde anterior de la sinfisis pubiana (Latorre et al.,
2004).

1.2.2.3 El Espesor de Grasa Dorsal (EGD). Se toma con un calibrador de Vernier,
se efectuaron tres mediciones a la altura de la primera costilla (P1), ultima costilla
(P2) y la dltima vértebra lumbar (P3) (Wang et al., 1998).

1.2.2.4 Perimetro de la Pierna (PP). Se tomé la medida 3 centimetros arriba de la
rodilla de las patas traseras del cerdo, utilizando una cinta métrica (Medina et al.,
2002).

1.2.3 ANALISIS PROXIMAL

Se seleccionaron 1000g de carne del masculo Longissimus dorsi para hacer los
analisis (Daszkiewicz et al., 2005). Los analisis se llevaron a cabo en Laboratorio
de Nutriciéon Animal del C.I. La Libertad. Los datos de proteina, grasa y minerales,
se expresaron en relacion a la materia seca de la carne y en relacién con el total de

la muestra.

1.2.3.1 Determinacién de Humedad. Se realizé con el método gravimétrico de
secado en un horno BINDER ED700. Se tomaron 5g de muestra de musculo y se
colocaron a 125°C por 2 horas. El porcentaje de humedad y materia seca se estimo
con la diferencia entre el peso al comienzo y al final del proceso de secado. (NTC
1663, 2009)
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1.2.3.2 Determinacion de Proteina. Se realizé el método de Kjeldahl en el equipo
FOSS Kjeltec® 2100, se tomaron 200g de muestra de musculo para realizar la
digestidon con acido sulfarico por 2 horas, se destilé y se atrapd el amonico en una
solucion de acido borico, para finalmente realizar una titulacion con acido clorhidrico
(NTC 1556, 2008).

0.014 * (N del HCI) * (ml de HCl muestra — ml de HCI Blanco)
gr de la Muestra

% Nitrogeno =

Se utilizo la siguiente férmula de conversion de nitrégeno a proteina, con un factor
de conversion de 6.25, el blanco en promedio fue 0.1 ml y la normalidad del &cido
clorhidrico fue 0.1N (Maclean et al., 2003)

Proteina = % Nitrogeno * Factor de Conversién (6.25)

1.2.3.3 Determinacion de Extracto Etéreo. Se tomé 3 g de carne previamente
secada, se dispuso en un dedal dentro del equipo de extraccion FOSS Soxtec® 2050
como solvente se empled éter de petroleo, el contenido de grasas se dedujo por
gravimetria (NTC 1662, 2008).

1.2.3.4 Determinacién de Cenizas Totales. Se realizé por incineracion en mufla,
se toma 2g musculo secado previamente, y se deposité en un crisol previamente
pesado, se dispuso una temperatura de 550 °C por 6 horas hasta obtener una
ceniza de color blanco, el porcentaje se calculé por gravimetria. (NTC 1678, 1999)

1.2.4 TERNEZA

Las muestras del musculo Longissimus dorsi se almacenaron en refrigeracion por 7

dias, se cortaron 4 6 6 lonjas de 4 cm de ancho para cada animal y con un peso
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promedio de 60-100 g. La coccion se efectué en un asador eléctrico de marca
Convection Oven®, modelo DHL-32. Las Lonjas son sometidas a 210°C hasta
obtener una temperatura interna de 70°C, se dejaron enfriar para determinar la
merma por coccion; luego, se extraen minimo 3 cilindros con un sacabocados de
1,3 cm de didmetro, en paralelo a la direccion de las fibras musculares (Van Laack
et al., 2001)

El equipo utilizado para medir la fuerza al corte segun el método de Warner Bratzler
(WB) es un Shimadzu® - Modelo EZ Test, equipado con una sonda de corte en V
tipo Warner-Bratzler con un angulo de 60°. El equipo se configura con una velocidad
de corte de 200 mm por minuto y la informacion se almacena con la ayuda del
software Rheo-meter® (Crawford et al., 2010). Esta medicién se realiz6 en el

Laboratorio de Calidad de carnes y frutas del C.I. Tibaitata.

1.2.5 CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

Se tomaron 100g de Longissimus dorsi y se trituraron en un molino con un disco de
4 mm de diametro, se pesaron entre 200 y 500 mg de carne, se graficaron las
coordenadas XY con divisiones de 1 cm en papeles filtros, se agregaron las
muestras y se cubrieron con acetato en ambas caras del papel filtro, posteriormente
en un texturometro marca Shimadzu®, modelo EZ Test se comprimieron las
muestras por 5 minutos con 10 kgf. La determinacion del area del agua y el area de
la carne se efectu6 con el programa (ImageJ 1.46r, National Institutes of Health,
USA) y se calculd la capacidad con base en el peso y las areas (Nii et al., 2005).
Este procedimiento también fue realizado en el Laboratorio de Calidad de carnes y
frutas del C.I. Tibaitata.

CRA — 1 _ 047, [4r€adel Liquido cm? — &rea de la Carne cm’]
=1—-5 *

W de la Muestra en mg

47



1.2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Las variables dependientes rendimiento en canal, rendimiento de carne, largo de la
canal, grasa a nivel de primera, segunda y tercera costilla, perimetro de la pierna,
Terneza, CRA, humedad, porcentaje de grasa, porcentaje de ceniza y porcentaje
de proteina se analizaron utilizando el procedimiento Proc UNIVARIATE, para
determinar la distribucion normal de las variables y se verifico que cumplieran los
parametros estadisticos de normalidad; como el modelo es desbalanceado por falta
de algunas observaciones, se utilizé el Procedimiento GLM (General Lineal Model)
del paquete estadistico SAS 9.2 (Statistical Analysis System Institute, SAS),
manejando una o varias variables dependientes e independientes que pueden ser
discretas o continuas, tales como raza y peso al momento de sacrificio. El modelo

estadistico utilizado fue:

Yij=.u+ai+6j+gij

Donde:

Yij = es la j-ésima variable respuesta.

M = es el valor medio global.

a; = el efecto de la i-ésima raza.

;= es el efecto del j-ésimo peso al sacrificio.

€= error aleatorio.

La variable peso al sacrificio se clasifico en tres niveles, el nivel 1, para aquellos
cerdos que llegaron al sacrificio con un peso inferior a los 65 kilogramos, nivel 2
para aquellos cerdos que presentaron peso entre los 65 y 80 kilogramos, peso ideal
de sacrificio, y los mayores de 80 kg se clasificaron como nivel 3.

Los promedios de las variables que presentaron significancia se compararon con la

prueba de comparacion de medias de rango estudentizado de Tukey (HSD).
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 CALIDAD DE LA CARNE DE LAS RAZAS CRIOLLAS

1.3.1.1 Analisis de la Canal. Los cerdos de la raza Zungo presentaron peso
promedio al sacrificio de 87.2Kg siendo significativamente mayor que las otras dos
razas (Tabla 7), P<0.0001 (Anexo 2).El peso de la canal caliente de los Zungos fue
mayor al de las razas Casco de Mula y San Pedrefio con promedios de 75.3Kg,

54Kg y 59.5Kg respectivamente, con un valor P<0.0001 (Anexo 3).

Tabla 7. Valores promedio para el andlisis de la canal de las tres razas

Raza P. Sacrificio (Kg) Sd P. Canal (kg) Sd P. Carne (kg) Sd
Casco de Mula 68.9° 13.0 54.0° 5.97 18.2a 3.2
San Pedrefio 69.5° 9.2 59.50 6.65 21.40 3.1
Zungo 87.22 9.8 75.32 7.36 24.1°¢ 3.1

(2P°) Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD). Valores con letra diferente difieren estadisticamente.

El rendimiento en canal caliente fue similar en las tres razas y superiores a los
obtenidos por Madeira et al. (2013) de 78.1% y 81.7% en cerdos de la raza
Alentajano y en una raza comercial (Landrace x Large White) respectivamente,
sacrificados con un peso promedio de 75 kg (Tabla 8) (Anexo 3). Kleeman et al.
(1977) encontré valores mas altos para peso de sacrificio (92.3kg) y pero similar

rendimiento de canal (83.1%) en cerdos criollos de la raza Zungo.

Se encontraron diferencias significativas en peso de la carne en las tres razas
analizadas, siendo el Zungo el de mayor peso de carne con 24.1kgy el menor Casco
de Mula con 18.2kg con P<0.0001; sin embargo, hubo diferencias en cuanto a
rendimiento de carne magra entre la raza San Pedrefio obtuvo 35.9% y Zungo
32.1% con un valor P<0.02 (Tabla 8) Ninguna de la dos variables se ajusta al modelo
planteado ya que obtuvieron resultado de R-cuadrado muy bajo (Anexo 4).
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Tabla 8. Valores promedio para los rendimientos de las tres razas.

Rendimiento Rendimiento

Raza Canal Caliente (%) Sd Carne (%) Sd
Casco de Mula 80.32 13.3 35.5ab 6.6
San Pedrefio 86.02 5.7 35.92 3.4
Zungo 86.42 4.1 32.2b 3.9

@0y Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD). Valores con letra diferente difieren estadisticamente.

1.3.1.2 Largo de la Canal. Se encontraron diferencias significativas para las tres
razas de cerdos con valor P<0.0001 y R-cuadrado de 0.73514 (Anexo 5), la raza
Zungo obtuvo el promedio de largo de canal mas grande con 96.5cm, seguido de
San Pedrefio con 87.4cm y Casco de Mula con 70.4cm (Tabla 9). Los valores para
la raza San Pedrefio y Zungo son cercanos a los obtenidos en cerdos de la raza
pampas (93.4cm) (Barlocco et al., 2000), no obstante, estos animales fueron
sacrificados a 8 meses.

Tabla 9. Valores promedio para el largo de la canal (LC) en las tres razas.

Raza LC (cm) Sd
Casco de Mula 70.4¢ 6.0
San Pedrefio 87.4b 6.7
Zungo 96.52 7.4

(2,°,°) Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD). Valores con letra
diferente difieren estadisticamente.

1.3.1.3 Espesor de la Grasa Dorsal. Se encontro diferencias significativas para la
raza con respecto a las variables EGD1, EGD2 y EGD3 logrando valores P<0.0001
(Anexo 6). Para EGDL1 las razas Zungo y San Pedrefio son similares con 4.8cm y
4.5cm en comparacién con Casco de Mula que tan solo tiene 1.9cm.

Para EGD2 se encuentran diferencias entre las tres razas siendo Casco de Mula la
menor con 0.4cm seguida de San Pedrefio con 3.9cm y Zungo con 4.4cm; y
finalmente para EGD3 se sigue el mismo orden, Zungo con 4.8cm, San Pedrefio
con 3.6cm y Casco de Mula con 0.2cm (Tabla 10).
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Tabla 10. Valores promedio de los espesores de grasa dorsal en las tres razas.

Raza EGD1 (cm) Sd EGD2 (cm) Sd EGD3 (cm) Sd
Casco de Mula 1.90 0.7 0.4 0.2 0.2¢ 0.1
San Pedrefio 4.5 0.8 3.92 0.8 3.6° 0.6
Zungo 4.82 15 4.42 1.1 4.82 1.1

(®P°) Rango estudentizado de Tukey (HSD). Valores con letra diferente difieren estadisticamente.

Los datos de EGD1 y EGD2 de las razas San Pedrefio y Zungo son similares a los
obtenidos en cerdos Chato Murciano de 5.5cm y 3.1cm para EGD1 y EGD2
respectivamente, sin embargo, los pesos de sacrificio se encontraban en 110kg
(Galian, 2008).

1.3.1.4 Perimetro de Pierna. Se obtuvo diferencias significativas para la raza con
un valor P<0.0001 (Anexo 7), la raza Zungo obtuvo mayor perimetro promedio con
60.3cm, seguido de la raza San Pedrefio con 45.9cm y por ultimo la raza Casco de
Mula con 41.9cm (Tabla 11). Los datos obtenidos fueron inferiores a los recopilados
por Tusa (2012) para la raza chato murciano, los cuales alcanzaron en promedio

75cm de perimetro de jamon a los 8 meses.

Tabla 11. Valores promedio del perimetro de la pierna en las tres razas.

Raza Perimetro Pierna (cm) Sd
Casco de Mula 41.9v 4.2
San Pedrefio 45.9p 8.7
Zungo 60.32 4.5

(*P°) Rango estudentizado de Tukey (HSD). Valores con letra diferente difieren
estadisticamente.

1.3.1.5 Terneza. Se obtuvo una diferencia significativa con relaciéon a la terneza
medida por el método de Warner-Bratzler con un valor P de 0.0003 (Anexo 8); La
carne de cerdo Zungo se cataloga de tipo muy suave con un promedio de 3.7Kgf en
comparacion a la raza Casco de Mula con 4.5Kgf y San Pedrefio con 5.7Kgf, las
dos primeras catalogadas como tipo de carne muy suave (Bickerstaffe et al., 2001)
(Tabla 12).
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Tabla 12. Valores promedio de la terneza para las tres razas.

Raza Terneza WB (Kgf) Sd
Casco de Mula 4.,5b 1.51
San Pedrefio 5.72 1.21
Zungo 3.7° 1.64

(®°) Rango estudentizado de Tukey (HSD). Valores con letra
diferente difieren estadisticamente.

Los resultados muestran que solo la raza Zungo presenté mayor terneza que las
carnes comerciales de referencia, como Berkshire, Hampshire y Duroc que
presentaron un esfuerzo de corte de 4.28Kgf, 4.19Kgf y 4.01Kgf respectivamente

siete dias después del sacrificio (Van Laack et al., 2001).

1.3.1.6 Capacidad Retencion de Agua. La capacidad de retencion de agua en las
diferentes razas fue similar, para Zungo se alcanzaron valores promedios de 74.1%,
para Casco de Mula y San Pedrefio se obtuvieron valores de 72.3% y 72.1%
respectivamente, no se encontraron diferencias significativas entre ninguna de las
razas. La informacion es similar a la obtenida en cruces entre cerdo silvestre
japoneses y Large White de 74% (Nii et al., 2005).

1.3.1.7 Andlisis Proximal. Los cerdos de la raza Zungo obtuvieron menor
porcentaje promedio de humedad en la carne con 62.1% contra 68% y 66.1% de
San Pedrefio y Casco de Mula respectivamente, esta diferencia fue significativa con
un valor P de <0.0001. Sin embargo, el R-cuadrado fue bajo, lo que indica que
posiblemente existen otras fuentes de variacion no previstas en el modelo, en
general los valores son mas bajos que los reportado por Solis et al. (2001) para la

carne magra de cerdo Ibéricos (70.7%).

Las variables grasa, cenizas y proteina no presentaron diferencias significativas

(P>0.05), para las diferentes razas evaluadas, el promedio general fue 3.5% para
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Cenizas, 20.5% para Grasa y 70.1% para Proteina, y son similares a los reportados
por Carvajal (2001) (Tabla 13).

Tabla 13. Calidad bromatoldgica de la carne de tres razas criollas de cerdos

(Casco de Mula, san Pedrefio y zungo).

Raza Grasa Sd Cenizas Sd Proteina Sd
Casco de Mula 21.1 6.3 35 0.5 69.7 6.6
San Pedrefio 19.8 5.0 3.3 0.8 70.6 3.9
Zungo 20.6 4.7 3.7 1.2 70.2 3.7
Carvajal (2001) 33.8 10.1 3.1 0.5 61.2 9.9

Los datos de proteina total base seca de las razas criollas son inferiores a los
obtenidos en cerdo de la raza Landrace Polaco y Large White Polaco de 80.6%,
esto se debe a que los animales analizados tenian un contenido de grasa base seca
menor de 12.7% (Daszkiewicz et al., 2005).
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CAPITULO 2.

Identificacion de variaciones en el ADN de tipo SNP en genes
asociados con la calidad de canal y carne en razas porcinas

criollas colombianas Zungo, San Pedreiio y Casco de Mula.
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2.1 MARCO REFERENCIAL

2.1.1 MARCADORES MOLECULARES BASADOS EN ADN

A través de la historia, el hombre ha realizado mejoramiento genético de especies
animales, vegetales, hongos y microorganismos, con base en metodologias
empiricas de seleccion y reproduccion de los especimenes con las mejores
caracteristicas fenotipicas; estos procesos de mejoramiento en animales
generalmente son poco eficientes, puesto que los tiempos necesarios para
visualizar los fenotipos deseados son en algunos casos muy largos, ademas las
caracteristicas no son siempre transmitidas a su descendencia y algunas son
dificiles de cuantificar o poseen baja heredabilidad (Andersson, 2001). Sin embargo
estas técnicas fueron usadas satisfactoriamente para la creacion de las razas de

alta productividad actuales.

Un ejemplo conocido de mejoramiento genético en ganado porcino se desarroll6 en
el Reino Unido entre los afios 1962 a 1992, para el afio 1962 un cerdo promedio
necesitaba alrededor de 450 Kg de alimento para estar en un peso de sacrificio ideal
de 100 Kg y componiéndose tan sélo por 33.75 Kg de carne magra; ademas las
cerdas producian en promedio 14 lechones al afio. Para el afio 1992 los cerdos del
Reino Unido producian cerca de 21 lechones al afio y necesitaban 270 Kg de
alimento para alcanzar el mismo peso de sacrificio, de los cuales aproximadamente

45 Kg correspondian a carne magra (Montes de Oca et al., 2006).

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN de facil identificacion y cuya
herencia puede ser controlada, estas secuencias pueden hacer parte de genes o de
regiones repetitivas; su principal finalidad es evidenciar polimorfismos presentes en
el ADN. En algunos casos pueden ser utilizados para diferenciar los alelos de un

gen o en pruebas de filiacion entre individuos.
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La presencia de algunos marcadores moleculares se han asociado a caracteristicas
fenotipicas cuantitativas, intuyéndose que el polimorfismo detectado sea el
responsable de la caracteristica, 0 que esta tan cerca a la variacion responsable
que por desequilibrio de cruzamiento, la posibilidad de que hereden
independientemente es muy pequefa. Estas regiones se denominan como “Loci de
Rasgo cuantitativo” (Quantitative Trait Loci, QTL) (Montaldo et al,. 1998).

La Seleccion Asistida por Marcadores (Marker Assisted Selection, MAS), se
fundamenta en detectar los QTL y fijarlos en las poblaciones, esto permite disminuir
el tiempo necesario para la seleccion de los individuos de mayor productividad, dado
gue este proceso se puede llevar a cabo en etapas tempranas del crecimiento del
animal, antes de ser evidente el fenotipo del individuo. Sin embargo, la MAS no
substituye completamente las técnicas tradicionales, pero acoplado con otras

técnicas incrementan notoriamente la eficiencia (Lopez et al., 2007).

2.1.2 TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

Hay una gran variedad de técnicas moleculares disefiadas para identificar los QTL,
sus discrepancias se asientan en el tipo de variacion o polimorfismo que detectan y
su escogencia depende de la aplicacién que se pretenda realizar, las mas utilizadas
son RAPD, AFLP, RFLP y todas las metodologias enfocadas en detectar los
polimorfismos como VNTR, STR, CNV y SNP (L6pez et al., 2007).

2.1.2.1 Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Restriccion (RFLP). Esta
metodologia surgi6 gracias a dos importantes aplicaciones concebidas en los afios
70, el descubrimiento de las aplicaciones de las enzimas de restriccion en 1973 y el
desarrollo de técnicas de Hibridacion del ADN en 1975. Las enzimas de restriccion
tienen la cualidad cortar en sitios especificos del ADN, sin embargo, un pequefo

cambio en la secuencia causado por inserciones, deleciones o sustituciones
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naturales o artificiales, puede causar que un sitio de reconocimiento de una enzima

restriccién aparezca, cambie o se pierda (Lander y Botstein, 1989).

2.1.2.2 Secuencias cortas repetidas en Tandem (STR). En los afios 80 se
descubrieron en el ADN una serie de secuencias cortas repetidas también
denominados microsatélites, estdn conformadas por 1 o hasta 6 pares de bases, se
encuentran repetidas dentro de todo el genoma de los eucariotas haciendo parte de
las secuencias no codificantes, aunque la tasa de mutacion es alta en comparacion
a las regiones codificantes, el nUmero de repeticiones de cada secuencia simple es
constante, por esta razon es ampliamente utilizado para andlisis de pedigri y
paternidad (Pava, 2009).

Un estudio realizado mediante el seguimiento de secuencias STR de fosiles de
cerdos, determind que la domesticacion del cerdo ocurrié en diferentes partes del
mundo aproximadamente hace unos 11000 afios (Larson et al., 2007).

2.1.2.3 Polimorfismos de Nucle6tido Simple (SNP). Los polimorfismos de este
tipo dan origen a los denominados alelos y son originados por un cambio de solo un
nucleétido, es decir, una mutacién puntual de la secuencia del ADN, fue descubierta
en los afios 70 durante los primeros procesos de secuenciacion, pero hasta los afios
90 se desarrollaron técnicas para la deteccion de este tipo de mutaciones (Aitken et
al., 2004).

En la actualidad son considerados los marcadores moleculares con mayor futuro,
gracias a las ventajas de ser el polimorfismo mas abundante en los organismos y

adicionalmente los procesos de deteccién son automatizables (Vignal et al., 2002).
2.1.2.4 Variacion en el numero de copias (CNV). En la ultima década se encontrd

gue algunos distintos segmentos en el ADN estaban repetidos, estos fragmentos

podian incluir genes completos y su tamafio es variable, lo que implicaria que la

57



expresion de algunos genes aumente o disminuya en relacion al nimero de copias
presentes en el individuo y esto se ha asociado con algunas enfermedades como la
esquizofrenia en humanos (Stone, et al., 2008).

En 474 cerdos de razas (Yorkshire, Landrace y cruces de Duroc), se utilizé el
microarreglo de SNP60 para porcinos de la marca lllumina, y se hallaron 382
regiones CNV, que correspondian al 4.23 % del genoma autosémico e incluian 1468
genes con una gran diversidad de funciones y siendo una alternativa de estudio

para los mejoradores genéticos (Wang et al., 2012).

2.1.3 METODOLOGIAS PARA MARCADORES MOLECULARES TIPO SNP

En teoria un locus para un SNP puede generar hasta cuatro diferentes alelos, pero
en la realidad, los SNP se restringen a un par de alelos a causa de la poca
probabilidad de que exista una mutacion puntual sobre el mismo nucleoétido. (Vignal
et al., 2002)

2.1.3.1 Cortes con enzimas de Restriccion (PCR-RFLP). Se emplea la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar en primer lugar la regién que
rodea el sitio de restriccion, posteriormente se adiciona la enzima y mediante una
electroforesis se determina si hubo corte con la aparicién de 2 o mas bandas, o la
ausencia de un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion utilizada

cuando aparece una unica banda (Liu y Cordes, 2004).

Una de la aplicacion en cerdos es la deteccion del gen RYR1 asociado al sindrome
de estrés porcino, la mutaciéon recesiva que genera la enfermedad corresponde a
un cambio de una timina en el nucledtido 1863 por una citosina, ocasionando la

pérdida de un sitio de restriccion para la enzima Alw21l (Otsu et al., 1992).
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2.1.3.2 Polimorfismo de Conformacién de Cadena Individual de ADN (SSCP).
El principio de esta metodologia es que el plegamiento de una cadena simple de
ADN en condiciones no desnaturalizantes depende de la secuencia de nucledtidos
gue posee y tan solo un cambio en un nucleétido puede generar un cambio en el
plegamiento, que puede ser visualizado por una variacion en la velocidad de
migracion de la secuencia en una electroforesis en gel de poliacrilamida (Hayashi,
1991). El proceso consiste en la amplificacion de la secuencia que rodea el SNP,
luego se realiza una electroforesis con gradiente de desnaturalizacion para
determinar los diferentes alelos presentes por diferencias en la distancia de

migracion (Sasaki et al., 2001).

Con esta técnica se ha logrado identificar correctamente el polimorfismo en el gen

RYR1 causante del sindrome de estrés porcino (Castro et al., 2011).

2.1.3.3 Secuenciacion Sanger. Fue la primera técnica de secuenciacion
automatizada, elaborada por Frederick Sanger en 1977, con esta herramienta se
realizé el proyecto del genoma humano, la base de la técnica es la amplificacién de
una region del ADN con un primer especifico, adicionalmente se utilizan nucle6tidos
normales y una pequefa cantidad de nucleétidos marcados diferencialmente con
fluorescencia y sin el grupo Hidroxi en el carbono tres del azucar, la adiccién de
estos Ultimos impide que la polimerasa en el proceso de amplificacion continte
agregando nucledtidos y se generan por consiguiente fragmentos de diferentes
tamarfios que pueden ser determinados mediante electroforesis capilar (Harrington
et al., 2013).

2.1.3.4 Pirosecuenciacion. Es una metodologia de secuenciacion de ADN a gran
escala, en ella los primers se acoplan a la cadena sencilla de ADN y se van
adicionando uno a uno los nucleétidos, la polimerasa va uniendo el nucleétido
especifico y liberando su pirofosfato, que puede ser detectado con la enzima

Luciferasa cuantificando la emision de luz generada. Permite la deteccion de los
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SNP vy la regiones cercanas, el uso de esta metodologia es limitado para regiones
con alta repeticion de un solo nucleétido y por el costo elevado del equipo (Ronaghi,
2001).

2.1.3.5 Deteccién Mediante Sondas de ADN. Este grupo de metodologia se
cimienta en la elaboracién de oligonucleétidos especificos con una determinada
marcacion que puede ser medida mediante fluorescencia, estas son nombradas

como sondas.

Hay una amplia diversidad de sondas, las mas empleadas son las sondas TagMan®
emiten fluorescencia cuando la secuencia esta acoplada a la regién del ADN que
contiene el SNP, de igual manera las moléculas Beacon son sondas que pierden su
conformacion inicial en forma de horquilla al acoplarse a la secuencia, emitiendo

fluorescencia (Sobrino et al., 2005).

2.1.3.6 Minisecuenciacién (SNaPShot). Esta metodologia es una de las mas
utilizadas para la detecciobn de SNP, consiste en una amplificacion inicial de la
secuencia que rodea el SNP, consecutivamente, se agrega un solo primer
denominado primerShot que se une hasta el nucleétido anterior al SNP, luego se
adiciona una polimerasa y nucleo6tidos marcados fluorescentemente, dependiendo
del nucledtido que se una el color va a ser diferente y puede ser calculado mediante

una electroforesis capilar acoplada a un detector de fluorescencia.

La ventaja mas importantes de esta metodologia es la posibilidad de realizar
estimaciones de 10 SNP diferentes con la utilizacién de primers de tipo Shot de
diferentes longitudes, el tamafio de los primers es ajustado con la adicion en el
extremo 5 de una cola de polyA, polyT o repeticiones de CAGT, ademas se
encuentra automatizada y es econdémica en comparacion a otras metodologias
(Hurst et al., 2009) (Syvanen, 1999).
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En cerdos de las razas Duroc, Landrace y Large White se han evaluado SNP
presentes en los genes RYR1, IGF2, FUT1, MUC13, y KPL2 con buenos resultados
de genotipificacion (Ruan et al., 2013). En porcinos ibéricos, jabalies y Duroc, se
evaluaron siete SNP en los genes HFABP, MC4R y LEPR, que habian sido

asociados a calidad de carne en diversas investigaciones (Padilla et al., 2010).

2.1.3.7 Microarreglos (Microarrays). Las técnicas convencionales son capaces de
detectar hasta 20 SNP, sin embargo, con los procesos de secuenciacion del
genoma se ha encontrado que el nimero de SNP existente es muy grande. Esta
técnica permite determinar hasta un nimero de 62,163 SNP del cerdo al mismo
tiempo, por consiguiente, la cantidad de informacion generada es altisima y permite
visualizar los QTL mas significativos del genoma. Las limitaciones principales son

los elevados costos de equipos e insumos (Ramayo et al., 2010).

La técnica radica en la fijacion de pequefios oligonucleotidos especificos para cada
SNP en una matriz llamada microarreglo, posteriormente el ADN del individuo es
cortado y adicionado, la presencia de un SNP es cuantificada con la emision de
fluorescencia que se presenta al unirse el fragmento de ADN del individuo con el
oligonucledtido especifico del microarreglo (Seidel y Niessner, 2014).

2.1.4 MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS A CALIDAD DE CARNE
EN CERDOS

Durante las ultimas dos décadas se han disefiado gran cantidad de marcadores
moleculares para cerdos, se calcula por ejemplo la presencia en su genoma de
aproximadamente 1000 QTL asociados a la calidad de carne, distribuidos
principalmente en 9 cromosomas (SSC2, SSC4, SSC5, SSC6, SSC7, SC11,
SSC14, SSC15 y SSC17) de los 18 cromosomas autosomicos que tiene el cerdo
(Davoli y Braglia, 2007).
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Algunos de estos marcadores asocian polimorfismos de nucle6tido simple (SNP)
con caracteristicas como contenido y composicion de la grasa, terneza y la
capacidad de retencion de agua entre otras, que estan relacionadas estrechamente
con la calidad (Van der Steen et al., 2005).

2.1.4.1 Calpastatina (CAST). Existe una relacion substancial entre la calpastatina
y otra enzima llamada calpaina. La calpaina es un enzima proteolitica dependiente
de calcio, hay varios tipos de calpaina entre las que se destacan: la p-calpaina y la
m-calpaina, cuya diferencia radica en las concentraciones de Ca?* necesario para
Su activacion, concentraciones en UM y en mM, respectivamente. La calpastatina

tiene como funcion inhibir la actividad proteolitica de la calpaina (Murphy, 2010).

Las calpainas estan compuestas por dos subunidades con un peso aproximado de
80 KDa y 28 KDa, y hacen parte del grupo de las Cistein proteasas, este grupo de
proteasas ostentan una cisteina en su sitio activo que cumple una funcion muy
importante en la catalisis enzimatica. La calpaina a bajas concentraciones de Ca?*
puede autolisarse generando una pérdida de aproximadamente 2 KDa de la
subunidad mayor (Chou et al., 2011).

La calpastatina es un inhibidor competitivo, resistente a altas temperaturas y a
varios agentes denaturantes como urea, SDS y 4cido tricloroacético. Tiene al menos
4 isoformas y cada una posee un ICsp diferente, es decir, la concentracion de
calpastatina necesaria para inhibir el 50% de la enzima calpaina varia para cada
isoforma (Goll et al., 2003).

La union calpastatina-calpaina es de tipo reversible y requiere Ca?*, la
concentracion necesaria de Ca?* varia segun el tipo de calpaina a inhibir,
sorprendentemente, si la calpaina presenta autolisis, la calpastatina demanda una

menor concentracion de Ca?* que la necesaria para inhibir la enzima completa,
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Revelando que posiblemente la autolisis juega un papel importante en la regulacion

de la actividad enzimatica (Cottin et al., 2001).

En el proceso de maduracién de la carne, las proteasas desempefian la funcién de
fraccionar las proteinas que conforman las fibras musculares tales como titina
desmina y vinculina, se instituye que la calpaina tiene un rol importante en este
proceso (Koohmaraie y Geesink, 2006), por las siguientes razones: (1) Al incubar
las fibras musculares con calpaina, se observan los mismos patrones protedlisis
observados en maduracion normal (Koohmaraie et al., 1988). (2) La inyeccion de
Ca?* acelera la protedlisis muscular (Koohmaraie, 1990). (3) La adiccién de
inhibidores de la calpaina retardan el proceso de maduracion (Uytterhaegen et al.,
1994).

En una investigacion en ratones transgénicos que sobreexpresan el gen de
calpastatina, se encontré que el proceso de maduracién era mas lento que en
ratones con expresion normal del gen (Kent et al., 2004). Mayor actividad de la p-
calpaina podria conducir a carne con mayor capacidad de retencién de agua (Huff
y Lonergan, 2005).

El gen CAST esta ubicado en el brazo q del cromosoma 2 de los cerdos (SSC2) su
tamafo aproximado es de 123.1 Kb y posee 35 exones, como ya se ha mencionado
la calpastatina tiene varias isoformas producto del splicing alternativo al que puede
ser sometido el ARNm de este gen (Meyers y Beever, 2008).

Se han encontrado varios QTL asociados a terneza cerca de la ubicacion del gen
CAST de cerdo (Meyers et al., 2007), Se hallaron 896 polimorfismos en este gen,
de los cuales 805 son SNP, 85 Indels y 6 microsatélites, 400 de estos polimorfismos

se pudieron asociar a los QTL previamente encontrados (Meyers y Beever, 2008)
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La sustitucion Ser66Asn ubicada en un dominio altamente conservado de la enzima
calpastatina podria estar relacionada con diferencias fenotipicas en la calidad de la
carne (Ciobanu et al., 2004). La sustitucion de una Guanina por una Adenina en el
intron 6 del gen CAST ha sido asociada a un cambio en la actividad de la calpaina
y con la calidad de la carne, no se ha comprendido la labor que cumple el intrén,
posiblemente la mutacion altere la expresion de gen, el splicing alternativo o
interceda en la union calpastatina-calpaina, el genotipo AA para este SNP muestra
altos valores de autolisis de la p-calpaina y a su vez muestra poca pérdida de agua
(Gandolfi et al., 2011).

2.1.4.2 Proteina Cardiaca de Unién a Acidos Grasos (HFABP). Las siglas
corresponden a su nombre en inglés (Heart-type Fatty Acid-Binding Protein). Es una
proteina citosoélica responsable del transporte de los &cidos grasos de cadena larga
(AGCL) dentro de la célula, ya sea para su p-oxidacién con el fin de obtener energia,
o para la formacion de triacilglicéridos o fosfolipidos (Gerbens, 2004). Ademas,
mantiene el balance energético dentro del corazon y en tejidos, regula el desarrollo
de tejidos adiposos y aumenta la sensibilidad célula a la insulina (Zhang et al.,
2013).

La proteina HFABP esta involucrada en el desarrollo de la grasa intramuscular en
porcinos, este tipo de grasa como se ha sefialado antes esta asociada con mejor
palatabilidad de la carne (Li et al., 2007). Usando microsatélites se hallaron varios
QTLs para espesor de grasa dorsal y porcentaje de grasa intramuscular con alta
significancia, éstos se encuentran proximos a la posicion del gen FABP3 que
codifica para la proteina HFABP (Ovilo et al., 2002).

El gen FABP3 esta localizado en el brazo q del cromosoma 6 (SSC6), la proteina

HFABP estd compuesta por 132 aminoacidos y tiene un peso aproximado de 15

KDa. Con andlisis de similitud, se ha encontrado un sitio de unién a acidos grasos

64



en aminodacido 127, esta proteina hace parte de la superfamilia de las calicinas junto

a la familia de las lipocalinas y la familia de las avidinas (Garcia et al., 2007).

Gerbens et al. (1999) evalu6 tres marcadores moleculares tipo SNP, mediante la
técnica de PCR-RFLP, las enzimas de restriccion utilizadas fueron: Hinfl que
cortaba sobre la region reguladora 5’, Mspl y Haelll cortaban el intron 2 del gen, los
tres marcadores tiene inferencia sobre el contenido de IMF y EGD. Un estudio en
cerdos de la Landrace y Large White, usando la enzima Hinfl encontré asociacion
con IMF, EGD, el peso y los porcentajes de las partes principales de la carne (Urban
et al. 2002).

El polimorfismo del intron 2 es cortado por la enzima Haelll cuando el individuo
posee la sustitucion G1811C. Estudios de minisecuenciacion evidenciaron la fijacion
del alelo G en el jabali europeo y en un proporcién moderada en la raza Duroc, y
relacionaron la presencia de este alelo con un mayor contenido en IMF, mayor EGD

y mayor peso corporal (Padilla et al., 2010) (Gerbens et al., 1999).

2.1.4.3 Receptor de Leptina (LEPR). La leptina en cerdos es una proteina
compuesta por 167 aminoacidos, es producida en su mayoria por los adipocitos, su
concentracion en la sangre es proporcional a las reservas energéticas existentes,
actua sobre las neuronas POMC/CART y las neuronas AGRP/NPY presentes en el

ndcleo arcuato del hipotdlamo (Jiménez et al., 2012).

Las neuronas AGRP/NPY producen los péptidos orexigenos conocidos como
proteina r-Agouti (AGRP) y el neuropéptido Y (NPY), ambos son estimulantes del
apetito. El AGRP se une a los receptores de la melanocortina 4 (MC4R) inhibiendo
su funcién, estimulando la ingesta de alimentos y la ganancia de peso; ElI NPY lleva
su nombre por el ultimo aminoacido de su cadena (Tirosina, Y), la adiccién de este
neuropéptido en ratones induce el aumento de la ingesta de alimentos y la ganancia
de peso (Barsh et al., 2002).
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Las neuronas POMC/CART producen los péptidos anorxigenos como
proopiomelanocortina (POMC) y el péptido transcripto regulado por cocaina y
anfetamina (CART). El POMC es cortado enzimaticamente para formar la hormona
estimulante de melanocitos a (a-MSH), que es un activador del receptor de la
melanocortina 4 (MC4R), influyendo negativamente sobre el apetito y promoviendo
la pérdida de peso; EI CART es una proteina que procede de manera parecida a las
anfetaminas y a la cocaina, su expresion ha sido fuertemente asociada con la
inhibicion del apetito (Barsh et al., 2002).

El receptor de leptina en los cerdos consta de 1165 aminoacidos, esta ubicada en
la membrana celular de las neuronas, su funcion principal es recibir la leptina y servir
de intermediario en la sefializacion celular. Los LEPR localizados en las neuronas
POMC/CART en presencia de leptina inducen la expresion de los genes asociados
con la sensacion de saciedad y adicionalmente, los LEPR localizados en las
neuronas AGRP/NPY en presencia de leptina impiden la expresion de los genes

asociados que activan el apetito (Figura 15) (Ovilo et al., 2010).

Figura 15. Proceso de sefalizacién del Receptor de Leptina.

Fuente: (Barsh et al., 2002)
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Mutaciones en el gen del receptor de leptina se han asociado con obesidad en
humanos (Liu et al., 2004). En cerdos el gen esta localizado en el cromosoma 6
(SSC6), existen varios polimorfismos en el exon 4, como la sustitucion de la timina
221 por una citosina que ocasiona un cambio del codon AUG Metionina por ACG
Treonina, también es conocida la mutacién dinucledtida: T232A y C233T, por lo que
se presentan cuatro posibles codones: TCA (Serina), ATA (Isoleucina), TTA
(Leucina) y ACA (Treonina) (Mackowski et al., 2005).

Estas mutaciones han sido detectadas utilizando la técnica de SSCP (Mackowski et
al., 2005) y Padilla et al. (2010) empleando minisecuenciacion encontroé fijado el

genotipo TC en la raza Ibérica y en los jabalies.

2.1.4.4 Receptor de Melanocortina 4 (MC4R). Es una proteina de la familia de los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR), se han encontrado al menos cinco
tipos de receptores de melanocortina, MC1R es expresada exclusivamente en los
melanocitos y regula la pigmentacién de la piel; MC2R es expresada en la corteza
adrenal y es responsable de la sintesis de la hormona adrenocorticotropa (ACTH);
MCS5R es expresa en células musculares y glandulas exocrinas; MC3R y MC4R se
expresan en mayor proporcion en las células del cerebro, siendo MC4R la de mayor
distribucion y al ser activada por AGRP estimula la ingesta de alimentos y cuando

es inhibida por a-MSH ejerce el efecto contrario (Figura 16) (Wardlaw, 2001).

En cerdos la proteina tiene un tamafio de 332 aminoacidos y tiene siete dominios
transmebranales bien conservados. El gen estd ubicado en el brazo q del

cromosoma 1 (SSC1) y la cadena codificante es la minus o negativa.

Una mutacion en este gen en humanos es la responsable de un tipo de obesidad
monogénica dominante (Vaisse et al., 2000) y en los cerdos se ha hallado una
relacion entre el EGD, el crecimiento y el consumo de alimentos con la sustitucion
G426A, que ocasiona el cambio de Asp298Arg (Kim et al., 2000).
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Figura 16. Proceso de sefalizacion del Receptor de Melanocortina 4.
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Se han empleado las técnicas de RFLP y PCR-RFLP con la enzima de restriccion
Tagl para determinar el SNP G1426A (Hernandez et al., 2003) (Ovilo et al., 2006) y
la minisecuenciacién (Padilla et al., 2010). Se determiné que en cerdos de cinco
razas distintas (Landrace Polaco, Duroc, Large White Polaco, Putawska y Pietrain)
el alelo AA esta relacionado con un aumento en la ganancia de peso diaria y en
EGD, y el alelo GG esta involucrado con un aumento en la grasa intramuscular
(Piorkowska et al., 2010).

Otros autores como Park et al., (2002), Stachowiak et al., (2006), Mufioz et al.,
(2011) y Stinckens et al. (2009) no encontraron relaciones significativa entre alguno

de los dos alelos del MC4R y variables de calidad de la carne.

2.1.4.5 Subunidad y3 de la Proteina Quinasa Activada por AMP (PRKAG3). La
proteina quinasa activada por AMP (AMPK) tiene un papel muy importante en la
homeostasis energética en los eucariotas, esta compuesta por tres subunidades: La

subunidad a (alfa) cumple la funcién catalitica, mientras que la subunidad B (beta)
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y la subunidad y (gamma) cumplen funciones de tipo regulatorio. En mamiferos hay
tres isoformas de la subunidad vy, de las cuales la ys codificada por el gen PRKAG3
es la méas destacada (Ciobanu et al., 2001).

En condiciones de bajas reservas energéticas, la concentracion de AMP aumenta
consecuencia del consumo de ATP, el AMP procede a activar la enzima AMPK que
realiza la fosforilacion de las enzimas metabdlicas, de esta manera promueve el
funcionamiento de las rutas productoras de energia (glucolisis y B -oxidacion) e
inhibe las rutas que consumen energia (proliferacion celular y biosintesis de lipidos)
(Ciobanu et al., 2001).

EL gen PRKAG3 esta ubicado en el brazo q del cromosoma 15 del cerdo (SSC15),
codifica para una proteina de 514 aminoAcidos y posee dos isoformas (Skrlep et al.,
2010).

Se ha documentado el cambio de la Arg200GlIn, los individuos con la glutamina
tienen baja capacidad de retencién de agua y bajo rendimiento para los embutidos,
esto se debe a un aumento del 70% del glucégeno dentro del musculo, este
genotipo solo ha sido encontrado en cerdos de la raza Hampshire (Milan et al.,
2000).

En este gen se presentan también varias sustituciones como Thr30Asn, lle199Val y
Gly52Ser. La sustitucion lle199Val se debe al cambio del codén AUC por GUC, se
ha determinado que influye sobre el pH de la carne y esta correlacionado con la
capacidad de retenciéon de agua y la terneza (Skrlep et al., 2010). Las técnicas
utilizadas para determinar este polimorfismo es la PCR-RFLP usando la enzima
BsaHI (Weisz et al., 2010) (Chalupova et al., 2012).

2.1.4.6 Receptor de Rianodina 1 (RYR1). Los receptores de rianodina son canales

liberadores de Ca?*, presentes en las células musculares, su descubrimiento fue
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gracias a que su funcién se inhibe con el alcaloide rianodina extraido de la planta

tropical Ryania speciosa, razén por la cual se la asigné el nombre a la proteina.

En mamiferos se han identificado 3 isoformas del receptor de rianodina, cada una
codificada por un diferente gen, los genes entre si comparten un 70% de homologia
en la secuencia (Rossiy Sorrentino, 2002). La isoforma RYR2 esta presente en el
musculo cardiaco, mientras que las otras dos isoformas RYR1 y RYR3 se
encuentran en todos los musculos esqueléticos. Investigaciones realizando
knockout de estos dos genes en ratones, evidencio que los ratones sin la expresion
del RYR3 no tenian problemas en los procesos de contraccién muscular, por otro
lado, si los ratones no expresaban RYR1 ocurria una falla total en el desarrollo

muscular y en los procesos de contracciéon muscular (Barone et al., 1998).

El reticulo sarcoplasmatico (RS) es una organela presente en todas las células
musculares y almacena grandes concentraciones de Ca?*, este ion es fundamental
en el proceso de contraccion muscular, pues estimula el complejo proteico actina-
miosina (Lanner et al., 2010). El receptor de rianodina esta ubicado especificamente
sobre la membrana del RS y controla la salida del ion (Figura 17). Muchas
sustancias pueden modular la actividad de RYR1, algunas de origen endégeno
como la calmodulina, Proteina quinasa C (PKC), y iones como Ca?*, Mg?*, H* y Fe?*
entre otras; y agentes externos como rianodina, cafeina y halotano (Rossi y
Sorrentino, 2002).

El gen RYR1 cuenta con 25 exones y traduce para una proteina de 5035
aminoacidos, esta posicionado en el cromosoma 6 (SSC6) a unos 38 millones de

pares de bases del gen FABP3.
Durante el siglo XX los criadores de cerdos relacionaron excelentes conformaciones
musculares con el gen denominado HAL (en la actualidad se le conoce como RYR1)

gue conferia resistencia al anestésico halotano y que tenia un comportamiento tipo
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mendeliano; La asociacién fue descrita en gran parte de los cerdos de la raza
Pietrain, sin embargo, la condicion denominada sindrome de estrés porcino que
ocasiona carne de tipo PSE (Palida, Suave y Exudativa) también esta asociada a
este gen (Jurkat-Rott et al., 2000).

Luego de estas investigaciones se descartd su uso en el mejoramiento genético
dado que el fenotipo deseado correspondia al genotipo heterocigoto (Tabla 14), en
la actualidad, los procesos de mejoramiento pretenden erradicar el alelo n de la
poblacién de cerdos (Barbut et al., 2008).

Figura 17. Funcionamiento del Receptor de Rianodina 1.
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El sindrome de estrés porcino o hipertermia maligna es una enfermedad con gran

impacto sobre la industria ya que es la causante de la mayoria de las muertes de
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cerdo durante el transporte. Los cerdos con este sindrome tienen falla cardiaca
aguda, degeneracion del musculo esquelético y su carne tiene apariencia pélida,
suave y exudativa, el sindrome es evidente cuando el cerdo es sometido a cualquier

tipo de estrés fisico, psicolégico o farmacoldgico (Bonelli y Schifferli, 2001)

Tabla 14. Genotipos para el gen RYR1.

Genotipo Fenotipo Halotano PSE
TT Deseado  Resistente Susceptible
CT Deseado Susceptible Resistente
CcC Indeseado Susceptible Resistente

(Bonelli y Schifferli, 2001)

Se ha documentado que la sustitucion C1843T en el exdn 17, ocasiona el cambio
de una Arg (amino&cido polar) por una Cys (aminoacido no polar), el cambio de
polaridad posiblemente altere el plegamiento del dominio B30.2/SPRY que esta

involucrado en interacciones proteina-proteina (Woo et al., 2006).

Se han empleado varias técnicas moleculares para determinar este SNP entre las
gue se destacan la PCR-RFLP utilizando la enzima Hhal, en donde la aparicion de
una banda coincide con el genotipo homocigoto TT, tres bandas corresponden a
heterocigoto CT y dos bandas corresponden a homocigoto CC (Hernandez et al.,
2008)(Ruan et al., 2013). La técnica de SSCP también ha mostrado excelentes
resultados (Castro et al., 2011), La técnica de minisecuenciacion demostro alta
confiabilidad (Carolino et al., 2007) (Padilla et al., 2010).
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 EXTRACCION DE ADN

Se empleo el protocolo de extraccion ADN de musculo con Fenol Cloroformo del
Laboratorio de Genética Molecular Animal de CORPOICA. Se tomaron 100g de

musculo y se macer6 con la ayuda de nitrdgeno liquido.

Para el procesamiento se tomaron aproximadamente 250ul de macerado de
musculo por muestra, dejando el tejido toda la noche en el bafio serologico a 56°C,
en presencia de buffer de extraccién de semen y Proteinasa K (Sigma, USA). Se
empleé la separacion liquido-liquido para el ADN, utilizando las siguientes
combinaciones de solventes Fenol, Cloroformo y Alcohol isoamilico (25:24:1), se
repitié dos veces retirando siempre la fase superior, al final se utilizd Cloroformo y
Alcohol isoamil (24:1) una vez. Se condensoé el ADN con etanol absoluto y acetato
de sodio, se centrifugd el pellet y se dejé secar a temperatura ambiente, luego se

almaceno en el ultracongelador a -70°C.

Posteriormente se disolvié el pellet en 200ul de agua ultrapura y se procedié a
cuantificar el ADN mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 260nm y
la evaluacién de contaminaciéon con proteina a 280nm en el espectrofotbmetro
NanoDrop ND-2000 (Thermo Fischer Scientific Inc., USA). Todos los ADN fueron
diluidos a una concentracion de 150ng/ul y se almacenaron a -70°.

2.2.2 DISENO Y EVALUACION DE PRIMERS
Se eligieron 8 SNP presentes en seis genes, todos asociados en la literatura con

caracteristicas de calidad de carne, los genes escogidos fueron CAST, HFABP
(FABP), LEPR, MC4R, PRKAG3 y RYR1 ubicados en los cromosomas 1, 2, 6 y 15
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del cerdo, en la Figura 18 se muestra la ubicacion de los marcadores dentro del
cariotipo.

Figura 18. Locus de los genes escogidos.
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Mediante la herramienta BLAST (NCBI BLAST, 2012) se encontraron los numeros
de GenBank (GenBank accession nhumber) para cada gen, se identificaron los SNP
dentro de la secuencia, en los casos donde se utilizaban marcadores moleculares
RFLP se determiné el sitio exacto del SNP con el programa Restriction mapper
(Blaiklock, 2012) (Tabla 15).

Tabla 15. Identificacion del GenBank para los genes y los SNP analizados.

Gen Secuencia SNP Referencia
CAST EU137105.1 G76872A Gandolfi et al., 2011.
HFABP HM591296.1 C1811G Gerbens et al., 1999.
LEPR NM_001024587.1 T221C,T232A,C233T Mackowski et al., 2005.
MC4R NM_214173.1 G1426A Kim et al., 2000.
PRKAG3 NC _010457.4 G3063A Ciobanu et al., 2001.
RYR1 Z49778.1 T1843C Fuijii et al., 1991.

2.2.2.1 Primers de Amplificacion. Para la seleccion de los primers de amplificacion

de cada gen se tuvo en cuenta los siguientes parametros: longitud del fragmento
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amplificado menor a 500 pb, porcentaje de Guanina/Citosina (%G/C) mayor al 50%,
diferencias de temperatura de fusion (Tm) entre pares de primers de 2°C,
autocomplementariedad menor a 4 pb y sin potencial de formacién de harpins, los
valores se determinaron con el programa OligoCalc (Northwestern University,
2012).

Se evaluaron primers referenciados en la literatura y los faltantes se disefiaron con
el programa Primer BLAST (NCBI PRIMER BLAST, 2012). Todos los primers fueron
cuantificados en el espectrofotometro NanoDrop ND-2000 (Thermo Fischer

Scientific Inc., USA) y fueron diluidos a una concentracion de 6.25uM con agua

ultrapura (Tabla 16).
Tabla 16. Primers de amplificacion.

Nombre SNP Secuencia Pb Referencia
FRYR1 5-CGCTTTCACCACCTCTTCTCA-3 21

T1843C Stinckens et al., 2007.
RRYR1 5-ACAAGCTGGGACAAGCACGA-3 20
FHFABP 5-ATTGCCTTCGGTGTGTTTGAG-3 21 Gerbens et al., 1999.

C1811G
RHFABP 5-CATTCCCATTCCCCCAGCTT-3 20 Autor
FMC4R 5-TTGATTGGGGTCTTTGTGGT-3 20

G1426A Padilla et al., 2010.
RMC4R 5-TTGAAGGTTTTCCTCAGTTCTTG-3 23
FLEPR T221C 5-CTCTTGCCTGCTGGAATCTC-3 20

C233T Padilla et al., 2010.

RLEPR T232A 5-CCTTCCCTGCAATGTTGTCT-3 20
FCAST 5-AATGAGCAGCCAACATCAGA-3’ 20

G76872A Gandolfi et al., 2011.
RCAST 5-TTCCCATAGCCCACAAGAAG-3 20
FPRKAG3 5-GGAGCAAATGTGCAGACAAG-3’ 20

G3063A Weisz et al., 2010.
RPRKAG3 5'-CCCACGAAGCTCTGCTTCTT-3’ 20

2.2.2.2 Primers de Extension. Se disefiaron primers especificos a cada SNP cuyo
extremo 3’ esta a una distancia de un nucleétido del SNP. Para poder visualizar los
SNP en el secuenciador los tamafos de estos primers deben ser diferentes, por
esta razén en el extremo 5’ se les afiadié una cola de polyA de diferente longitud
(Tabla 17). A partir de la secuencia de ADN de los genes PRKAG3 y CAST se
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disefiaron los siguientes primer de extension: 5-CCACAAAGGTGCCGCTCGGA-3
y 5-CATTACTCCACAAGCTCTGCGGATT-3’ respectivamente.

Tabla 17. Primers de extension.

Nombre SNP Secuencia Secuencia Referencia
PRKAG3Shot  G3063A 5-CCACAAAGGTGCCGCTCGGA-3’ Minus Autor
RYR1Shot T1843C 5-GTGCAATGGTGTGGCCGTG-3’ Plus Carolino et al., 2007.
CASTShot G76872A 5-CATTACTCCACAAGCTCTGCGGATT-3 Minus Autor
MC4Shot G1426A 5-CGGAGTGCATAAATCAGGGGAT-3' Minus Civarova et al., 2007.
HFABPShot C1811G 5-CGCCAACAGTTCTATGGGATG-3’ Plus Padilla et al., 2010.
LEPRH1Shot T221C  5-GACATGATGAGGCAGTTGTTGAAA-3 Plus Padilla et al., 2010.
LEPRH3Shot C233T 5-AGAAGATAAGTTTGATAAGTAGGTACCACTT-3' Minus Padilla et al., 2010.
LEPRH2Shot T232A  5-GTTGTTGAAACGGAACTTAAT-3’ Plus Padilla et al., 2010.

Secuencia: Sentido de la cadena de ADN (Plus: cadena principal y Minus: Cadena complementaria).

2.2.3 REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR)

Para la realizacion de la PCR se utilizaron 2ul de dNTPs, 0.1pl de Taq polimerasa
Platinum® (Invitrogen, USA), 1ul del primer Forward y 1ul del primer reverse
(Invitrogen, USA) a 6.25 uM y se emple6 2.5ul de ADN extraido del musculo.

Para cada marcador se experimento tres diferentes concentraciones de MgClz, la
primera fue 2.4 mM, la segunda 4 mM vy la tercera 6 mM, que corresponden a
adicionar 0.6ul, 1.0ul y 1.5ul de MgCl2 a 50 mM respectivamente; finalmente se

completo el volumen final de 12.5ul con agua ultrapura (Tabla 18).

Tabla 18. Reactivos de la PCR.

Componentes Cantidad (pl)
dNTPs 2

Taq Polimerasa 0.1
Primer Forward 1

Primer Reverse 1

ADN 25

MgCl: 0.6 1 15
Agua 5.3 49 4.4
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El termociclador empleado fue PTC-100 (Bio-Rad Laboratories, USA) y se utilizo el
programa estandar del Laboratorio de Genética Molecular Animal (Tabla 19), la Tm
tedrica obtenida programa OligoCalc (Northwestern University, 2012) se empled
para cada pareja de primers de amplificacion. La amplificacion se confirmo en geles
de 7% de poliacrilamida:bisacrilamida (29:1) y se utilizé el marcador de peso
molecular DNA HyperLadder 1V (Bioline, USA) para verificar el tamafio del
fragmento amplificado, finalmente fue realizado el proceso de revelado con nitrato
de plata 1X.

Tabla 19. Programa del termociclador para la PCR.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
1 95 240 1
95 30
2 Twm 60 35
72 90
3 72 600 1

2.2.4 MINISECUENCIACION

Los seis productos de PCR de cada animal, son mezclados (formando la Mix de
PCR) y purificados con la enxima ExoSAP (Affymetrix, USA); a su vez se realiza la
Mix de Primers con la mezcla de los ocho primers de extension y finalmente se
emple6 la Mix Ready Reaction del kit de SNaPshot® Multiplex™ (Applied
Biosystems, USA) que incluye los ddNTP, la Taqg polimerasa y el buffer (Tabla 20).
La reaccion de minisecuenciacion se realizé en el termociclador PTC-100 (Bio-Rad

Laboratories, USA) con la union de las tres mix.

Tabla 20. Reactivos de la minisecuenciacion.

Componentes Cantidad (ul)
Mix Ready Reaction 4

Mix PCR Purificada 3

Mix de Primers de Extensién 15
Agua 1.5
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Las cantidades de la mezcla de primers y la mezcla de PCR son modificadas para
lograr obtener picos de alelos sin exceso de fluorescencia. El protocolo de
temperatura que se utilizé fue suministrado por el proveedor del kit (Applied
Biosystems, USA) (Tabla 21). El producto de la minisecuenciacion fue purificado
con la enzima SAP (Affimetrix, USA).

Tabla 21. Programa del termociclador para la minisecuenciacion.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos

1 96 10
2 50 5 25
3 60 30

La determinacién de cada genotipo se realiz6 de forma manual por electroforesis
capilar en el Analizador Genético ABI Prism 310 (Applied Biosystems, USA) con el
programa de corrido 310 Data Collection version 3.1 (Applied Biosystems, USA) con
fase movil el buffer 10X (EDTA) y con POP4 (Applied Byosistems,USA) como fase
estacionaria; se utiliz6 LIZ®-120 (Applied Biosystems, USA) como marcador de peso
molecular y Formamida HiDi (Applied Biosystems, USA) para denaturar la cadena
de ADN; los datos se analizaron en el programa GeneMapper 4.1 (Applied

Biosystems, USA).

Para comprobar la veracidad de los resultados del proceso de SNaPshot, se realizé
la secuenciacion de dos fragmentos amplificados de cada gen y se compararon los
resultados. La secuencia exacta del amplificado fue determinada con el
alineamiento en el programa Bioedit (lbis Biosciences, USA) de la secuencia

obtenida con el primer forward y la secuencia con el primer reverse.
La reaccion de secuenciacion emple6 uno de los dos primers de amplificacion; la

PCR fue purificada con la enzima ExoSAP y se utiliz6 el kit BigDye terminator®

(Applied Biosystems, USA) (Tabla 22); Se utilizé el protocolo establecido por el kit
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en el termociclador PTC-100 (Bio-Rad Laboratories, USA) (Tabla 23) vy

posteriormente se purificdé el producto con el reactivo Xterminator (Applied
Byosistems, USA.

Tabla 22. Reactivos de la secuenciacion.

Componentes Cantidad (ul)
Secuencing RR-100 4
PCR purificada 3
Agua 15
Primer de amplificacion 15

La electroforesis capilar se realiz6 en el Analizador Genético ABI Prism 310 (Applied
Biosystems, USA), con POP4 y buffer 10X (Applied Biosystems, USA), los datos

fueron interpretados con el programa Sequencing Analysis v.5.4 (Applied
Biosystems, USA).

Tabla 23. Programa del termociclador para la secuenciacion.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos

1 96 60 1
96 10

2 50 5 25
60 240

2.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

2.2.5.1 Frecuencia genotipica. Se determinaron las frecuencias de los genotipos

dentro de la poblacién con la siguiente férmula:

N° de Animales con el Genotipo

Frecuencia del Genotipo = N° Total de Animales

2.2.5.2 Frecuencias alélicas. Las frecuencias alélicas para un SNP cuya

sustitucién hipotética es A/G, se utilizan las siguientes férmulas:
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Frecuencia alélica del SNP sin la sustitucion:

2 * (N° de Animales Homocigotos (AA)) + (N° de individuos Heterocigotos para (AG))
2 % (N°Total de Animales)

FA(A) =

Frecuencia alélica del SNP con la sustitucion:

2 * (N° de Animales Homocigotos (GG)) + (N° de individuos Heterocigotos para (AG))

FA (G) =
©) 2 % (N° Total de Animales)
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 EXTRACCION DE ADN Y PCR

2.3.1.1 Extraccion de ADN. Se logré extraer correctamente el ADN de todos los
animales con valores de concentracion de las muestras superiores a los 150 ng/pl
(Anexo 10), la relacion de entre las absorbancias a 260/280 se mantuvo entre 1.7 y

2.1 para todas las muestras.

2.3.1.2 Evaluacion de los Primers de Amplificacién. Se utilizaron primers de
amplificacion reportados en la literatura para estos genes, en el caso de HAFBP se
disefio el primer reverse para generar un fragmento amplificado (FA) mas pequefio,
ya que el referenciado tenia un tamafio de 816 pb, en general los fragmentos
amplificados no superan los 500 pb.

El analisis de los primers evidencio nula posibilidad de formacion de harpins de mas
de 4 pb, el porcentaje de G/C fue cercana al 50% y sus TM se estimaron con

PrimerBlast escogiéndose los que tenian valores entre 57 y 62°C (Tabla 24).

Tabla 24. Evaluacion de los primers de Amplificacion.

Nombre Secuencia Pb Twm %G/C  FA
FRYR1 5-CGCTTTCACCACCTCTTCTCA-3 21 60.2 52 427
RRYR1 5’-ACAAGCTGGGACAAGCACGA-3 20 62.3 55
FHFABP 5-ATTGCCTTCGGTGTGTTTGAG-3’ 21 59.3 48 465
RHFABP 5’-CATTCCCATTCCCCCAGCTT-3’ 20 60 55
FMC4R 5-TTGATTGGGGTCTTTGTGGT-3’ 20 57.2 45 104
RMC4R 5-TTGAAGGTTTTCCTCAGTTCTTG-3' 23 57.1 39
FLEPR 5-CTCTTGCCTGCTGGAATCTC-3’ 20 58.3 55 190
RLEPR 5-CCTTCCCTGCAATGTTGTCT-3 20 58 50
FCAST 5-AATGAGCAGCCAACATCAGA-3’ 20 575 45 376
RCAST 5-TTCCCATAGCCCACAAGAAG-3’ 20 57.1 50
FPRKAG3 5-GGAGCAAATGTGCAGACAAG-3’ 20 57.6 50 258
RPRKAG3 5'-CCCACGAAGCTCTGCTTCTT-3’ 20 60.3 55

2.3.1.3 Determinacién de las Condiciones Optimas de las PCR. Al evaluar

diferentes concentraciones de MgClz y varias Tm se determinaron las condiciones
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Optimas de amplificacion para todos las parejas de primers (Tabla 25), en los geles
de poliacrilamida se analiz6 que el tamafio de los fragmentos correspondiera al
estimado a priori (Anexo 11). Para RYR1 fue necesario utilizar la Taq polimerasa

Biolase (Bioline, USA) con el objetivo de mejorar la especificidad de la PCR.

Tabla 25. Condiciones Optimas de amplificacion.

Gen Tm MgCl; Polimerasa
CAST 57 2.4 mM Invitrogen
HFABP 59 2.4 mM Invitrogen
LEPR 59 4 mM Invitrogen
MC4R 59 4 mM Invitrogen
PRKAG3 59 4 mM Invitrogen
RYR1 59 4 mM Bioline

2.3.1.4 Verificacion de las Amplificaciones. Todas las PCR fueron realizadas
para las tres razas y su amplificacion fue confirmada por medio de electroforesis
(Anexo 11).

Adicionalmente, se encontré que el marcador HFABP no era amplificado en cuatro
individuos de la raza Zungo (Z1834, 21836, 21852 y Z1853) y el marcador RYR1
para (Z1853) incluso modificando el protocolo y las concentraciones de los reactivos

los resultados fueron infructuosos.

2.3.2 ESTANDARIZACION DE LA MINISECUENCIACION

2.3.2.1 Disefio de los Primers de Extension. Se emplearon primers referenciados
en la literatura y para los genes CAST y PRKG3 se disefiaron utilizando la secuencia

anexada en el GenBank.

Los primers para PRKAG3, CAST, M4CR y LEPRH2 fueron disefiados a partir de la
cadena Minus, por esta razon el SNP se evidencia con los nucleétidos

complementarios (Tabla 26). Los primers de extension se diferenciaron por tamafo
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con la adiccidon de adeninas en su extremo 5’, manteniéndose una distancia minima

de cuatro nucledtidos.

Tabla 26. Evaluacion de los primers de Amplificacion.

Nombre SNP  Secuencia Pb S. G. Referencia
PRKAG3Shot G3063A 5-(A7)CCACAAAGGTGCCGCTCGGA-3’ 30 Minus  C/T Autor
RYR1Shot T1843C 5'-(A15)GTGCAATGGTGTGGCCGTG-3 35 Plus CIT Carolino et al., 2007.
CASTShot G76872A 5-(A1g)CATTACTCCACAAGCTCTGCGGATT-3' 43 Minus CIT Autor
MC4Shot G1426A 5'-(A)CGGAGTGCATAAATCAGGGGAT-3’ 47 Minus  C/T  Civarova et al., 2007.
HFABPShot C1811G 5-(A30))CGCCAACAGTTCTATGGGATG-3’ 51 Plus CIG Padilla et al., 2010.
LEPRH1Shot T221C  5-(A31)GACATGATGAGGCAGTTGTTGAAA-3' 55 Plus CIT Padilla et al., 2010.
LEPRH3Shot C233T  5-(A20AGAAGATAAGTTTGATAAGTAGGTACCACTT-3 60 Minus  A/G Padilla et al., 2010.
LEPRH2Shot T232A  5-(A4s)GTTGTTGAAACGGAACTTAAT-3’ 65 Plus AT Padilla et al., 2010.

G. Corresponde a los dos posibles genotipos visualizados en el secuenciador.
S. Sentido de la cadena de ADN (Plus: cadena principal y Minus: Cadena complementaria).

2.3.2.2 Determinacién de las Condiciones Optimas de la Minisecuenciacion.

Esto se logro con la determinacién de la adecuada composicion de las mix de PCR

y la mix de primers de extension. La mix de primers de extension adecuada se logro

al modificar la concentracion y la cantidad de cada uno de los primers queda

almacenada en la Tabla 27.

La Mix de PCR apropiada para el proceso se logro variando el volumen de cada

producto de PCR utilizado, manteniendo como volumen final 15 pl, las cantidades

guedan registradas en la Tabla 28.

Tabla 27. Volumen y concentracién de la mix de primers de extension.

Nombre Cantidad Concentracién
PRKAG3Shot 14l 12.5 pM
RYR1Shot 14 ul 25 UM
CASTShot 16 pl 25 UM
MC4RShot 18 ul 12.5 uM
HFABPShot  17.2 pl 50 M
LEPRH1Shot 2.8 ul 12.5 uM
LEPRH3Shot 2 ul 12.5 uM
LEPRH2Shot 16 25 uM
Total 100 pl
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Tabla 28. Volumenes para mix de PCR.

Nombre Cantidad
CAST 3ul
HFABP 4 pl
LEPR 2 ul
MC4R 2 ul
PRKAG3 2 ul
RYR1 2 pl
Total 15yl

2.3.2.3 Validacion de Resultados. Se evalué el animal CM1129 con las
condiciones 6ptimas de minisecuenciacion halladas (Anexo 12), logrando visualizar
todos los ocho genotipos y se verificaron satisfactoriamente con la secuenciaciéon

de los fragmentos.

2.3.3 GENOTIPADO POR MINISECUENCIACION

Se realizd la minisecuenciacion para los ocho SNP en 63 animales, para el
marcador HFABP en la raza Zungo el numero total de individuos fue 18 por el
descarte de los 4 animales que no amplificaron, al igual que el marcador RYR1 en

la misma raza descartdndose un animal (Tabla 29).

Todos genotipos visualizados en el GenMapper 4.1 (Applied Biosystems, USA) se
recopilaron (Anexo 13); los resultados de los marcadores disefiados con la cadena
Minus son transformados a la cadena Plus y se realiz6 el analisis de frecuencia
alélica y genotipica para cada raza y quedo resumida en la Tabla 29.
Adicionalmente se analizaron los alelos deseados para cada marcador segun la

informacion encontrada en la literatura (Tabla 30).
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Tabla 29. Genotipos y frecuencias alélicas en las razas criollas colombianas.

Frecuencias

Marcador n Genotipo Genotipicas Frecuencias Alélicas
CAST AA AG GG AA AG GG A G
Cascode Mula 21 4 4 13 0.190 0.190 0.619 0.286 0.714
San Pedrefio 20 3 8 9 0.150 0.400 0.450 0.350 0.650
Zungo 22 10 10 2 0.455 0.455 0.091 0.682 0.318
HFABP CC CG GG CcC CG GG C G
Cascode Mula 21 1 14 6 0.048 0.667 0.286 0.381 0.619
San Pedrefio 20 12 8 0 0.600 0.400 0.000 0.800 0.200
Zungo 18 5 7 6 0.278 0.389 0.333 0.472 0.528
LEPRH1 CcC CT TT CcC CT TT C T
Cascode Mula 21 2 9 10 0.095 0.429 0.476 0.310 0.690
San Pedrefio 20 0 2 18 . 0.000 0.100 0.900 . 0.050 0.950
Zungo 22 1 1 20 0.045 0.045 0.909 0.068 0.932
LEPRH2 AA AT TT AA AT TT A T
Cascode Mula 21 5 12 4 0.238 0.571 0.190 0.524 0.476
San Pedrefio 20 0 0 20 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000
Zungo 22 0 2 20 0.000 0.091 0.909 0.045 0.955
LEPRH3 CcC CT TT CcC CT TT C T
Cascode Mula 21 5 15 1 0.238 0.714 0.048 0.595 0.405
San Pedrefio 20 19 1 0 0.950 0.050 0.000 0.975 0.025
Zungo 22 20 2 0 0.909 0.091 0.000 0.955 0.045
MC4R AA AG GG AA AG GG A G
Cascode Mula 21 8 12 1 0.381 0.571 0.048 0.667 0.333
San Pedrefio 20 0 4 16 0.000 0.200 0.800 0.100 0.900
Zungo 22 0 4 18 0.000 0.182 0.818 0.091 0.909
PRKAG3 AA AG GG AA AG GG A G
Cascode Mula 21 0 0 21 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000
San Pedrefio 20 0 0 20 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000
Zungo 22 0 0 22 0.000 0.000 1.000 0.000 1.000
RYR1 CcC CT TT CcC CT TT C T
Cascode Mula 21 3 6 12 0.143 0.286 0.571 0.286 0.714
San Pedrefio 20 5 11 4 0.250 0.550 0.200 0.525 0.475
Zungo 21 3 2 16 0.143 0.095 0.762 0.190 0.810
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Tabla 30. Genotipos deseados para cada marcador molecular tipo SNP.

Nombre Alelo Deseado

PRKAG3 A
RYR1
CAST
MC4R
HFABP
LEPRH1
LEPRH2
LEPRH3 C

Fuente: (Gandolfi et al., 2011) (Gerbens et al. 1999) (Nitipongsuwan y Mekchay, 2015)

(Piorkowska et al., 2010) (Sun et al. 2009) (Ciobanu et al., 2001) (Fujii et al., 1991)

-0 O > >0

2.3.3.1 Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador CAST. EIl alelo
deseado A asociado con menor perdida de agua en la carne se encuentra en mayor
proporcion en los cerdos Z 68.2% aunque presenta un porcentaje alto de individuos
heterocigotos AG de 45.5%. En las otras dos razas este mismo alelo (A) se
encuentra en el 28.6% para CM y 35% para SP.

El genotipo AA se encuentra en el 19% y 15% para las razas CM y SP
respectivamente, en los cerdos Z se encuentra en 45.5%; en comparacion con razas
comerciales una investigacion con cerdos Duroc italiano x (Landrace x Large White)
encontré que el genotipo AA esta tan solo en 10% y el alelo A en 33.8% (Gandolfi
et al., 2011).

Es de importancia la presencia del alelo deseado A en todas las razas analizadas,
ya que este marcador permitiria el desarrollo de un programa de mejoramiento
genético de las razas criollas sin la necesidad de realizar cruzamientos con razas

comerciales.

2.3.3.2 Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador HFABP. La raza

CM tiene el alelo G en mayor cantidad 61.9% sin embargo, el porcentaje de
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heterocigotos CG es amplio 66.7% y con tan solo un 4.8% del genotipo CC. La raza
SP carece de individuos GG y tiene un 60% del genotipo CC y 40% del genotipo
heterocigoto CG, lo que indica la fijacién del alelo C en la poblacion con un 80%,
esta frecuencia alélica es similar a la obtenida en cerdos de la raza ibérica, mientras
la frecuencia alélica de las razas CM y Z se asemeja a la obtenida en cerdos Duroc
(Padilla et al., 2010); La raza Z tiene los dos alelos en similar proporcion, con el
38.9% de individuos heterocigotos CG.

La nula presencia del alelo G en los cerdos San Pedrefio impide realizar un proceso
de cruzamiento selectivo basado en este marcador entre individuos de la misma
raza, por esta razon, es necesario realizar cruzamientos con la raza Casco de Mula
0 Zungo si se desea introducir este marcador dentro de la poblacién, y de acuerdo
a los datos obtenidos por Gerbens et al. (1999) poder aumentar el peso corporal de

los animales.

2.3.3.3 Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador LEPRHL1. En laraza
SP el alelo T altamente fijado con un 95% y con ausencia total del genotipo CC; el
genotipo TT es superior en laraza Z con un 90.9% y con una frecuencia alélica para
T de 93.2% con tan solo 4.5% de heterocigosidad. En la raza Casco de Mula el alelo
T alcanza a estar en el 69% de la poblacion analizada, ademas se obtuvo una
heterocigosidad del 42.9%.

La fijacion del alelo T en las razas criollas es similar al obtenido en los cerdos
Ibéricos (Padilla et al., 2010). Sun et al. (2009) encontré que los cerdos con el alelo
C tenian un mayor niamero de lechones nacidos totales y un mayor nimero de
lechones nacidos vivos en la primera camada, por lo tanto, los cerdos criollos no

podrian ser empleados para mejorar estas variables en cerdos comerciales.

2.3.3.4 Frecuencias genotipicas y alélicas para los marcadores LEPRH2-H3.

Debido a que los dos SNP estan a una base de distancia se analizan juntos como
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sustitucion de un dinucleétido. Utilizando los datos de LEPRH2 y LEPRH3 se

estimaron los posibles genotipos (Tabla 31).

Tabla 31. Genotipos para la sustitucion del dinucle6tido LEPRH2 y LEPRHS.

Marcador N Genotipos

LEPR (H2-H3) AC-AT AC-TC AT-AT AT-TC TC-TC TC-TT
Casco de Mula 21 4 1 1 11 4 0
San Pedrefio 20 0 0 0 0 19 1
Zungo 22 0 0 0 2 20 0

Se estimaron las frecuencias alélicas y las frecuencias genotipicas y se determiné
gue el alelo TC se encontraba en el 95.5y 97.5% en las razas Zungo y San Pedrefio,
el resto de porcentajes corresponden al alelo AT en Zungos y al TT en San Pedrefio;
la raza Casco de Mula posee el alelo TC en un 47.6% y el alelo AT en 40.5% y tan
solo un 11.9% para el AC (Tabla 32).

De acuerdo a los hallazgos de Padilla et al. (2010), se podria incrementar el la
frecuencia del alelo T en LEPRH2 con cruces selectivos para disminuir el porcentaje

de grasa dorsal de los individuos de esta raza.

Tabla 32. Frecuencia alélica y genotipica del dinucleétido LEPRH2 y LEPRH3.

Marcador Frecuencia Genotipos Frecuencia Alélica

LEPR (H2-H3) AC-AT AC-TC AT-AT AT-TC TC-TC TC-TT AC AT TT TC

Casco de Mula 0.190 0.048 0.048 0.524 0.190 0.000 0.119 0.405 0.000 0.476
San Pedrefio 0.000 0.000 0.000 0.091 0.909 0.000 0.000 0.000 0.025 0.975
Zungo 0.000 0.000 0.000 0.000 0.950 0.050 0.000 0.045 0.000 0.955

2.3.3.5 Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador MC4R. El alelo G
relacionado con bajo crecimiento de los cerdos se encuentra en mas del 90% en las
razas San Pedrefio y Zungo, con baja heterocigosidad AG 20 y 18.2%
respectivamente y con nula presencia del genotipo AA; no obstante, el alelo A en la

raza Casco de Mula esta en un 66.7%, con un heterocigosidad AG de 57.1%.
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El alelo G se encuentra fijado en el jabali europeo y en una proporcion alta en la
raza lbérico (Padilla et al., 2010). Dada la baja presencia del alelo A se podria
promover un mejoramiento genético de las razas San Pedrefio y Zungo con el fin
de mejorar crecimiento de los animales y el consumo de alimento de acuerdo a los

resultados obtenidos por Kim et al. (2000).

2.3.3.6 Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador PRKAG3. En las
tres razas analizadas el alelo G est& fijado completamente y por este motivo la
Subunidad ys de la Proteina Quinasa Activada por AMP de todo los individuos
poseen el aminoacido Val en la posicion 199, este ha sido asociado con baja calidad

de la carne (Ciobanu et al., 2001).

Weisz et al. (2010) encontré que los cerdos de la raza Czech Large White tiene
fijado el alelo A en un 83% y Otto et al. (2007) encontré en 776 animales de razas
comerciales alemanas el alelo A fijado en el 32%, siendo la muestra 776 animales
de razas comerciales alemanas. Las poblaciones criollas carecen del alelo G por
este motivo no podrian ser empleados con fuente de diversidad genética para el

mejoramiento de las razas comerciales.

2.3.3.7 Frecuencias genotipicas y alélicas para el marcador RYRL1. El alelo T se
encuentra en un 71.4% para la raza Casco de Mula, con una heterocigosidad CT
del 28%, se encontr6 que el 57.1% era susceptible al sindrome de estrés porcino,
en la raza San Pedrefio la distribucion de los dos alelos en la poblacién es parejo,
con alto porcentaje de heterocigosidad 55%; en la raza Zungo el alelo T esta

presente en un 81% con baja heterocigosidad 9.5%.
Los resultados de la minisecuenciacion de este SNP difieren bastante de los

observados mediante PCR-RFLP para las tres razas, encontrando el genotipo CC

fijado completamente en los 100 Zungos que analizaron (Hernandez et al., 2008),
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por lo que necesario realizar un analisis amplio para estimar la correcta distribucion

del SNP para RYR1 responsable del sindrome de estrés porcino.

90



CONCLUSIONES

La raza Zungo presento la mejor respuesta para las variables peso al sacrificio, peso
de canal, peso de carne, largo de canal y perimetro de pierna, seguida por la raza
San Pedrefio y por ultimo la raza Casco de Mula. Adicionalmente, el esfuerzo de
corte de la carne de la raza Zungo fue el menor de las tres, quedando clasificada
como carne muy suave, mientras las otras dos razas criollas colombianas se

encuentran clasificadas como de carne suave.

El rendimiento de carne para las tres razas fue muy bajo en comparacion a las razas
comerciales, siendo mayor para el San Pedrefio que en el Zungo, por lo que se

evidencia una poblacion de cerdos con alto contenido de grasa.

La raza Casco de Mula presento menor espesor de grasa dorsal, sin embargo, los
valores para las deméas variables fueron inferiores que las demas razas. Las tres
razas presentaron valores similares para las variables capacidad de retencién de

agua, rendimiento de canal caliente, porcentaje de proteina, grasa y ceniza.

La metodologia de minisecuenciacién estandarizada en este trabajo permite
identificar r@pidamente siete SNP asociados a calidad de carne y canal en cerdos,

por lo que podria ser una herramienta para seleccion asistida en razas comerciales.

El comportamiento de los cerdos criollos, caracterizados por bajo peso al sacrificio,
menor rendimiento en canal y carne, le restan competitividad frente a las razas
genéticamente mejoradas; sin embargo, su adaptabilidad a las condiciones
Ambientales (Clima, consanguinidad y nutricion deficiente) las convierten en las
razas de mayor uso para los pequefios productores de economia campesina,
adicionalmente, este estudio, identifico en las razas de cerdos criollos evaluadas,

alelos asociados a caracteristicas de calidad de la carne (LEPRH1, CAST, HFABP
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y RYR1). Por lo anterior, es importante, adelantar trabajos de mejora genética que
permitan fijar estas caracteristicas deseables, para seleccionar individuos con
parametros productivos competitivos, sin perder el grado de adaptacion que han
adquirido, evitando de paso, el cruzamiento con razas mejoradas de mayor

susceptibilidad a las condiciones ambientales locales.
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RECOMENDACIONES

Para realizar una comparacion de la calidad de la carne de los cerdos criollos es
necesario agrupar los animales en un mismo lugar bajo una dieta controlada,
adicionalmente se podrian incluir animales de razas comerciales para dar mayor

valor a los andlisis.

Para evidenciar relaciones entre los genes reportados en la literatura y las
caracteristicas de calidad de carne en los cerdos criollos es necesario aumentar la
cantidad de animales analizados y controlar variables externas que pueden alterar

los resultados como condiciones ambientales y de alimentacion.
Para disefiar un plan de mejoramiento genético de las razas porcinas criollas se

podria analizar la distribucion de los marcadores en toda la poblacién de banco de
germoplasma de CORPOICA.
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ANEXOS

Anexo 1. Listado de identificacion de los cerdos.

Se anexa el listado de animales para cada raza y con la identificacion asignada en

la investigacion. Los animales se sacrificaron a la edad de 10 meses.

ID Raza Sexo ID Raza Sexo ID Raza Sexo
1 SP Macho 782 CM Macho 1826 Z Macho
A SP Macho 783 CM Macho 1827 z Macho
3 SP  Hembra 784 CM Macho 1828 Z Hembra
4 SP Macho 785 CM Macho 1829 Z Hembra
5 SP  Hembra 786 CM Macho 1830 Z Hembra
E SP  Hembra 787 CM Macho 1831 Zz Hembra
7 SP Macho 788 CM Macho 1833 Z Hembra
8 SP Macho 789 CM Macho 1834 7 Macho
9 SP  Hembra 790 CM Macho 1835 Z Macho
10 SP Hembra 916 CM Macho 1836 Z Macho
11 SP Macho 919 CM Macho 1838 z Macho
C SP Macho 935 CM Macho 1839 Z Macho
13 SP Macho 937 CM Macho 1840 Zz Macho
14 SP Macho 1129 CM Macho 1841 z Macho
B SP  Hembra 1139 CM Macho 1842 7 Macho
16 SP Hembra 1141 CM Macho 1843 z Macho
D SP  Hembra 1145 CM Macho 1844 7 Macho
18 SP Macho 1151 CM Macho 1851 Zz Hembra
19 SP Macho 1153 CM Macho 1852 z Hembra
20 SP Hembra 1157 CM Macho 1853 Zz Hembra
1159 CM Macho 1854 7 Macho
1855 Z Macho
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Anexo 2. ANOVA para el peso de Sacrificio en las tres razas.

Procedimiento GLM

ariable dependiente: Wsacrif

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr >F
Modelo 2 4672.27922 2336. 13961 20,03 {.0001
Error 60 6998.81506 116. 64692
Total correcto 62 11671.09429
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Hsacrif Media
0.400329 14.30957 10.80032 75.47619

Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la nedia F-Valor Pr > F

raza 2 4672.279221 2336.139610 20,03 C.00M1

Prueba del rango multiple de Duncan para Peso de Sacrificio con relacion a la

variable raza.

Procediniento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Wsacrif

MNOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un indice de error de tipo
Il mas elevado que REGHD.

fAlfa 0.05
Error de grados de libertad 60
Error de cuadrado medio 116.6463
Yalor critico del rango estudentizado 3,39867
Diferencia significativa minina 8.0161

Media armdnica de tamafio de celdas 20.96823

NOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Hedia N raza
fi gr.227 2 2
B 69.500 20 5
E 68. 857 21
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Anexo 3. ANOVA para el peso y rendimiento de canal en las tres razas.

Peso de la canal

Variable dependiente: WCANAL

Procedimiento GLH

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 5118.509931 2559.254965 36.62 <.0001
Error 58 4053.290069 69.884312
Total correcto 60 9171.800000
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE HCANAL Media
0.558070 13.16486 8.359684 63.50000
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F-Valor Pr > F
RAZA 2 5118.509931 2559. 254965 36.62 <.0001
Rendimiento de la canal
Procedimiento GLH
Variable dependiente: RCANAL
Suma de Cuwadrado de
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Modelo 2 453.955021 226.977511 3.20 0.0481
Error 58 4115.281874 70.953136
Total correcto 60 4569.236895
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE RCANAL Media
0.099350 9.983998 8.423368 84.36869
Cuwadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F-Valor Pr > F
RAZA 2 453.9550211 226.9775106 3.20 0.0481
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para el peso de canal y

rendimiento en canal con relacién a la variable raza.

pe=so Canal cerdo criollos 159
Procedimiento GLHM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para HCANAL

HOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente
tiene un indice de error de tipo 1l ma= elevado que RBEGHO.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad L]
Error de cuadrado medio 69.88431
Valor critico del rango estudentizado 3.40163
Diferencia significativa minima 6.3173
Media armdnica de tamafio de celdas 20.25848

HOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media M raza
A 75.332 22 Z
B 5£9.535 20 SP
g 53.974 19 CH

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (H3D) para Rcanal

MOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un indice de error de tipo
Il més elevado que REGHQ.

flfa 0.05
Error de grados de libertad 58
Error de cuadrado nmedio 70.95314
Valor critico del rango estudentizado 3.40163
Diferencia significativa minima b.366

Media armdnica de tamafio de celdas 20.25048

NOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media N raza
f 86.400 2 2
2 85.980 20 5P
2 80.321 19 CH
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Anexo 4. ANOVA para peso y rendimiento en carne en las tres razas.

Jariable dependiente: Hcarne

Procedimiento GLH

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 299. 3568636 149.6784318 15.25 <.0001
Error 53 520.1652792 9.8144392
Total correcto 55 819.5221429
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Hcarne Media
0.365282 14.48216 3.132801 21.63214
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 88 la media F-Valor Pr > F
raza 2 299.3568636 149.6784318 15.25 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 111 85 la media F-Valor Pr > F
raza 2 299. 3568636 149.6784318 15.25 <. 0001
Procedimiento GLM
Jariable dependiente: Rcarne
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Modelo 2 174.556185 87.278092 4.16 0.0209
Error 53 1110.679558 20.956218
Total correcto 55 1285.235743
R=cuadrado Coef Var Raiz M5E Rcarne Media
0.135816 13.32969 4.577796 34.34286
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F=Valor Pr > F
raza 2 174.5561846 87.2780923 4.16 0.0209
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 111 85 la media F=Valor Pr > F
raza 2 174.5561846 87.2780923 4.16 0.0209
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para la carne aprovechable y

rendimiento de carne con relacién a la variable raza.

Variable dependiente: Rcarne

Fuente
Hodelo
Error

Total correcto
R=-cuadrado

0.135816

Fuente

raZza

Fuente

raza

Procedimiento GLH

Suma de Cuadrado de

DF cuadrados la media

2 174.556185 87.278092

L] 1110.679558 20.956218

1Y 1285.235743

Coef Var Raiz MSE
13.32969 4.577796

Cuadrado de

DF Tipo | 83 la media

2 174.5561846 8r.2780923

DF Tipo 111 S5
2 174.5561846

Cuadrado de
la media

87.2780923

F-Valor
4.16

Rcarne Hedia

34.34286

F-Valor
4.16

F-Valor
4.16

Pr >F
0.0209

Pr > F
0.0209

Pr >F
0.0209

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Rcarne

J0TA: Este test controla el {ndice de error experimentwise de tipo |, pero nornalmente tiene un indice de error de tipo
|1 nds elevado que REGHD.

filfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 53
Error de cuadrado medio 20.95622

Valor critico del rango estudentizado 3.41005
Diferencia significativa ninina 3.6818
Media armonica de tamafio de celdas  17.97665

NOTA: Loz tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media N raza
f 35.919 20 &P
B 2 35.529 14
E 32,156 2 2
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Anexo 5. ANOVA para el largo de la canal en las tres razas.

Procedimiento GLHM

Variable dependiente: LC

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Hodelo 2 7472 . 00187 3736.00093 83.27 <.0001
Error 60 2692 .04893 44 .86748
Total correcto 62 10164 .05079
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE LC Media
0.735%140 7.888035 6.698319 84 .91746

Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 85 la media F-Valor Pr > F

RAZA 2 T472.001865 3736.000933 83.27 <.0001
Cuadrado de

Fuente DF Tipo 111 55 1a media F-Valor Fr > F

RAZA 2 T472.001865 3736.000933 83.27 <.0001

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para largo de la canal con relacion

a la variable raza.

Procedimiento GLHM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para LCanal

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero
normalmente tiene un indice de error de tipo |l mids elevado que REGHQ.
falfa 0.05
Error de grados de 1ibertad GO
Error de cuadrado medio 44 86748
Valor critico del rango estudentizado 3.398G67
Diferencia significativa minima 4.9716
Media armdnica de tamafio de celdas 20.96823

HNOTA: Los tamafios de las celdaz no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N raza
A 96.500 22 z
B B7.375 20 5P
C 70.443 21 CH
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Anexo 6. ANOVA para el espesor de grasa dorsal en las tres razas.

Andlisis para EGDL.

Variable dependiente: EDGI

Procedimiento GLHM

Suma de Cuvadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 111.4708716 55.7354358 46.64 <.0001
Error 60 71.6980173 1.1949670
Total correcto 62 183.1688889
R=-cuadrado Coef Var Raiz MSE EDG1 Media
0.608569 29.36809 1.093145 3.722222
Cuvadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F-Valor Pr > F
RAZA 2 111.4708716 55.7354358 46.64 <.0001
Andlisis para EGD2.
Procedimiento GLH
Variable dependiente: EDG2
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 203.8269192 101.9134596 164 .84 C.0001
Error G0 37.0953030 0.6182551
Total correcto 62 240.9222222
R=-cuadrado Coef Var Raiz MSE EDGZ? Media
0.846028 27.21780 0.786292 2.888889
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F-Valor Pr > F
RAZA 2 203.8269192 101.9134596 164 .84 C.0001
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Analisis para EGD3.

Procedimiento GLH
Variable dependiente: EDG3
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 235.6520815 117.8260408 227.87 <.0001
Error 60 31.0244264 0.5170738
Total correcto 62 266.6765079
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE EDG3 Hedia
0.883663 25.07025 0.719078 2.868254
Cuvadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F=Valor Pr > F
RAZA 2 235.6520815 117.8260408 227.87 <.0001

Pruebas del rango estudentizado de Tukey (HSD) para los espesores de grasa
dorsal con relacion a la variable raza.

Procedimiento GLHM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para EGD1

NOTH: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero
normalmente tiene un indice de error de tipo Il més elevado que BEGHO.
flfa 0.05%

Error de grados de |ibertad (1]

Error de cuadrado medio 1.134967
Valor critico del rango estudentizado 3.39867
Diferencia significativa minima 0.8113
Media arminica de tamafio de celdas 20.96823

NOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N raza
] 4.8273 22 z
2 4.4700 20 5P
B 1.8524 21 CH
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Procedimiento GLH

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para EGD2

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero
normalmente tiene un indice de error de tipo |1l ma=s elevado gue BREGHA.
fnlfa Q.05
Error de grados de 1ibertad (1)

Error de cuadrado medio 0.618255
Valor critico del rango estudentizado 3.39867
Diferencia significativa minima 0.5836
Media armdnica de tamafio de celdas 20.96823

NOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento
f
A
A
B

Media H raza
4.4227 22 z
3.8500 20 SP
0.3667 21 CH

Procedimiento GLM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para EGD3

NOTA: Este test controla el indice de error experinentwise de tipo |, pero
normalmente tiene un indice de error de tipo |l mis elevado que REGHO.
filfa 0.05
Error de grados de 1ibertad B0
Error de cuadrado medio 0.517074
Valor critico del rango estudentizado 3.39867
Diferencia significativa minima 0.5337
Media armdnica de tamafio de celdas 20.96823

NOTA: Los tamatfios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento
]
B

Hedia N raza
4,7545 22 £
3.5750 20 5P
0.2190 21 CH
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Anexo 7. ANOVA para el perimetro de pierna en las tres razas.

Procedimiento GLH

Variable dependiente: PP

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 4036. 678447 2018.339224 54.59 <.000
Error 60 2218.430442 36.973841
Total correcto 62 6255.108889
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE PP Media
0.645341 12.26479 6.080612 49 . 57778

Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 558 la media F-Valor Pr > F

RAaZn 2 4036.678447 2018.339224 54.59 <.0001

Pruebas del rango estudentizado de Tukey (HSD) para el perimetro de pierna con

relacion a la variable raza.

Procedimiento GLM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PP

MNOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero
normalmente tiene un indice de error de tipo |l mas elevado que REGHQO.
falfa 0.05
Error de gradosz de 1ibertad )

Error de cuadrado medio 36.97384
Valor critico del rango estudentizado 3.39867
Diferencia significativa minima 4.5131
Media armdnica de tamafio de celdas 20.96823

MOTA: Loz tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no =on =ignificativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media H raza
A 60,282 22 Z
B 45.8890 20 5P
E 41.886 21 CH
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Anexo 8. ANOVA para la terneza por WB en las tres razas.

Procedimiento GLHM

Variable dependiente: WB

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 39.4566771 19.7283385 9.14 0.0003
Error 60 129.5576858 2.1592948
Total correcto 62 169.0143629
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE WB Media
0.233452 31.95005 1.469454 4.599222

Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F-Valor Pr > F

RAZA 2 39.45667708 19.72833854 9.14 0.0003

Pruebas del rango estudentizado de Tukey (HSD) para la Terneza por WB con

relacion a la variable raza.

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (H3D) para WB

HOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un indice de error de tipo
Il mas elevado que REGMQ.

fAlfa 0.05
Error de gradoz de 1ibertad 1]
Error de cuadrado medio 2.159295
Valor critico del rango estudentizado 3.39867
Diferencia significativa minina 1.0906

Media arménica de tamafio de celdas 20.96823

NOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Hedia N RAZA
f 5. 6547 20 &P
B 4.5157 21 CH
E 3.7194 22 2
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Anexo 9. ANOVA para el andlisis proximal en las tres razas.

Humedad.

Variable dependiente: HUME

Procedimiento GLH

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F=Valor Pr > F
Hode 1o 2 380.386582 190.193291 14.93 <. 0001
Error M) 764123260 12.735388
Total correcto 62 1144.509841
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE HUME Hedia
0.332358 5.466097 3.568667 65.28730
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | §5 la media F-Valor Pr > F
RAZA 2 380.3865815 190.1932908 14.93 <.0001
Grasa.
Procedimiento GLM
Variable dependiente: GRASA
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Hodelo 2 18.328881 9.164440 0.32 0.7289
Error LTS 1642 .507619 28.815923
Total correcto 59 1660.836500
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE GRASA Media
0.011036 26.14096 5.368046 20.53500
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F-Valor Pr > F
RAZn 2 18.32888095 9.16444048 0.32 0.7289
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 111 55 la media F-Valor Pr > F
RAZn 2 18.32888095 9.16444048 0.32 0.7289
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Proteina.

Variable dependiente: GRASA

Procedimiento GLM

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 18.328881 9.164440 0.32 0.7289
Error 57 1642 .507619 28.815923
Total correcto 59 1660. 836500
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE GRASA Media
0.011036 26.14096 5.368046 20.53500
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 55 la media F=Valor Pr > F
RAZA 2 18.32888095 9.16444048 0.32 0.7289
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 111 55 la media F-Valor Pr > F
RaZa 2 18.232888095 9.16444048 0.32 0.7289
Ceniza
Procedimiento GLM
Variable dependiente: CEN
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 1.84032612 0.92016306 1.16 0.3209
Error 60 47 .66570563 0.79442843
Total correcto 62 49.50603175
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE CEN Media
0.037174 25.40830 0.891307 3.507937
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | 58 la media F-Valor Pr » F
RAZA 2 1.84032612 0.92016306 1.16 0.3209
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 11l 55 la media F-Valor Pr > F
RAZA 2 1.84032612 0.92016306 1.16 0.3209
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Pruebas del rango estudentizado de Tukey (HSD) para la Humedad con relacion a

la variable raza.

Procedimiento GLH
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para HUM

[NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un indice de error de tipo
Il nés elevado que REGHQ.

fAlfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 60
Error de cuadrado medio 12.73539
Valor critico del rango estudentizado 3.39867
Diferencia sionificativa minina 2.6487

Media armonica de tamafio de celdas 20.96823

NOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N RAZA
fA 67.960 20 &P
2 66.086 21 cH
B 62.035 2 2
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Anexo 10. Concentraciones de ADN obtenidas.

Las siglas (CM) corresponden a Casco de Mula, (Z) a laraza Zungo y (SP) a la raza

San Pedrefio, el ADN esta medido en ng/ul.

ID Raza ADN Ratio ID Raza ADN Ratio ID Raza ADN Ratio
1 SP 1112.2 2.00 782 CM 598.3 1.93 1826 VA 278.3 1.87
A SP 589.7 2.03 783 CM 753.8 1.99 1827 4 3135 1.85
3 SP 1141.6 2.01 784 CM 526.3 1.98 1828 4 269.3 1.85
4 SP 738.0 2.02 785 CM 304.7 2.00 1829 z 460.8 2.04
5 SP 227.4 1.85 786 CM 598.7 1.92 1830 z 3145 1.94
B SP 1070.3 2.04 787 CM 1026.5 2.00 1831 z 5542  2.07
7 SP 1010.3 2.08 788 CM 284.1 2.15 1833 z 131.6 1.86
8 SP 800.1 2.02 789 CM 831.2 1.92 1834 z 2274 193
9 SP 886.4 1.95 790 CM 609.1 1.98 1835 z 216.6 1.84
10 SP 973.6 2.12 916 CM 452.4 1.99 1836 z 211.5 1.80
11 SP 135.8 1.88 919 CM 850.3 1.80 1838 z 369.9 1.67
C SP 998.1 2.03 935 CM 681.3 1.97 1839 z 282.3 1.96
13 SP 427.4 1.95 937 CM 449.0 1.81 1840 z 338.2 2.05
14 SP 1179.1 2.01 1129 CM 785.1 1.89 1841 z 555.9 1.89
D SP 1368.4 1.95 1139 CM 882.4 2.16 1842 z 436.3 1.84
16 SP 1204.0 1.99 1141 CM 684.1 2.05 1843 z 292.7 1.97
E SP 421.5 1.84 1145 CM 601.6 1.95 1844 z 156.9 2.09
18 SP 1155.0 2.09 1151 CM 497.5 1.98 1851 z 283.4 2.09
19 SP 866.7 2.04 1153 CM 597.7 1.86 1852 z 305.1 1.59
20 SP 961.6 2.10 1157 CM 445 .4 1.93 1853 z 189.5 1.70
1159 CM 283.9 2.16 1854 z 335.7 1.83

1855 z 246.5 1.87
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Anexo 11. Resultado amplificacion con PCR.

Se evidencia que el peso de los fragmentos amplificados corresponde con los
tamafnos determinados inicialmente. En la imagen se demuestra la amplificacion de
los fragmentos para CAST, MC4R, LEPR y HFABP en la primera fotografia y en la
segunda se muestran los productos amplificados para los genes PRKAG3 y RYRL1.
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Anexo 12. Resultado de la estandarizacion de la minisecuenciacion.

Resultado de SNaPShot del individuo 1129 de la raza CM, utilizado para la

estandarizacion de la metodologia.

El genotipo para este individuo es dado por los picos de fluorescencia, los
marcadores PRKAG3, CAST, MC4R y LEPRH3 estan representados por nucleotido
de la cadena complementaria (Minus).

Muestra Raza PRKAG3 RYR1 CAST MC4R HFABP LEPRH1 LEPRH3 LEPRH2

1129 CM cc T cC CcT CG cc AG AT
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Anexo 13. Genotipos para las tres razas porcinas criollas colombianas.

Raza San Pedrefio

Muestra Raza PRKAG3 RYR1 CAST MC4R HFABP  LEPRH1 LEPRH3 LEPRH2

1 SP GG cc GG GG CG T cc T
A SP GG cc GG GG CcG T cc T
3 SP GG cT AA GG cc T cc T
4 SP GG CcT AG AG CcG cT cT T
5 SP GG T AG GG cc T cc T
E SP GG T AG AG CG T cc T
7 SP GG cT GG GG CG T cc T
8 SP GG T GG AG cc T cc T
9 SP GG cT GG GG CG T cc T
10 SP GG CcT AG GG cc T cc T
11 SP GG T GG GG cc T cc T
C SP GG CcT AG GG cc T cc T
13 SP GG cc GG AG cc T cc T
14 SP GG CcT GG GG CG T cc T
B SP GG CcT AG GG cc CcT cc T
16 SP GG CcT AA GG cc T cc T
D SP GG CcT AG GG CcG T cc T
18 SP GG CcT AG GG cc T cc T
19 SP GG cc AA GG cc T cc T
20 SP GG cc AG GG cc T cc T
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Raza Casco de Mula

Muestra Raza PRKAG3 RYR1 CAST MC4R  HFABP LEPRH1 LEPRH3 LEPRH2

782 CM GG T AA AG GG T cc T
783 CM GG cc GG AG GG T CcT AT
784 C™M GG T GG AA CG cc T AA
785 CM GG cc AG AA CcG T CcT AT
786 CM GG cT GG AA CG CcT CcT AA
787 CM GG T GG AG GG CcT CcT AA
788 CM GG cT GG AA CG T cC T
789 CM GG T AA AG CG CcT CcT AT
790 CM GG T AA AG CG T CcT AT
916 CM GG CcT AG AG CG CcT CcT AT
919 CM GG T GG AG CG CcT CcT AA
935 CM GG T GG AG GG T cc AT
937 CM GG T GG AA GG CcT CcT AT
1129 Cc™M GG T GG AG CG cc CcT AT
1139 CM GG T AG AG CG CcT CcT AA
1141 CM GG cc GG AG CG T cc T
1145 CM GG T AG AA CG T CcT AT
1151 CM GG CcT GG AA cc CcT CcT AT
1153 CM GG T AA GG CcG T cc T
1157 CM GG cT GG AA CG cT CcT AT
1159 CM GG CcT GG AG GG T CcT AT
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Raza Zungo

Muestra Raza PRKAG3 RYR1 CAST MC4R HFABP  LEPRH1 LEPRH3 LEPRH2

1826 z GG T AA GG CG T cc T
1827 z GG T AA GG cc T cc T
1828 z GG T AA GG GG T cc T
1829 z GG CcT AA GG CcG T cC T
1830 z GG T AA GG cc T cc T
1831 z GG T AG GG cc T cc T
1833 z GG T AA GG CG T cc T
1834 z GG T AG AG T cc T
1835 z GG T AA GG CG T cc T
1836 z GG cC AG AG T cc T
1838 z GG T AG GG GG T cc T
1839 z GG T AA GG GG T cc T
1840 z GG T AA GG CG T cc T
1841 z GG T AA GG cc T cc T
1842 z GG T GG GG GG CcT CcT AT
1843 z GG T AG GG GG T cc T
1844 z GG T AG AG CG T cc T
1851 z GG T GG GG cc T cc T
1852 z GG CcT AG GG T cc T
1853 z GG . AG GG T cC T
1854 z GG cc AG GG GG T cc T
1855 z GG cc AG AG CcG cC CcT AT
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