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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron 10 polimorfismos de nucledtido simple (SNPs)
ubicados en ocho genes candidatos y su posible relacion con la terneza y
marmolado de la carne de 705 animales de raza Aberdeen Angus criados en
diferentes sistemas de alimentacion. Se realiz6 un andlisis descriptivo de los
caracteres fenotipicos mencionados, un analisis genético poblacional de los SNPs y
un analisis de asociacion entre los fenotipos y los genotipos de los SNPs. Las
mediciones de terneza se realizaron con la cuchilla de Warner-Bratzler a las 24
horas y 10 dias de maduracién y el marmolado (medido como porcentaje de lipidos)
se evalué mediante la técnica de Folch, Lees y Sloane. Todas las muestras fueron
extraidas del musculo Longissimus dorsi. ElI ADN se extrajo de las muestras de
carne y el genotipado fue realizado por la empresa GENESEEK® de Estados
Unidos. El andlisis estadistico de las variables fenotipicas se realiz6 mediante el
programa Statgraphics Centurion y en analisis genético-poblacional mediante el
programa GENEPOP. El andlisis de asociacion se efectu6 por regresion lineal
multiple utilizando el lenguaje de programacién R; el modelo incluyé genotipo, tropa,
planta de faena, edad y alimentacién como efectos fijos y se establecié un umbral de
significaciébn para cada fenotipo, corrigiendo por los efectos del testeo mudltiple
mediante 100.000 permutaciones. Del analisis se obtuvo una diferencia en la terneza
de la carne segun la categoria animal, pero no hubo diferencias entre categorias y el
porcentaje de lipidos. Tampoco se encontraron diferencias para terneza en novillos
alimentados en distintos sistemas (pastoril vs feedlot). Si se obtuvieron diferencias
significativas entre el porcentaje de lipidos de novillos alimentados a feedlot con
respecto a los alimentados con pastura natural. Los parametros genético-
poblacionales fueron similares a los encontrados por otros autores y los indices de
diversidad genética fueron medios a bajos por tratarse de una raza comercial
fuertemente seleccionada. Se detectaron asociaciones significativas en la categoria
hembras entre los pardmetros fenotipicos estudiados y tres SNPs: IGF1 3, IGF2 3y
SCD 3. Del mismo modo en la categoria novillos se detectd la asociacion
significativa entre porcentaje de lipidos y el SNP PPARDA4. Se encontraron SNPs
cercanos a la significacion en el total de la muestra y en ambas categorias, que
ameritarian estudios posteriores. El presente estudio reafirma la importancia de
estudiar el posible efecto de ciertos genes en caracteristicas de interés productivo,
como lo son las de calidad de carne, en las condiciones ambientales de nuestro pais
para poder asi validar o no su utilizacion.



SUMMARY

On this assay 10 single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in eight
candidates genes and their possible relationship with meat tenderness and marbling
on 705 Aberdeen Angus breed animals raised in different feeding systems were
studied. A descriptive analysis of the mentioned phenotypic characters; a population
genetic analysis of SNPs and an analysis of association between phenotypes and
genotypes of SNPs was performed. Tenderness measurements were performed with
the Warner-Bratzler meat shear at 24 hours and 10 days of ageing, and marbling
(lipid percentage) was measured using the technique of Folch, Lees and Sloane. All
samples were taken from the Longissimusdorsi muscle. DNA was taken from the
meat samples and genotyping was performed by GENESEEK® an USA Company.
Statistical analysis of phenotypic variables was performed using the Statgraphics
Centurion program and population genetics analysis with GENEPOP program. The
association analysis was performed by a multiple linear regression using R
programming language; the model designed included genotype, herd, slaughter
house, age and feeding regime as constant effects and was established a
significance threshold for each phenotype, correcting for the effects of multiple
testing by 100,000permutations. The analysis showed a difference on meat
tenderness related to category, but there were no differences found between
categories in lipid percentage, neither was found a difference for tenderness between
steers that were on different feeding systems (pastures vs. feedlot). On the other
hand there were significant differences between the lipids percentage of steers fed
on feedlot and the ones fed by pastures. The population genetics parameters found
were similar from those found previously by others authors and diversity indexes
were from medium to low considering that animals are from a commercial breed
which has been strongly selected. Significant associations were found for the
phenotypic parameters studied and three SNPs in females: IGF1 3, IGF2 3 and SCD
3. Similarly, for steers a significant association was found for lipid’s percentage and
PPARD 4SNP. Also SNPs near significance for the total sample and both categories
(male and female) were found, which may lead to further investigation. The present
work highlights the importance of studying genes affecting characteristics which are
considered of interest, such as meat quality, on Uruguay’s environmental conditions
so that we can confirm or reject their validation.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de la produccion carnica en nuestro pais

Uruguay es uno de los principales productores de carne bovina en el
mundo. Con un stock de casi 12 millones de bovinos, se encuentra entre los seis
principales exportadores dentro del ranking mundial. En el afio 2014 se faenaron
un total de 2.103.715 cabezas de ganado bovino y se exportaron 249.069
toneladas de carne con un valor de u$ 1472 millones de délares (INAC 2014).

A su vez, es uno de los pocos paises latinoamericanos que tiene la
oportunidad de exportar carne de alta calidad hacia diversos paises con mercados
mas exigentes (Unidn Europea, NAFTA, Medio Oriente, MERCOSUR, Republica
Popular de China, Federacién Rusa y otros, INAC 2014). Desde el afio 2012 ha
habido un avance en las mejoras en los precios de carne diferenciada con
determinadas caracteristicas organolépticas y de composicion (Cuota 481,
ejecutada para la Unién Europea), teniendo como protagonista la carne bovina
con sistema de alimentacion a corral. Actualmente nuestro pais exporta
anualmente 48.200 toneladas de este tipo de carne para el cumplimento de esta
cuota arancelaria (Reglamento de ejecucion (UE) N° 481/2012 de la Comision
Europea “Carne vacuna de calidad superior).

Gracias al trabajo interinstitucional, se ha logrado establecer la confianza de
nuestros clientes con estandares invariables como son: producir carne con un
100% de trazabilidad por ley en todo el territorio nacional, sin hormonas, sin
antibioticos, sin aditivos artificiales y sin proteinas de origen animal en la
alimentacion. Otro aspecto crucial para la exportacion, es cumplir con alimentos
gue no le causen dafo a la salud del consumidor (inocuidad alimentaria), para ello
se ha implementado en todos los establecimientos exportadores el sistema
HACCP (Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control) que se aplica en todo
el proceso de produccién (Leveau, 2008). Sin embargo, alin no contamos con un
programa de “control de calidad de carne” que sea uniforme para todos los
establecimientos y que caracterice el producto desde el punto de vista de
caracteristicas de interés para el consumidor tales como terneza, marmolado, etc.
(Singh et al., 2015)

La calidad de la carne es un atributo que involucra y hace responsables a
todos los actores de la cadena carnica, desde el productor en el campo hasta el
consumidor, quien exige un producto de su satisfaccion. Para obtener un producto
MAas competitivo, es preciso que nuestro pais conozca en profundidad el potencial
genético de su ganado y cuanto influye la genética en las caracteristicas de
calidad de carne. Esto nos permitiria adecuarnos y permanecer en los distintos
mercados, con diferentes exigencias de los consumidores.

1.2. Parametros estudiados: terneza, marmolado y su importancia en la
calidad de la carne bovina

La calidad de la carne vacuna puede ser caracterizada por apreciacion
visual (color de la carne y grasa, cantidad visible de grasa), instrumental (fuerza
de corte y textura), panel de degustadores (palatabilidad, terneza, sabor y
jugosidad), valor nutritivo (contenido de acidos grasos, oligoelementos, etc.) e
inocuidad alimentaria (ausencia de peligros que potencialmente causen dafio al
consumidor). Entre todos estos componentes, la terneza ha sido definida por
estudios internacionales como una de las caracteristicas de la carne que mas
influyen en su aceptacion por parte de los consumidores, estando dispuestos a
pagar mas por ella (Boleman et al., 1997; Miller et al., 2001; Brito, 2010).
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La terneza se percibe como un conjunto de sensaciones tactiles resultado
de la interaccién de los sentidos con las propiedades fisicas y quimicas de la
carne (Luzardo et al., 2010). Es una caracteristica de dificil y costosa medicién, de
baja heredabilidad y que recién puede ser evaluada luego del sacrificio de los
animales, lo que la hace muy dificil de incluir en los sistemas convencionales de
seleccion de reproductores. Desde el punto de vista biolégico, la terneza de la
carne esta dada mayormente por cuatro factores intrinsecos: la degradacion de
las proteinas miofibrilares, que es el mayor responsable de las variaciones en la
terneza de la carne; el estado de contraccion del musculo (longitud del
sarcomero) observado en las primeras 12 a 24 horas post-mortem; el contenido
de tejido conectivo de los distintos muasculos y el porcentaje de grasa
intramuscular (Soria y Corva, 2004). La degradacion de las proteinas miofibrilares
es un proceso metabdlico anaerdbico que comienza en el musculo esquelético
inmediatamente después del sacrificio del animal. El debilitamiento de la union de
las proteinas miofibrilares asociado con el proceso de protedlisis de las mismas
genera la tiernizacion. La magnitud de este proceso post-mortem es el mayor
responsable de la variacion de la terneza. Estos procesos estan regulados
mediante las enzimas Calpainas (u-calpaina y m-calpaina) y Calpastatina. La p-
calpaina es una proteasa activada por el calcio intracelular que degrada mediante
protedlisis las proteinas de las miofibrillas del musculo esquelético en condiciones
post-mortem. Por otro lado, la calpastatina inhibe la accion de las calpainas,
regulando este proceso. Presenta variantes mas o menos eficaces y cuyos
efectos se traducen en una mayor o menor inhibiciébn de la actividad de la p-
calpaina (Soria y Corva, 2004; Schenkel et al., 2006). La maduracion de la carne
a temperaturas de refrigeracion (2 a 4 °C) es un método eficaz para mejorar la
terneza de la carne (Franco, 2010). En los bovinos, aproximadamente el 80% de
la mejora en la terneza se alcanza transcurridas mas de dos semanas, siendo la
primeros 10 dias donde se hace mas evidente (Soria 'y Corva, 2004). El método
mas extendido para medir la terneza luego del sacrificio del animal es mediante el
uso de la cuchilla de Warner-Bratzler (WB), que mide la fuerza necesaria para
cortar la carne (Fuerza de corte, FC) (Feed, 2010). Este método serd descrito
mas adelante.

Otro de los parametros de calidad de carne mas buscados y extendidos es
el porcentaje de grasa intramuscular, que puede ser observado a simple vista y se
conoce como marmolado, marmoreado o veteado. Como se menciond
anteriormente, es una caracteristica intimamente relacionada a la terneza y que
participa activamente en el sabor percibido por los consumidores (Yamada et al.,
2009). Ademas, a la hora de la eleccién por parte del consumidor, el porcentaje
de grasa intramuscular visible puede afectar la decision de compra (Van Elswyk y
Mc Neill, 2014). Esta caracteristica se refiere a la grasa depositada (células
adiposas) entre las fibras musculares, mas precisamente en el tejido conjuntivo
que rodea las fibras. El proceso de depdsito de esta grasa intramuscular implica
una serie de eventos metabodlicos que le ocurren al adipocito (diferenciacion,
proliferacion, maduracién, oxidacion, etc.) y su constante interaccion con los
demas elementos fisiologicos dentro del musculo (Yamada et al.,, 2009). Las
diferencias en los eventos metabdlicos serian las que determinan los distintos
grados de marmolado (Lee et al., 2008). La acumulacién de lipidos en este
depdsito es un caracter muy deseado en algunos mercados, generando carne
mas jugosa y con mejor sabor (Smith et al. 2009). Sin embargo, hoy dia se tiende
a la preferencia de carne mas magra y baja en colesterol, por lo que un mayor o
menor veteado o marmolado genera calidades diferenciales de la carne, segun
los consumidores potenciales (Thaller et al., 2003; Soria y Corva 2004). Para
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evaluar esta caracteristica debemos considerar que el contenido de grasa
intramuscular depende del corte céarnico y del tipo de alimentaciéon a la cual el
animal ha sido sometido, especialmente durante la etapa de terminacion previa a
la faena, donde se ve afectada sensiblemente la cantidad de grasa intramuscular
de la carne (Grompone, 2010). La medicion de la cantidad de grasa intramuscular
se puede realizar a través de métodos objetivos y subjetivos. Dentro de los
métodos objetivos se encuentra la técnica de Folch, Lees y Sloane (Folch et al.,
1957), que fue utilizada en este trabajo y que se describe mas adelante en la
seccion Materiales y Métodos. El método subjetivo que se utiliza cominmente es
la observacion visual del grado de infiltracion de grasa en la seccién transversal
del musculo Longissimus dorsi a la altura de la 12va y 13ra costilla, y se le asigna
un puntaje de acuerdo a la cantidad de grasa intramuscular observada. Existen
diez grados de marmoleo asociados con los tres grados de calidad mas comunes
en los mercados internacionales, que son Prime, Choice y Select, otorgados por
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA,
http://www.ams.usda.gov/grades-standards/carcass-beef-grades-and-standards).

La dieta puede afectar la calidad de la carne y la canal. Animales
alimentados con concentrados y en sistemas de confinamiento generan una
mayor deposicion de grasa que animales alimentados a pasturas, debido al mayor
componente energético de los cereales y al menor nivel de ejercicio (Van Elswyk
y McNeill, 2014).

1.3. Sistemas de alimentacién en nuestro pais
1.3.1. Tradicional - pastura natural

Los sistemas de produccion de carne de nuestro pais se basan en el
pastoreo extensivo, utilizando directamente el forraje proveniente de pasturas
naturales, cultivadas y estacionales. El uso de suplementos es realizado en forma
estratégica en momentos precisos y en cantidades controladas para corregir
problemas especificos (Franco, 2010).

1.3.2. Intensiva o feedlot

El avance de la agricultura y la forestacion en nuestro pais ha
desencadenado una competencia por la tierra con el sector ganadero. Esto
determina que se haya intensificado la ganaderia mediante esquemas que utilizan
la suplementacion durante alguna parte del ciclo productivo. Debido a esta
coyuntura, es importante estudiar cuanto influye dicha intensificacion en las
caracteristicas de calidad de carne (Luzardo et al., 2010).

En referencia al sistema de engorde a corral (feedlot) de nuestro pais, se
consideran establecimientos pecuarios dedicados al engorde de bovinos a corral
a aguellos que mantengan sus animales confinados en espacios reducidos, no
teniendo acceso a pastoreo directo voluntario, y utilicen una alimentacion
exclusivamente en base a productos formulados (balanceados, granos, nucleos
minerales u otros productos), para su terminacion con destino directo a faena
(Decreto N° 178/010 MGAP). Un ejemplo de alimentacion a corral en nuestro
pais es la Cuota 481. La misma consta de cortes vacunos procedentes de canales
de vaquillonas y novillos con los siguientes requisitos: menos de 30 meses de
edad y que en los 100 dias previos al sacrificio, como minimo, Unicamente hayan
sido alimentados con raciones constituidas por no menos del 62 % de
concentrados y/o subproductos de cereales, sobre la materia seca, que tengan o
superen un contenido de energia metabolizable superior a 12,26 megajulios por
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kilogramo de materia seca. Los animales deberan recibir diariamente un promedio
de materia seca igual o superior al 1,4 % del peso vivo. Una vez faenadas las
reses, las canales se clasifican por un método homologado por las autoridades
nacionales donde se combinan parametros de madurez de la canal y palatabilidad
probable de los cortes. El método debe incluir evaluacion de caracteristicas de
madurez, color, textura del musculo Longissimus dorsi, de los huesos y de la
osificacion del cartilago y evaluacion de las caracteristicas probables de
palatabilidad basadas en las caracteristicas especificas de la grasa intramuscular
y la firmeza del musculo (Reglamento de ejecucion (UE) N° 481/2012 de la
Comisiéon Europea “Carne vacuna de calidad superior, 2015).

En la raza Aberdeen Angus en nuestro pais, se han hecho aproximaciones
a estudios de caracteristicas fenotipicas de interés como el porcentaje de grasa
intramuscular en bovinos terminados en sistemas intensivos para acceder a
mercados como la cuota 481 (Carriquiry, 2013). Si bien no deja dudas del
potencial de la raza en el pais, tal como menciona este autor, no obtuvieron datos
estadisticamente significativos al no contar con un disefio experimental adecuado.
Esta es una de las razones que han motivado el presente trabajo, obtener datos
que aporten a la investigacion agropecuaria de nuestro pais.

En el presente estudio, se refiere a pastura natural cuando los animales
han sido alimentados bajo el sistema tradicional de pastoreo, y a alimentacion
bajo el régimen feedlot cuando han recibido una terminacién en la alimentacion
en base a concentrados en confinamiento durante los 100 dias previos a la faena,
como se explicé anteriormente.

1.4. Marcadores moleculares en produccién animal

El avance de la biologia molecular permite que hoy en dia podamos
detectar genes asociados a caracteristicas de interés, para luego seleccionar a
aquellos animales que porten las variantes alélicas mas ventajosas como futuros
reproductores. Caracteristicas complejas que aun no se pueden evaluar en el
animal vivo, y que solamente pueden medirse indirectamente a través de pruebas
de progenie, se verian muy favorecidas por el uso de la Seleccion Asistida por
Marcadores (MAS). La MAS permite seleccionar en forma precisa animales con
determinadas variables genéticas asociadas con un efecto medible de un caracter
complejo. No reemplaza los sistemas tradicionales de seleccion (basados en las
Diferencias Esperadas de la Progenie 6 DEPSs), pero es una nueva herramienta
que posibilita una seleccion mas eficiente de reproductores y ambos sistemas se
complementan muy bien (Dekkers, 2004; Ron & Weller, 2007; Garrick & Golden,
2009). Los mayores beneficios potenciales de la MAS se verian en caracteristicas
de dificil y costosa medicion, en las cuales los caracteres posibles de ser
observados en el animal vivo son pobres predictores del valor de cria del animal,
y que recién pueden ser evaluadas luego del sacrificio. Las caracteristicas
relacionadas a la calidad de la carne son ejemplos de esto y son las que mas
podrian beneficiarse en un programa de seleccion que incluya MAS (Dekkers,
2004; Garrick & Golden, 2009).

Se denomina marcador molecular a mutaciones o variantes de una
secuencia de ADN en los individuos que se pueden asociar a determinadas
caracteristicas de interés econémico. Los SNPs (Polimorfismos de Nucleétido
Simple o Single Nucleotide Polymorphisms) son el tipo de marcador mas utilizado
para la MAS. Se trata de mutaciones puntuales donde cambia una sola base
nucleotidica del ADN, generandose dos alelos y tres genotipos posibles en una
poblacién. Existe mucha bibliografia sobre asociaciones de SNPs en genes que
resultan de interés para caracteristicas de calidad de carne (por ejemplo: Casas et
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al., 2006; Schenkel et al., 2006; Bernard et al., 2007; Lee et al., 2008; Gill et al.,
2010). A su vez se han identificado regiones cromosdmicas responsables de un
cambio fenotipico de interés donde no se ha logrado aun identificar al gen o
genes responsables, llamados Loci de Caracteres Cuantitativos (Quantitative Trait
Loci, o QTL; Ron & Weller, 2007). Estas regiones han sido descritas por varios
autores, sobre todo para la caracteristica porcentaje de grasa (Davis et al., 2007;
Barendse et al., 2008) pero también para otras caracteristicas de interés en la
produccion de carne (por ejemplo: Gutiérrez Gil et al., 2008)

La deteccion de un SNP relacionado a una caracteristica fenotipica
comienza por seleccionar SNPs que se encuentren en genes candidatos. Un gen
candidato es aquel que reune ciertas condiciones que hacen probable que una
mutacion o variacion en dicho gen cause una variacién observable o medible en el
caracter fenotipico de interés. Estas condiciones pueden ser: por la funcién que
cumple el gen, por su relacion con cierta via metabdlica o proceso fisiologico, por
sus efectos encontrados en otras especies, como por ejemplo el cerdo, o en otras
razas. También por su ubicacion dentro o cerca de una region cromosomica
previamente asociada a un QTL (Armstrong, 2011).

Para este trabajo se seleccionaron ocho genes: IGF1, IGF2, CAPN1, CAST
PPARD, PPARA, SCD y Acyl-CoA desaturasa, de los cuales existe evidencia de
ser genes candidatos para los parametros fenotipicos de interés, como se
describira a continuacién (Tabla 1).

Tabla 1 - Descripcion de los genes estudiados. Se muestra el nombre y abreviacion, SNPs
seleccionados, numero de identificacién del gen en NCBI, Identificacién del SNP en NCBI,
las bases nucleotidicas que cambian y laregion del gen donde se localiza cada SNP.

ID del GEN ID del SNP

Nombre del gen y abreviacion SNPs Caodigo (region)
en NCBI en NCBI
Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1) IGF1 3 281239 rs132665612 G/A (intron)
Factor de crecimiento insulinico tipo 2 (IGF2) IGF2 3 281240 rs42196906 AJ/G (intron)
Calpaina 1 (CAPN1) CAPN1 316 281661 rs17872000 G/C (exon)
CAPN1 4751 rs17872050 C/T (intron)
CAPN1 530 rs17871051 G/A (exon)
Calpastatina (CAST) CAST 1 281039 rs110955059 C/G (intron)
Receptor delta activado por peroxisomas (PPARD)  PPARD 4 353106 rs110353030 G/A (splice site)
Receptor alfa activado por peroxisomas (PPARA) PPARA 4 281992 rs134144389 A/C (3'UTR)
Estearoil-CoA-desaturasa (SCD) SCD 3 280924 rs43030354 A/G (5’UTR)
Acetil CoA desaturasa (Acyl-CoA) ACYL-COA 101906058 rs43739828 T/G (intron)

El gen IGF1 codifica el factor de crecimiento insulinico tipo 1. Se ha
demostrado que contribuye a la variacibn genética en rasgos tales como
engrasamiento de la canal, peso de la canal, ganancia diaria de peso, asi como
tamafio corporal, eficiencia en la conversion de alimentos, producciéon de leche y
deposicion de grasa (Ge et al., 2001; Islam et al., 2009; Tizioto et al., 2012). El
gen IGF2 codifica el factor de crecimiento insulinico tipo 2. Han y colaboradores
(2008) encontraron polimorfismos en este gen asociados significativamente con
terneza, marmolado y pH asi como también con otros parametros de calidad de la
canal como peso y largo de carcasa en bovinos.
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Otro gen seleccionado para este estudio fue CAPN1, situado en el
cromosoma 29 del bovino, el cual codifica la enzima u-calpaina relacionada con
la terneza de la carne. Esta enzima es activada por la presencia de calcio
intramuscular luego de la muerte del animal, degradando las proteinas del
sarcomero (tropomiosina y titina) y causando la inestabilidad de la estructura de
la miofibrilla, como fue mencionado previamente (Leveau, 2008). Varios autores
han descrito la asociacion entre la terneza de la carne bovina y polimorfismos en
este gen (Page et al., 2004; White et al. 2005; Casas et al., 2006; Van
Eenennaam et al. 2007; Gill et al. 2009). El gen CAST es otro gen descrito por
varios autores relacionado a la terneza. Este gen situado en el cromosoma 7
bovino codifica la enzima calpastatina, cuya funcion es inhibir la actividad de las
calpainas en el musculo, regulando asi el proceso de protedlisis. Se han
relacionado SNPs en este gen asociados a una menor actividad de la calpastatina
y a una menor fuerza de corte (Schenkel et al. 2006; Leveau, 2008; Reardon et al.
2010).

El gen PPARD codifica un receptor nuclear activado por factores
proliferadores de peroxisomas, denominado PPAR®. Este gen ha sido descrito
como un regulador clave en el metabolismo de los lipidos en bovinos y cerdos
(Graugnard et al.,, 2009; Meidtner et al., 2009). Otro gen relacionado a
metabolismo de lipidos y a la accién de PPARD es el gen PPARA, el cual codifica
un receptor nuclear importante en la regulacion de la homeostasis de lipidos y
glucosa, controlando la sintesis, almacenamiento y consumo de lipidos (Bionaz et
al. 2013).

El gen SCD codifica la enzima estearoil-CoA-desaturasa, considerada clave
en la variacion del perfil de &cidos grasos en la carne bovina (Taniguchi et al.,
2003; Orru et al., 2011). Por ultimo, se estudié el gen de la enzima Acyl-CoA
desaturasa, situado en el cromosoma 26 bovino. Es un gen de gran interés, poco
estudiado aun. Se encuentra relacionado con el metabolismo de los &cidos
grasos, ya que regularia la accion del gen SCD segun Keating y colaboradores
(2005 y 2006).

En el presente trabajo se analizaron datos de animales de la raza Aberdeen
Angus, ya que junto con la raza Hereford es una de las principales razas
carniceras mas extendida en todo el territorio nacional. Se trata de una raza
britAnica con la caracteristica de poseer buenas masas musculares y producir
carne de buena calidad (Carne Aberdeen Angus del Uruguay, 2015). Para estos
animales, se analizaron los dos pardmetros (terneza y marmolado) como se
menciond previamente. Se estudiaron a nivel genético para los diez SNPs
mencionados anteriormente y a nivel fenotipico (medidas de las caracteristicas en
la carne), y se analizé el posible efecto de dichos SNPs en la terneza y el
porcentaje de lipidos, teniendo en cuenta las caracteristicas intrinsecas del animal
como ser el sexo, el origen de las tropas y las condiciones de alimentacion.
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2. HIPOTESIS

Existen polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs) en los genes IGF1, IGF2,
CAPN1, CAST, PPARD, PPARA, SCD y Acyl-CoA desaturasa, que podrian estar
potencialmente asociados a la terneza y el porcentaje de grasa intramuscular de la
carne bovina, en animales sometidos a diferentes sistemas de terminacion.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:

Detectar SNPs asociados a terneza de la carne y porcentaje de grasa
intramuscular en bovinos Aberdeen Angus terminados en diferentes sistemas de
alimentacion mediante analisis estadisticos de asociacion genotipo-fenotipo.

3.2. Objetivos especificos:

Obtener ADN gendmico de los animales para los cuales ya existen
datos fenotipicos de terneza y % de lipidos.

Analizar mediante métodos de estadistica descriptiva los caracteres
fenotipicos de terneza y porcentaje de grasa intramuscular en la
poblacion general, en las diferentes categorias de edad y sexo, y en los
distintos sistemas de alimentacion (pasto natural/feedlot).

Seleccionar SNPs en las bases de datos publicas y en la bibliografia, de
los genes candidatos IGF1, IGF2, CAPN1, PPARD, PPARA, SCD, Acyl-
CoA desaturasa y CAST.

Luego del genotipado de las muestras, analizar los SNPs desde el
punto de vista genético poblacional.

Analizar la probabilidad de asociacion genotipo-fenotipo mediante
regresion lineal multiple entre los SNPs genotipados y los caracteres
fenotipicos medidos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Muestrade animales

Fueron muestreados para este estudio 705 bovinos de raza Aberdeen
Angus (Figura 1) distribuidos en diez tropas provenientes de diferentes puntos de
nuestro pais (Tabla 2). Dicha poblacién fue dividida en subgrupos o categorias
segun edad y sexo: 153 vacas, 43 vaquillonas y 509 novillos. Para algunos
analisis las vacas y vaquillonas fueron agrupadas en una misma categoria
(“hembras”).

La mayor parte de los animales fueron criados y terminados en un régimen
de pastura natural extensiva, a excepcién de un subgrupo dentro de la categoria
novillos (n=281), que fueron terminados en un régimen de feedlot para la cuota
481. Las diferentes tropas fueron faenadas en siete plantas frigorificas, cada una
en una fecha diferente.

La presente tesis se llevo a cabo en el marco del proyecto
PR_FSA 2009 1383 (Fondo INNOVAGRO-ANII), titulado: “Validacion y deteccién
de genes asociados a calidad de la carne y la canal en ganado Aberdeen Angus
del Uruguay”, del Area Genética de Facultad de Veterinaria, UdelaR.

e S e B Tt e s N cis . I

(foto gentileza SCAAU)

Tabla 2 - Descripcion del departamento de procedencia, categoria y cantidad de animales
de cadatropa (n).

Tropa Depto. Categoria n
1 Paysandu Vacas y vaquillonas 123
2 Florida Vacas y novillos 51
3 Paysandu Vacas 68
4 Paysandu Novillos 37
5 Artigas Novillos 61
6 Paysandu Novillos 105
7 Flores Novillos 59
8 Paysandu Novillos 105
9 Florida Novillos 30
10 Paysandu Novillos 66
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4.2. Parametros fenotipicos medidos
4.2.1. Terneza (Fuerza de Corte)

Para medir la fuerza de corte (FC) se analizaron muestras del musculo
Longissimus dorsi obtenidas de carcasas enfriadas (maduradas) en las plantas
frigorificas correspondientes.

Se realizo la evaluacion instrumental mediante el método definido como
“fuerza de corte” mecanica, efectuada a través de la cizalla o cuchilla de Warner-
Bratzler (Feed, 2010). Este método mide la fuerza de corte (FC) expresada en
kilogramos que realiza la cuchilla a una muestra de musculo de interés. Cuanto
mayor sea la FC, menor seriq la terneza de la muestra, y viceversa. El
procedimiento consiste en cocinar la muestra a bafio maria, teniendo en cuenta
los pardmetros temperatura y tiempo para que en el centro térmico de la muestra
la temperatura llegue a 70°C. Luego de la coccion, se extrae la muestra y se la
deja enfriar a temperatura ambiente. Cuando esta fria, se extrae una submuestra
para ser acondicionada en la cuchilla. La técnica de extraccion de la submuestra
consiste en trocear la muestra de musculo de forma que quede un bife de 2,5 cm
de espesor, con las fibras musculares perpendiculares a la superficie del corte, de
un tamafo que se puedan extraer al menos 8 a 10 cilindros de 1,27 cm de
didmetro con un sacabocado. Las fibras musculares del cilindro deben quedar
paralelas al largo del mismo. Una vez obtenido el cilindro, se lo coloca en la
cizalla Warner-Bratzler y se toma la medida de la fuerza necesaria para cortarlo
en sentido perpendicular a las fibras. Estas medidas son registradas por un
software (bastidor Instron ®) adaptado a la cizalla.

Las medidas de terneza fueron tomadas a las 24 horas de muestreo (FC 24
hs) y al décimo dia de maduracion a 4°C (FC 10 dias), obteniéndose ocho
medidas de fuerza de corte por muestra en ambos dias y un promedio por
muestra por dia. Los andlisis de terneza fueron realizados por el personal del
Laboratorio de Calidad de Carne de la Estacion Experimental Mario A. Cassinoni
(EEMAC) de la Facultad de Agronomia de Paysandu.

4.2.2. Marmolado (Porcentaje de lipidos)

Para la medicion del porcentaje de lipidos (% lipidos) fue utilizado el
método de Folch, Lees y Sloane (Folch et al., 1957). La muestra fue extraida del
musculo Longissimus dorsi 24 horas luego del sacrificio y se procur6 sacar toda la
grasa de cobertura de cada muestra, dejando expuesta solamente la grasa
intramuscular para no interferir en la posterior evaluacion de la cantidad de grasa.
Las muestras fueron procesadas por el laboratorio de Fisiologia y Nutricion de la
Facultad de Ciencias-Udelar.

4.3. Genotipado y Seleccion de SNPs

Para la obtencion de datos genotipicos de los 705 bovinos, se extrajo ADN
utilizando un protocolo de extraccion de musculo. Esta técnica se encuentra
detallada en el Anexo 1 y fue realizada en el Laboratorio de Genética de la
Facultad de Veterinaria. Una vez comprobado el éxito de la extraccion mediante la
utilizacion de geles de agarosa y medidas en un espectrofotometro digital
(Nanodrop Tecnology INC. ND1000) se procedio a acondicionar las muestras
para el genotipado.
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Para el genotipado fueron contratados los servicios de la empresa
GENESEEK® de Estados Unidos (www.geneseek.com), y fue efectuado mediante
la estrategia “custom assay genotyping” utilizando métodos masivos de
genotipado basados en espectrometria de masa
(http://www.neogen.com/Agrigenomics/ResearchDevelop.html#bottom).

Se seleccionaron diez SNPs situados en los ocho genes mencionados
anteriormente mediante una minuciosa busqueda en publicaciones cientificas y en
las bases de datos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) y ENSEMBL
(http://Iwww.ensembl.org/index.html). Se eligieron SNPs conocidos por su
vinculacién con los parametros estudiados, segun amplia bibliografia, o situados
en dominios conservados del gen, seleccionados utilizando la herramienta online
“Conserved Domains” del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

4.4. Andlisis estadisticos
4.4.1. Fenotipico

Las variables fenotipicas fueron analizadas mediante estadistica
descriptiva (célculos de medias, desvios, coeficientes de variacion, minimos y
maximos, rangos, etc.) para la muestra total y para la muestra dividida en
subgrupos segun tipo de alimentacion y categorias. Se realizaron analisis de
varianza (ANOVA simple) entre diferentes factores (categorias de animales y tipo
de alimentacién) y los parametros medidos, para determinar si las diferencias
observadas entre las medias eran o no significativas. Se efectuaron ademas
pruebas de Rangos Multiples para la deteccion de grupos homogéneos mediante
diferencias entre las medias y determinar cuéles medias eran significativamente
diferentes de otras, segun el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher.

Mediante un andlisis multivariado se calcularon las correlaciones de
Pearson entre diferentes variables (por ejemplo, % de lipidos y FC a las 24 hs),
generando p-valores para probar la significancia estadistica de las correlaciones
estimadas. En todos los casos, valores de p menores a 0,05 indicaron diferencias
significativas o correlaciones significativamente diferentes de cero, con un nivel de
confianza del 95%.

Se utilizaron los programas Excel® y Statgraphics Centurion® XV, version
15.2.06.

4.4.2. Genotipico-poblacional

Con los datos genotipicos de los 10 SNPs de interés se realizé un analisis
genético poblacional mediante el programa GENEPOP V4 ® de acceso libre en
internet  (http://kimura.univ-montp2.fr/%7Erousset/Genepop.htm). Se calcularon
frecuencias alélicas y genotipicas. Se obtuvieron indices de diversidad genética
tales como heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He). Se
realizé la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg, y se obtuvieron datos del indice
de fijacion de Wright Fis, para detectar posibles efectos de la seleccion o la
endogamia.
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4.4.3. Asociacion genotipo-fenotipo

Se aplicé un analisis de regresion lineal maltiple para testear asociaciones
entre genotipos y fenotipos utilizando el lenguaje de programacion R
(http://www.r-project.org). El paquete estadistico Ime4 se utilizé para ajustar el
modelo lineal a los datos. En este estudio se asumid que los efectos de los SNPs
sobre los caracteres fenotipicos son completamente aditivos y que no hay
interacciones entre los efectos fijos considerados. El efecto del SNP para cada
caracter fue estimado mediante la inclusion del mismo como covariable en el
modelo lineal. El modelo utilizado para el estudio fue:

y = U + tropa + planta + categoria + alimentacién + ga + e

Donde y es el caracter en cuestion, uy es la media de la caracteristica, tropa
es el efecto combinado de tropa, origen y fecha de faena, planta es el efecto de la
planta de faena, categoria es el efecto de la categoria de edad y sexo de los
animales, alimentacién es el efecto del tipo de alimentacién recibida, g es el
genotipo del SNP y a es el efecto aditivo del SNP. Se incluyen todos los SNPs en
la misma recta, en forma similar a como se procede con los analisis de genoma
completo o GWAS. Debido a esto, para corregir por el testeo multiple (multiple
testing) en cada grupo, se hizo un analisis de permutaciones para calcular el
umbral de significacion para cada caracter fenotipico. Luego se estimo el efecto
de cada SNP y el estadistico F fue utilizado para calcular la distribucion de la
hipotesis nula. Un total de 100.000 permutaciones fueron utilizadas para calcular
la distribucion nula, de la cual fue inferido un umbral de 5% para cada
experimento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Andlisis de fenotipos

Si bien fueron muestreados 705 animales, no a todos se les pudo registrar
las variables fenotipicas evaluadas. El nimero de animales estudiados por cada
variable se indica en las tablas correspondientes.

5.1.1. Terneza

En las tablas 3 a 6 se muestra un resumen del analisis estadistico de FC
24 hs y FC 10 dias. En la tabla 3 se incluye la poblacion total. En las tablas 4 y 5
se divide la muestra por categorias (vacas, vaquillonas y novillos) y se toman
Unicamente los animales alimentados a pasto natural para comparar las distintas
categorias, ademas se presentan los datos de la Prueba de Rangos Mdultiples
mediante la visualizacion de grupos homogéneos. En la tabla 6 se describen los
datos obtenidos de los novillos divididos en dos subgrupos segun el tipo de
alimentacion y la Prueba de Rangos Mdltiples. La figura 2 corresponde a un
grafico de barras donde se muestra la FC 24 hs y 10 dias para las diferentes
categorias.

Tabla 3 - Estadistica descriptiva de los parametros: fuerza de corte (FC) (Kg) 24 horas (hs) y
10 dias post faena, para toda la muestra analizada. Se muestra: nimero de animales (n),
promedio, desvio estandar (DE), coeficiente de variacion (CV), valores minimos y maximos
(min., max.), rango y p valor del analisis de varianza (ANOVA simple).

n Promedio DE cv Min.  Max. Rango
FC alas 24 hs 421 4,25 1,98 46,64% 1,05 11,44 10,39
FC alos 10 dias 247 3,38 1,25 36,99% 0,82 8,48 7,65

p valor 0,0001

Como se observa en la tabla 3, el caracter fenotipico evaluado a las 24 hs
tiene mas datos que cuando es evaluado a los 10 dias post faena. Esto se
explica porque para un alto porcentaje de animales no se pudo obtener la
cantidad de carne suficiente para efectuar los dos analisis al momento de la toma
de la muestra, especialmente para las tropas pertenecientes a la cuota 481, dado
que se trata de animales mas valiosos Yy los frigorificos son reacios a fraccionar un
corte de carne de elevada calidad, que podria generarles elevadas pérdidas
econdémicas. Con respecto a los promedios, es interesante destacar que el
promedio de la FC a los 10 dias post faena es significativamente mas bajo que a
las 24 horas. Esto es esperable ya que la maduracion de la carne se hace mas
evidente en los primeros diez dias, presentandose el mayor grado de protedlisis
en la carne y su maxima tenderizacion (99,76%) durante la primera semana de
maduracién. Dicho proceso de maduracién de la carne tiene como finalidad
permitir el proceso de debilitamiento de la union de las proteinas miofibrilares y la
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protedlisis autdgena del musculo tomando como sustrato las miofibrillas.
La maduracion entonces posibilita el desarrollo de carnes mas blandas (Soria y
Corva 2004; Leal, 2013).

Tabla 4 - Fuerza de corte tomada a las 24 horas. Subgrupos separados segun la categoria
(solo se incluyen animales alimentados a pasto natural). Se muestra: nUmero de animales
(n), promedio, desvio estandar (DE), coeficiente de variaciéon (CV), valores minimos y
maximos (min., max.), rango, prueba de Rangos Multiples (Método: 95,0 porcentaje LSD) y p
valor del andlisis de varianza (ANOVA simple).

Categorias n Promedio DE Ccv Min. Méx. Rango horﬁggl;%?lseos
Vacas 149 5,72 2,13 37,30% 2,76 13,02 10,26 X

Vaquillonas 39 4,73 1,40 29,62% 2,45 8,13 5,68 X
Novillos 183 3,29 1,47 4484% 1,05 9,21 8,16 X

p valor 0,0000

Tabla 5 - Fuerza de corte tomada a los 10 dias. Subgrupos separados segun la categoria
(solo se incluyen animales alimentados a pasto natural). Se muestra: nimero de animales
(n), promedio, desvio estandar (DE), coeficiente de variaciéon (CV), valores minimos y
maximos (min., max.), rango, prueba de Rangos Mdltiples (Método: 95,0 porcentaje LSD) y p
valor del andlisis de varianza (ANOVA simple).

Categorias n Promedio DE cv Min. Max. Rango hor?(r)ugrc);seos
Vacas 112 3,99 1,35 33,86% 1,93 9,28 7,35 X

Vaquillonas 39 3,36 0,81 24,04% 1,86 6,41 4,56 X
Novillos 97 2,74 1,07 39,04% 0,82 5,61 4,79 X

p valor 0,0000
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Figura 2 - Grafico de barras, donde se evidencia el promedio de la fuerza de corte
(Kg) alas 24 horas y alos 10 dias de maduracion para las diferentes categorias
(vacas, vaquillonas y novillos) de los animales alimentados a pasto natural.

Se aprecian diferencias significativas segun la categoria (p=0,0000), como
se observa en las tablas 4 y 5 y en la figura 2. Las vacas presentaron carnes de
menor terneza que novillos y vaquillonas en los dos tiempos de maduracion (FC
24 hs y 10 dias). Esto se debe a que el contenido del tejido conectivo es uno de
los factores intrinsecos del animal que influyen en la terneza y que puede explicar
hasta el 20% de la variacion de terneza entre animales (Soria y Corva, 2004). El
tipo de colageno presente a medida que aumenta la edad en los animales es el
causante de la variacion de terneza en la categoria vacas ya que aumenta el
grado de reticulacion del mismo y esto provoca un aumento en la FC de la carne.
Se ha visto una reduccién en el contenido del colageno reticulado cuando
disminuye la edad de faena, aumentando la terneza de la carne (Soria y Corva,
2004; Roy et al. 2015). La categoria vaquillonas mostré una mayor fuerza de corte
(menor terneza) que la categoria novillos siendo ambas categorias de la misma
edad. Segun Venkata Reddy y colaboradores (2015) esto puede deberse a que
en las vaquillonas se ha detectado una mayor actividad de la enzima calpastatina,
la cual es inhibidora de las enzimas responsables de la protedlisis muscular post-
mortem durante el proceso de maduracion de la carne. Ademas estos autores
sugieren que las hembras sin castrar presentan mayores niveles de estrégenos
circulantes que las hacen mas susceptibles a factores de estrés y por lo tanto dan
lugar a carne més dura.

Se puede observar que en la prueba de rangos multiples no se identificaron
grupos homogéneos, lo que significa que son subgrupos significativamente
diferentes entre si. Esta prueba refuerza lo discutido previamente sobre las
diferencias de fuerza de corte en las diferentes categorias. Varios estudios a nivel
internacional demuestran que los consumidores distinguen y estan dispuestos a
pagar mas cuando la carne presenta una FC menor a 4,5 Kg y los grados de
satisfaccion del producto aumentan cuando la FC es menor a 3,6 Kg (Boleman et
al., 1997; Brito, 2010). En este sentido los datos obtenidos en el presente estudio
demuestran que luego de los 10 dias de maduracién las vaquillonas y los novillos
presentan carne con una terneza aceptable para los consumidores y que los
novillos presentan la carne mas tierna, la cual seria mas atractiva para los
consumidores y para un potencial pago por calidad.
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Tabla 6 - Estadistica descriptiva para fuerza de corte tomada a las 24 horas y a los 10 dias
de maduracion en la categoria novillos. Subgrupos separados segun el tipo de alimentacion
usada para la terminacién de engorde. Se muestra: nimero de animales (n), promedio,
desvio estandar (DE), coeficiente de variacién (CV), valores minimos y maximos (min.,
max.), rango, prueba de Rangos Mdltiples (Método: 95,0 porcentaje LSD) y p valor del
andlisis de varianza (ANOVA simple).

FC 24 horas n Promedio DE Ccv Min. Max. Rango Grup,os
homogéneos
Pasto natural 183 3,29 1,47 4484% 1,05 9,21 8,16 X
Feedlot 51 3,18 0,62 19,46% 2,02 459 257 X

p valor 0,6086

FC 10 dias

Pasto natural 97 2,74 1,07 39,04% 0,82 561 4,79

Feedlot 0 0 0 0 0 0 0

En esta tabla se describe la comparacién de los resultados obtenidos entre
novillos terminados a pasto vs. feedlot; se registr6 una FC de 3,29+1,47kg vy
3,18+0,62kg respectivamente (p= 0,61) a las 24 horas. No se pudo evaluar la FC
a los 10 dias en novillos de feedlot por no contar con suficiente cantidad de carne
como fue mencionado anteriormente. No se encontraron diferencias significativas
en la FC para los novillos terminados a feedlot en relacion a los terminados en
régimen pastoril a las 24hrs de la faena. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Luzardo y colaboradores (2010) en un estudio realizado en
nuestro pais con novillos alimentados en distintos sistemas (pastoril vs. pastoril +
suplementacién y pastoril vs. confinamiento), donde los autores no encontraron
diferencias significativas para terneza entre novillos alimentados en los distintos
regimenes. En otro estudio realizado en nuestro pais por Brito (2010) en novillos
raza Hereford con dos sistemas de alimentacion distintos (pastura vs. encierre a
corral), se encontré que los valores iniciales de terneza en los dos sistemas de
alimentacion no tuvieron diferencias significativas, sin embargo, a los 7 y 14 dias
se encontré que los animales alimentados a pastura presentaron mayor terneza
(menor fuerza de corte) que los alimentados en encierros a corral. Si en el
presente estudio hubiese sido posible obtener datos de FC a los 10 dias de
maduraciéon en novillos alimentados en feedlot, tal vez se podrian haber
detectado mas diferencias.

En la prueba estadistica de rangos multiples se observo que los dos grupos
son homogéneos, no presentando diferencias significativas entre si. Esta prueba
refuerza lo discutido previamente sobre que no se encontraron diferencias
significativas de fuerza de corte a las 24 hs para los dos sistemas de terminacion.
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5.1.2. Marmolado

En las tablas 7 a 9 se muestran los analisis estadisticos del parametro %
de lipidos. En la tabla 7 se presenta un resumen de estadistica descriptiva donde
se incluye la poblacién total. En la tabla 8 se divide la muestra por categorias
(vacas, vaquillonas y novillos) y se toman Unicamente los animales alimentados a
pasto natural para comparar las distintas categorias; ademas, se presentan los
resultados de la Prueba de Rangos Multiples mediante la visualizacion de grupos
homogéneos. En la tabla 9 se describen los datos obtenidos de los novillos
divididos en dos subgrupos segun el tipo de alimentacion y la Prueba de Rangos
Multiples. La figura 3 corresponde a un grafico de cajas y bigotes donde se
muestra el % de lipidos en novillos segun el sistema de alimentacion al que fueron
sometidos.

Tabla 7 - Estadistica descriptiva del parametro: Porcentaje de lipidos (% de lipidos). Se
muestra: numero de animales (n), promedio, desvio estandar (DE), coeficiente de variacion
(CV), valores minimos y maximos (min., méx.), rango.

n Promedio DE Ccv Min. Max. Rango
% de lipidos 492 4,13 2,55 61,61% 1,05 13,60 12,54

Con respecto al % de lipidos en la poblacion total, puede observarse que
existe un rango muy amplio, habiendo animales con apenas 1% de grasa
intramuscular y otros con mas de 10%. El promedio es un dato que no demuestra
con claridad el comportamiento de este parametro ya que su expresion se ve muy
influenciada con factores como el sexo, la categoria y el tipo de alimentacion. Es
por ello que se separd la muestra en subgrupos por categorias para apreciar Si
existid 0 no variacion entre las mismas.

Tabla 8 — Estadistica descriptiva para % de lipidos en subgrupos separados segun la
categoria (solo se incluyen animales alimentados a pasto natural). Se muestra: namero de
animales (n), promedio, desvio estandar (DE), coeficiente de variacion (CV), valores
minimos y maximos (min., max.), rango, prueba de Rangos Mdultiples (Método: 95,0
porcentaje LSD) y p valor del andlisis de varianza (ANOVA simple).

Categorias n Promedio DE CVv Min. Maéax. Rango hongcr)l:;pé?lseos
Vacas 143 3,43 1,54 4513% 1,27 8,71 7,44 X

Vaquillonas 36 3,23 1,11 3450% 1,60 6,15 4,55 X
Novillos 174 3,29 2,14 66,40% 1,05 104 9,30 X

p valor 0,6184
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Del analisis de las distintas categorias surge que no existen diferencias
significativas entre las mismas cuando se incluyen sélo animales alimentados en
régimen pastoril (p=0,6184) (tabla 8). La prueba de rangos multiples dejo en
evidencia que los grupos son homogéneos para esta caracteristica, no
presentaron diferencias significativas entre si. Venkata Reddy y colaboradores
(2015) sostienen que existen diferencias entre las distintas categorias en los
parametros de calidad de carne, y sostienen que el sexo es uno de los factores
que mas influye a la hora de la deposicidén de grasa intramuscular. Sin embargo,
estos autores sostienen que al igual que el sexo, el tipo de alimentacion también
es una de las causas que mas influye para esta caracteristica, dado que las tres
categorias tuvieron la misma alimentacién es esperable que esto contribuya a la
homogeneidad observada.

Otro aspecto importante es que los machos castrados (novillos en nuestro
estudio) presentan un mayor nivel de engrasamiento por la ausencia de la
testosterona que los machos enteros (los cuales producen carne mas magra y
menos tierna, Franco, 2010), esto podria ser una de las causas por la que los
resultados no variaron significativamente entre las tres categorias.

Tabla 9 - Estadistica descriptiva para % de lipidos en la categoria novillos. Subgrupos
separados segun el tipo de alimentacidén usada para la terminacion de engorde. Se muestra:
numero de animales (n), promedio, desvio estandar (DE), coeficiente de variacion (CV),
valores minimos y maximos (min., max.), rango, prueba de Rangos Multiples (Método: 95,0
porcentaje LSD) y p valor del analisis de varianza (ANOVA simple).

% de lipidos n Promedio DE CVv Min. Max. Rango horﬁcr)ugrt)é?lseos
Pasto natural 179 3,49 2,62 7524% 1,05 14,70 13,65 X
Feedlot 133 6,06 2,84 46,97% 1,14 1540 14,28 X

p valor 0,0000

2 Ii t+ I o

0 4 8 12 16

Figura 3 - Gréafico de Cajas y Bigotes, se evidencia el % de lipidos

en la categoria novillos divididos en dos subgrupos: alimentacién

con pastura natural (1) y alimentacién con feedlot (2). Mediana:
linea vertical; Media: punto rojo.
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Se observaron importantes diferencias en % de lipidos entre los novillos
segun el tipo de alimentacion. En novillos alimentados a feedlot el promedio fue
casi el doble que el detectado en novillos terminados en régimen pastoril
(6,06+£2,84% y 3,49+2,62%, respectivamente, p=0,0000, grupos no homogéneos
en la prueba de Rangos Mdltiples; Tabla 9 y figura 3). Estos resultados coinciden
con varios autores que sostienen que animales alimentados en feedlot presentan
un porcentaje de grasa intramuscular significativamente mayor que aquellos
alimentados a pasto natural (Owens y Gardner 2000; Van Elswyk y Mc Neill
2014). Smith y colaboradores (2009) reportaron que existe mayor depdésito de
grasa intramuscular en animales alimentados con dietas a base de concentrados.

5.1.3. Relacién entre parametros

En las tablas 10 y 11 se presentan las correlaciones entre los parametros
fuerza de corte a las 24 horas y a los 10 dias y % de lipidos para toda la muestra
alimentada a pasto natural y para la categoria novillos respectivamente.

Tabla 10 - Relaciéon entre FC 24hs y FC 10 dias. Niveles de correlacion, sus valores y su
significacion estadistica (p valores) para toda la muestra de animales alimentados a pasto
natural.

Nivel de

Parametro 1 Parametro 2 correlacion Valor P
FC 24 hs FC 10 dias Positivo 0,79 0,0000

% de lipidos FC 24 hs Positivo 0,04 0,5685

% de lipidos FC 10 dias Positivo 0,08 0,2417

Tabla 11 — Relacién entre FC 24 hs y % de lipidos para la categoria novillos; se incluyen
novillos alimentados a pasto natural y feedlot. Niveles de correlacién, sus valores y su
significacion estadistica (p valores).

Parametro 1 Parametro 2 Nivel d.e' Valor P
correlacion
FC 24 hs % de lipidos Negativo -0,17 0,0109

Cuando se estudiaron las correlaciones entre las variables, se observa una
correlacion significativa, muy elevada y positiva, entre las dos medidas de FC,
como era esperable (tabla 10). En la muestra de animales alimentados a pasto
natural, y seguramente debido al menor nivel de grasa intramuscular en estos
animales, no se observan correlaciones significativas entre ambas medidas de FC
y el % de lipidos (tabla 10), que si se observan en la muestra de novillos, que
incluye a los de feedlot (tabla 11). En esta muestra de novillos, se observa una
correlacion negativa significativa entre FC y % de lipidos, dada probablemente por
el efecto que tiene un mayor nivel de engrasamiento en la terneza de la carne,
disminuyendo la FC. Cabe mencionar que el proceso de coccién al cual es
sometida la muestra previa a su corte con la cuchilla WB, hace que la grasa de la
misma sea mas facil de cortar y por lo tanto disminuya mas la FC.
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5.2. Parametros poblacionales

La mayoria de los SNPs fueron genotipados con una eficacia elevada por lo
que el recuento de animales para cada SNP es cercano al niamero total de

animales.

Tabla 12 - Resumen del andlisis poblacional de los 10 SNPs situados en los ocho genes
analizados. Se muestra el nimero total de animales genotipados (n), frecuencias alélicas,
frecuencias genotipicas, heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He),
estadistico FiIsy p- valor de la prueba de equilibrio Hardy Weinberg.

Frecuencias Equilibrio
SNP n Frecuencias alélicas - Ho He Fis H-W
genotipicas
(P-valor)
CAST1 608 C G CC CG GG 0,396 0,404 0,019 0,691
0,720 0,280 0,521 0,396 0,082
PPARD4 642 A G AA AG GG 0,522 0,488 -0,069 0,095
0,421 0,579 0,160 0,522 0,318
PPARA4 640 A C AA AC CC 0,358 0,381 0,060 0,146
0,744 0,255 0,566 0,358 0,077
Acyl-CoA 643 G T GG GT TT 0,498 0,486 -0,024 0,582
0,584 0,415 0,335 0,498 0,166
IGF1 3 640 A G AA AG GG 0,150 0,160 0,061 0,130
0,912 0,090 0,837 0,150 0,012
IGF2 3 644 A G AA AG GG 0,185 0,195 0,053 0,222
0,109 0,890 0,017 0,185 0,798
SCD3 632 A G AA AG GG 0,407 0,440 0,077 0,058
0,327 0,673 0,123 0,407 0,470
CAPN 316 629 C G CC CG GG 0,364 0,452 0,194 0,000
0,344 0,656 0,162 0,364 0,474
CAPN 650 C T cC CcT TT 0,440 0,420 -0,045 0,258
4751
0,700 0,300 0,480 0,440 0,080
643 A G AA AG GG 0,278 0,262 -0,063 0,126
CAPN 530
0,155 0,845 0,015 0,278 0,706

En la tabla 12 se muestran los resultados del analisis poblacional realizado
mediante el programa GENEPOP. Ningun SNP mostré una frecuencia del alelo
minoritario menor a 0,05 (frecuencia minima aceptable en este tipo de estudios),
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por lo que todos pudieron ser utilizados para el andlisis de asociacion genotipo-
fenotipo.

La heterocigosidad observada fluctia entre 0,150 para el SNP IGF1 3 vy
0,522 para el SNP PPARD 4. En el caso de la heterocigosidad esperada, ésta
fluctia entre 0,160 para el SNP IGF1 3y 0,488 para el SNP PPARD 4. Los bajos
valores de diversidad genética de IGF1 3 se relacionan con la elevada disparidad
entre las frecuencias de sus alelos. Los indices de diversidad genética promedio
de la poblacién (heterocigosidad observada y esperada promedio) fueron 0,360 y
0,370, respectivamente. Son valores medios, teniendo en cuenta que la muestra
comprende animales de diversas procedencias, y que en las razas comerciales la
diversidad genética tiende a disminuir por las presiones de seleccion a las cuales
estan sujetos los rodeos de estas caracteristicas.

Se encontré que la mayor parte de los SNPs estan en equilibrio Hardy
Weinberg en la poblacion, lo que se ve reflejado en el p-valor con valores
superiores a 0,05 e indices FIS cercanos a cero. La excepcion es CAPN 1 316
gue se encuentra fuera de equilibrio (p valor < 0,05 marcado en color rojo). En
este SNP el desequilibrio es provocado mayormente por un exceso de
homocigotas (FIs positivo y elevado). El desequilibrio hallado puede ser por
efectos indirectos de la selecciéon a favor de alguna caracteristica usualmente
evaluada en la seleccion de reproductores, por ejemplo peso corporal (asociada a
polimorfismos del gen de la calpaina en ovinos, Chung et al., 2007), y que pueda
generar un aumento de cierto genotipo en detrimento de otro. Se trata de efectos
indirectos dado que en nuestro pais aun no es utilizada la seleccion asistida por
marcadores. También podria explicarse por el uso de pocos toros o de
inseminacion artificial, métodos utilizados para aumentar la poblacién en rodeos
comerciales que favorecen la endogamia y generan aumento de la homocigosis.

Para el gen CAPN1, en el SNP 316 se observo una frecuencia del alelo
favorable para terneza (C) de 0,344, este resultado coincide con los encontrados
por varios autores que documentan una frecuencia menor del alelo favorable, de
0,22 (White et al.,, 2005, en Aberdeen Angus) y de 0,27 segun Costello y
colaboradores (2007, en una raza de carne Irlandesa). La frecuencia del genotipo
favorable CC (0,162) y del menos favorable GG (0,474) coinciden con los hallados
por Leveau (2008) en Aberdeen Angus: genotipo CC (0,09) y genotipo GG (0,48).
Para el SNP 530 la frecuencia del alelo favorable G fue alta (0,845), resultado
similar al hallado por White y colaboradores (2005) quienes reportan una
frecuencia de 0,86. En el caso del SNP 4751 el alelo favorable C present6 una
frecuencia elevada (0,700); resultados similares fueron hallados por otros autores,
Leveau (2008) report6 una frecuencia de 0,88 White y colaboradores (2005)
también hallaron una frecuencia del alelo C de 0,84 en la raza Aberdeen Angus y
de 0,64 para una raza cruza. A su vez, dejan en evidencia que el alelo T se
relaciona con una mayor fuerza de corte, por lo tanto con una menor terneza.

Para el SNP CAST1, la poblacion analizada revel6 una frecuencia mas
elevada del alelo C (0,720) y del genotipo CC (0,521), asociados a una mayor
terneza de la carne, que los resultados encontrados por Schenkel y colaboradores
(2006; frecuencia alélica para el alelo C en la raza Aberdeen Angus de 0,62). En
esta misma raza, Gill y colaboradores (2009) encontraron para este mismo SNP
una frecuencia del alelo favorable de 0,64 y una frecuencia del genotipo favorable
de 0,41.

Para los otros SNPs estudiados, no se cuenta con datos bibliograficos de
frecuencias alélicas en bovinos de carne.
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5.3. Andlisis de asociacion genotipo-fenotipo

En la tabla 13, 14 y 15 se muestran los resultados del andlisis de
asociacion, listindose los SNPs que se encontraron significativamente
relacionados con un parametro fenotipico y los que se encontraron cercanos a la
significacion.

Tabla 13 - Resultados del analisis de asociacién para los distintos SNPs en toda la
poblacion. El efecto es el del genotipo mencionado, con respecto al genotipo opuesto
(medido en las unidades de la caracteristica fenotipica). DE: desvio estandar de la
regresion. p-valor: valor de p de la regresion; p-valor umbral: p valor umbral de la regresion,
y sus respectivos valores expresados en escala logaritmica.

i} . -10g10
Todala muestra Parametro SNP Genotipo Efecto DE  p-valor P valor - -10gso p-valor
umbral p-valor
umbral
SNPs cercanos a
significacion FC24hs CAPN1 316 cC -0,332 0,113 0,003 0,001 2,454 3,38
FC 10dias CAPN1 316 CcC -0,341 0,108 0,002 0,000 2,746 3,88
CAPN1 530 GG -0,547 0,187 0,004 0,000 2,433 3,88
% lipidos PPARD 4 GG -0,342 0,133 0,103 0,007 1,989 2,18
PPARA 4 CcC 0,368 0,144 0,111 0,007 1,955 2,18

En el andlisis de la poblacion total, ninguno de los SNPs seleccionados
presentd asociacion significativa con las caracteristicas estudiadas. Si se
encontraron SNPs cercanos a la significacion, tales como CAPN1 316 para FC a
las 24 hs y 10 dias, y CAPN1 530 para FC a los 10 dias. En el caso de % de
lipidos, se observaron cercanos a la significacion los SNPs PPARD 4 y PPARA 4.
Se prestd importancia a los SNPs cercanos a la significacién debido a que nuestro
analisis es muy estricto para evitar falsos positivos, por lo que algunas
asociaciones pudieron quedar como no significativas pero muy cercanas al umbral
de significaciéon. En otro tipo de analisis estadistico menos restrictivo podrian ser
asociaciones significativas.
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Tabla 14 - Resultados del analisis de asociacion para los distintos SNPs en la categoria
hembras. El efecto es el del genotipo mencionado, con respecto al genotipo opuesto
(medido en las unidades de la caracteristica fenotipica). DE: desvio estandar de la
regresién. p valor: valor de p de la regresién. p valor umbral: p valor umbral de la

regresion.

‘ -log10
Categoria Parametro SNP Genotipo Efecto DE p valor p valor -logyy  p-valor
hembras umbral

umbral
FC 24 hs IGF1 3 GG -1,097 0,383 0,005 0,016 2,329 1,81
_ SNPs FC 10 dias IGF2 3 AA  -0711 0,228 0002 0012 2653 1,92
significativos
% Lipidos SCD 3 GG 0,556 0,556 0,001 0,004 2,843 2,42
SNPs cercanos & o 54 hs cAPN1 4751 cc 0563 0,241 0,020 0016 1,691 181
significacion
IGF2 3 AA -0,681 0,314 0,031 0,016 1,502 181
CAPN1 316 CcC -0,392 0,191 0,042 0,016 1,381 1,81
FC 10dias CAPNL1 316 CcC -0,336 0,140 0,018 0,012 1,753 1,92
% Lipidos Acyl-CoA TT 0,431 0,162 0,008 0,004 2,083 2,42
Tabla 15 - Resultados del analisis de asociacion para los distintos SNPs en la categoria
novillos. El efecto es el del genotipo mencionado, con respecto al genotipo opuesto. DE:
desvio estandar de la regresion. Pvalor: valor de p de la regresién. Pvalor umbral: P valor
umbral de la regresion

. -logio
Cate_gorla Pardmetro SNP Genotipo Efecto DE pvalor pvalor -logyy  p-valor
novillos umbral

umbral
SNPs o | i
significativos % Lipidos  PPARD 4 GG -0,661 0,181 0,002 0,019 2,661 1,73
SNPs cercanos & 14 gias caPN1316  CC 0,279 0,132 0,036 0,003 1,446 251
significacion
% Lipidos PPARA 4 CC 0,427 0,206 0,039 0,019 1,407 1,73

Al separar la muestra en subgrupos se evitan algunos efectos fijos que
pueden distorsionar el analisis, apareciendo mas efectos significativos de los
SNPs. Cuando se analizaron las hembras solamente, no se tomo en cuenta en el
andlisis el factor alimentacién ni el factor sexo (tabla 14). En este caso fueron
significativos para FC a las 24 hs y a los 10 dias los SNPs IGF1 3 e IGF2 3
respectivamente, y para % de lipidos fue significativo el SNP SCD 3. También se
observaron los SNPs CAPN1 4751, IGF2 3 y CAPN1 316 cercanos a la
significacibn para FC 24 horas, y CAPN1 316 para FC 10 dias. Para la
caracteristica % de lipidos el SNP Acyl-CoA también se encontré cercano al
umbral de significacion (tabla 14).

En el caso del analisis de la categoria novillos separados del resto de la
poblacion, se evitd la introduccion de los factores sexo y edad en el modelo (tabla
15) y se detecté al SNP PPARD 4 asociado significativamente para % de lipidos.
Los SNPs CAPN1 316 y PPARA4 se hallaron cercanos a la significacion para FC
10 dias y % lipidos, respectivamente.
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5.3.1. Resultados significativos y cercanos a la significacion por gen

De los ocho genes que se estudiaron en este trabajo, solo en el gen CAST
no se encontré ninguna asociacion con los parametros fenotipicos estudiados.
Para los otros siete genes se encontré al menos una asociacion, significativa o
cercana a la significacion, entre un SNP y un caracter fenotipico.

Gen IGF1

El SNP IGF1 3 situado en el gen que codifica el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 presentd un efecto significativo sobre la caracteristica FC a las 24
hs en la categoria hembras (tabla 14). Los animales de genotipo GG presentaron
una menor fuerza de corte que los de genotipo AA, es decir, una mayor terneza,
resultando el alelo G y el genotipo GG favorables para este caracter. Este gen ha
sido descrito por otros autores asociado a caracteristicas de calidad de la canal
tales como grado de engrasamiento, peso y espesor de grasa dorsal (Islam et al.,
2009; Muellen et al.,, 2011). Tizioto y colaboradores (2012) analizaron un
polimorfismo en el gen IGF1 y su relacién con los parametros peso al destete,
peso al afilo de edad, espesor de grasa dorsal, area del ojo de bife y fuerza de
corte a las 24 horas, 7 y 14 dias de maduracién en novillos raza Nelore. Si bien
estos autores no encontraron relacion significativa entre el polimorfismo en el gen
y la fuerza de corte en ninguno de los distintos tiempos de maduracion, la relacion
comprobada de este gen con el metabolismo lipidico y el crecimiento podria estar
relacionada con la fuerza de corte. Por un lado, un mayor nivel de grasa
intramuscular se asocia con un aumento de la terneza de la carne (Leveau, 2008);
por otro lado, el efecto de éste y otros genes en el desarrollo muscular y el
crecimiento, como se ha mencionado, también podrian afectar la terneza.

Gen IGF2

El SNP IGF2 3 situado en el gen del factor de crecimiento insulinico tipo 2
presentd un efecto significativo sobre la FC a los 10 dias y cercano a la
significacién para FC 24 horas, cuando se analiz6 en la poblacion de hembras. El
genotipo AA presentd menor fuerza de corte que el genotipo GG (tabla 14). En
relacion a este gen, Han y colaboradores (2008) encontraron relaciones
significativas de este gen con las caracteristicas de calidad como ser marmolado,
terneza y pH a las 24 hs en ganado de 24 meses de edad a la faena. Este gen
también ha sido asociado a un mayor desempefio de crecimiento muscular,
calidad de carne y deposicién de grasa en cerdos (Clark et al., 2014).

Gen CAPN1

El gen CAPNL1 se ha hallado asociado significativamente a la terneza de la
carne en numerosos estudios, dado que codifica para la u-calpaina, proteasa
activada por el calcio intracelular que junto a otras enzimas es responsable del
proceso de protedlisis de las miofibrillas que ocurre durante la maduracion de la
carne, aumentando su terneza (White et al., 2005; Costello et al., 2007; Van
Eenennaam et al., 2007; Gill et al., 2009). Estos resultados coinciden
parcialmente con nuestro trabajo dado que el gen CAPN1 fue encontrado cercano
a la significacion para la fuerza de corte a las 24 hs y 10 dias respectivamente.

Para el SNP CAPNL1 316 los animales con genotipo CC presentarian carne
mas tierna a las 24 hs y a los 10 dias de maduracion en toda la poblacién y en la
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categoria hembras y novillos; esto es coincidente con los resultados encontrados
por otros autores donde también encuentran asociacion entre el genotipo CC y
una menor fuerza de corte (mayor terneza) al contrario que individuos con
genotipo CG y GG donde la fuerza de corte es significativamente mayor (Page et
al., 2004; White et al., 2005; Morris et al.; 2006).

El otro SNP dentro de este gen que también ha sido descrito asociado a la
terneza por Page y colaboradores (2004) es CAPN1 530, el cual se encontré
cercano a la significacién para FC a los 10 dias en toda la poblacion. Animales
con genotipo GG tendrian una menor fuerza de corte y por lo tanto una mayor
terneza. El ultimo SNP situado en el mismo gen, CAPN1 4751, se encontro
cercano a la significacion para FC 24 hs en la categoria de hembras, en la cual
los individuos con genotipo CC presentaron carne mas tierna que los del genotipo
opuesto. White y colaboradores (2005) y Van Eenennaam y colaboradores (2007)
encontraron este SNP relacionado con fuerza de corte en varios momentos de la
maduracion, al dia 7, 14 y al dia 21, y definen a este SNP como un marcador muy
atil.

El hecho de encontrar varios SNPs dentro de un mismo gen cercanos a la
significacion para la asociacion con un mismo caracter resulta interesante. Como
se dijo anteriormente, es un gen que juega un rol fundamental en la fase de
tiernizacion de la carne y que es utilizado como marcador en varios paises para
predecir la terneza. Si bien nuestros resultados no fueron significativos, quiza con
una muestra mayor o mas homogénea se podria haber arribado a una mejor
conclusiéon. Ademas, el andlisis estadistico llevado a cabo, al ser muy riguroso en
el afan por evitar falsos positivos, puede estar enmascarando resultados
significativos.

Gen PPARD

Este gen codifica para un receptor nuclear activado por factores
proliferadores de peroxisomas, denominado PPAR®S. Es un regulador clave en el
metabolismo de los lipidos y fue descrito por Meidtner y colaboradores (2009)
como un gen candidato para porcentaje de grasa dorsal en porcinos. Segun
Graugnard y colaboradores (2009), este gen participa especificamente en la beta
oxidacion de los acidos grasos participando asi activamente en el metabolismo de
los lipidos. En nuestro trabajo este fue el Unico gen asociado significativamente
con % de lipidos, sélo en la categoria novillos, y cercano a la significacién en la
muestra total. Para el SNP PPARD 4 estudiado en este gen, los novillos con
genotipo GG poseen un 0,6 % menos de lipidos que los animales con el genotipo
opuesto. Si bien el efecto es menor, como suele ocurrir en caracteres altamente
poligénicos como éste, fue significativo en la muestra de novillos, en donde existio
una mayor variabilidad de este caracter al incluir animales engordados en forma
diferente.

Gen PPARA

El gen PPARA codifica para un receptor nuclear activado por factores
proliferadores de peroxisomas, denominado PPARa, relacionado con PPARD y
otros genes similares. Una de sus funciones mas importantes es la regulacion de
la homeostasis de lipidos y glucosa, controlando la sintesis, almacenamiento y
consumo de lipidos. Presenta una alta expresion en diferentes tejidos,
mayoritariamente en higado, rifion y tejido adiposo intramuscular, pero también en
tejido muscular y glandula mamaria (Bionaz et al., 2013). En nuestro trabajo no se
encontré ninguna asociacion significativa entre SNPs en este gen y los caracteres
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fenotipicos analizados, pero el SNP PPARA 4 se encontr6 cercano a la
significacion para % de lipidos. El genotipo CC de dicho SNP se relaciona con un
mayor porcentaje de grasa intramuscular. Esta asociacion se podria esperar dado
que otros autores han encontrado este gen relacionado a pardmetros de calidad
de carne como son espesor de grasa dorsal y jugosidad en bovinos, parametros
gue se encuentran relacionados con porcentaje de grasa intramuscular (Gill et al.,
2010).

Szczerbal y colaboradores (2007) describen este gen cerca de un QTL
(locus de caracter cuantitativo) asociado a grasa dorsal en cerdos, por lo que es
de esperar que pueda estar asociado a dicho caracter en otras especies. Ademas
las funciones biolégicas del grupo de receptores nucleares activados por factores
proliferadores de peroxisomas Yy sus distintos isotipos, han sido descritas en
monogastricos y humanos demostrando su gran importancia en el metabolismo
lipidico (Bionaz et al., 2013).

Gen SCD

El gen SCD es el que codifica para la enzima estearoil-CoA-desaturasa
(SCD) la cual se encuentra en el reticulo endoplasmico y convierte acidos grasos
saturados en monoinsaturados (MUFA) mediante la introduccion de un doble
enlace entre los carbonos 9 y 10. Cataliza la sintesis de acido oleico afectando la
composicién de acidos grasos de los fosfolipidos de la membrana y los ésteres y
triglicéridos de colesterol (Armstrong, 2011; Orru et al., 2011).

Varios estudios demuestran que el gen SCD se encuentra asociado al perfil
de &cidos grasos, al porcentaje de grasa intramuscular y al metabolismo
energético (Taniguchi et al., 2004; Graugnard et al., 2009; Jian et al., 2009; Smith
et al., 2009). Ademas, se lo ha encontrado asociado con otro parametro de interés
en calidad de carne como lo es el color: se vio que un aumento de grasa
intramuscular o en los MUFA perfila el color hacia un tono mas claro o luminoso
(Reardon et al., 2010).

En el presente trabajo se encontrd una relacion significativa entre % de
lipidos y el SNP SCD 3 en la categoria hembras Unicamente. Es posible que esta
relacion significativa en este subgrupo de la muestra se deba a que las hembras
fueron sometidas al mismo tipo de alimentacién, a diferencia de los novillos donde
existieron dos tipos de alimentacion. Dado que la composicion de acidos grasos
es afectada por el tipo de alimentacion, es esperable que el grado de expresion
de este gen varie con estos factores (Taniguchi et al., 2004; Graugnard et al.,
2009). Al igual que los otros casos, este gen deja en evidencia la importancia de
su estudio en las poblaciones locales, previo a su posible utilizacion para
seleccién de reproductores.

Gen Acyl-CoA desaturasa

El gen Acyl-CoA desaturasa se ha descrito asociado a la regulacién del gen
SCD ya que se ubica en la region promotora de este ultimo. Polimorfismos en
esta regiébn provocarian variaciones en la concentracion de acidos grasos de
importancia como son el Acido Linoléico Conjugado (CLA), asociado a beneficios
para la salud humana por su accion anti cancerigena y anti mutagénica (Keating
et al., 2005).

En nuestro trabajo se encontré una relacion cercana a la significacion para
este SNP y el % de lipidos en la categoria hembras Unicamente, al igual que el
polimorfismo estudiado del gen SCD. Dada su estrecha relacion, este hallazgo
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reafirma la importancia de estos genes en el % de lipidos y ameritan estudios
futuros mas profundos.

Cabe mencionar que es un gen que aun no ha sido muy estudiado a nivel
internacional y que presenta muy poca bibliografia de referencia. Ademas, como
se ha mencionado, la arquitectura genética del metabolismo de lipidos y su
regulacién aun continda siendo motivo de estudio por su intrincada complejidad.

Gen CAST

El gen CAST codifica para la enzima calpastatina; es un gen que se asocia
con la terneza de la carne. La calpastatina es un inhibidor especifico de las
calpainas, quienes producen la ternizacion normal en condiciones post-mortem,
regulando este proceso (Reardon et al., 2010). El aumento de su actividad esta
asociado a una disminucién de terneza (Schenkel et al., 2006).

A pesar de la existencia de bibliografia a nivel internacional sobre la
asociacion de este gen con la terneza de la carne (Casas et al., 2006; Schenkel et
al., 2006), en el presente trabajo no se encontraron resultados que asocien el
SNP CAST1 con el fenotipo fuerza de corte en ninguna de las dos medidas
tomadas. Tampoco se vio asociacion de este gen con el % de lipidos. Jian y
colaboradores (2009) coinciden con estos resultados ya que tampoco encontraron
asociacion significativa de este gen con terneza, medida a través de la fuerza de
corte de la cizalla Warner-Bratzler y panel de degustadores. Reardon vy
colaboradores (2010) estudiaron el mismo polimorfismo que se estudidé en este
trabajo y tampoco encontraron relacion entre este SNP y la terneza de la carne. A
su vez se ha planteado que existe una gran variacion entre razas que incide en el
nivel de asociacion entre el gen CAST y la terneza (Leveau, 2008).

Las causas por las cuales no se encontraron asociaciones significativas
entre algunos de los SNPs y las caracteristicas fenotipicas pueden ser debido a
gue los SNPs seleccionados no generan ningun cambio en la estructura o funcion
de la proteina o que el cambio que generan sea tan pequefio que no sea
detectado. A su vez, no debemos olvidar que hablamos de caracteristicas
fenotipicas que son de tipo poligénicas, asociadas a muchos genes que no fueron
tenidos en cuenta en este estudio y que desconocemos su influencia. Esto refleja
la complejidad que tienen las caracteristicas relacionadas a calidad de carne.

Existe hoy en dia la posibilidad para los productores de acceder a la
compra de un panel de SNPs llamado GeneSTAR® Molecular Value Predictions
(MVP®s), el cual contiene marcadores moleculares relacionados entre otras
caracteristicas a terneza y marmolado de la carne. Este producto ofrece la
posibilidad de predecir el fenotipo esperado para estas caracteristicas de interés.
Johnston y Graser (2010) estudiaron 12 marcadores moleculares contenidos en
los paneles GeneSTAR y no encontraron ninguna asociaciéon significativa con el
marmolado. En el caso de terneza encontraron algunos marcadores asociados
significativamente con la caracteristica fuerza de corte pero vieron una gran
variacion entre razas demostrando que existen grandes diferencias entre las
mismas y que los marcadores moleculares deben ser testeados en distintas
poblaciones y en tamafios lo suficientemente grandes como para estimar el efecto
real de los mismos. En ese sentido, nuestro estudio pone en evidencia la
importancia de la validacion previa, en las condiciones de nuestro pais, de los
genes propuestos como candidatos en la bibliografia internacional antes de que
sean utilizados como herramientas de seleccion.. Sobre este punto vale la pena
aclarar que la bibliografia cientifica a la cual accedemos se origina en sistemas
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ganaderos muy distintos a los de Uruguay, con mayor confinamiento y con
diferentes objetivos de seleccion.

Los resultados obtenidos nos alientan a seguir estudiando el efecto de
ciertos genes en las razas mas extendidas de nuestro pais para generar
informacion confiable para nuestro sistema ganadero. El uso de marcadores
moleculares en la industria podria ayudar a predecir ante mortem cémo se
comportara el individuo para cierta caracteristica, logrando “estandarizar’ los
genotipos que entren a planta de faena y poder ofrecer a los distintos mercados
carne certificada para determinado genotipo de interés. Esto seria un avance muy
importante en una estrategia de diferenciacion de las carnes uruguayas.
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6. CONCLUSIONES

e El promedio de fuerza de corte a los 10 dias post faena fue mas bajo que a las
24 hs, debido al mayor grado de protedlisis de las fibras musculares que
ocurre en los primeros 10 dias de maduracion.

e La terneza estuvo influenciada por la categoria animal: las vacas presentaron
menor terneza que vaquillonas y novillos en los dos tiempos de maduracion.

e No se encontraron diferencias en la terneza medida a las 24 horas, en novillos
alimentados en diferentes sistemas (pastoril vs feedlot).

e No se observaron diferencias en el % de lipidos de la carne en las 3
categorias animales. Si se vieron diferencias importantes en novillos
terminados en feedlot con respecto a los alimentados a pasto.

e De los SNPs estudiados en la poblacion casi todos se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg; la excepcion fue el SNP CAPN1 316 que se
encontré fuera del equilibrio debido a un exceso de homocigotas.

e Los indices de diversidad genética (Ho/He) fueron medios a bajos por tratarse
de una raza comercial fuertemente seleccionada.

e En la categoria hembras (vacas+vaquillonas) se detectaron asociaciones
significativas entre la terneza a las 24 hs y 10 dias y los SNPs IGF1 3 e IGF2
3 respectivamente y entre el % lipidos y el SNP SCD 3.

e En la categoria novillos se detecté la asociacion significativa entre %lipidos y
el SNP PPARDA4.

e Del andlisis de la poblaciéon total y ambas categorias (hembras y novillos)
surgieron SNPs cercanos a la significacion tales como CAPN1 316 - 530-
4751 e IGF2 3 asociados terneza y los SNPs Acyl-CoA desaturasa, PPARD 4
y PPARA4 asociados a % de lipidos.

e Se subraya la importancia de la validacién previa de marcadores moleculares
utilizados comercialmente para predecir caracteristicas de calidad de carne en
nuestras poblaciones ganaderas.
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7. ANEXO

7.1. Protocolo de extraccion de ADN

Soluciones necesarias: Buffer de lisis (50 mM de Tris HCI, 50 mM EDTA ph 8, 1%
de SDS y 50 mM de NaCl), Proteinasa K (10 mg/ml), NaCl ( 5 M), TE 1X ph.8
(autoclavado) y etanol absoluto a -20 °C.

1.

abwiN

O OWomO~NO®

Colocar una pequeia muestra de tejido (unos 20 mg) en un Eppendorf de 1.5
y machacar el tejido con tip quemado en la punta.

. Agregar 500 ul de buffer de lisis y 11 ul de proteinasa K.

. Incubar a 55°C toda la noche.

. Centrifugar al maximo por 20 min.

. Pipetear sobrenadante a un tubo limpio de 1,5 ml y agregar 300 ul de cloruro

de sodio.

. Agitar brevemente y centrifugar al maximo por 40 min.

. Pipetear 400 ul del sobrenadante a un tubo limpio. (2 por muestra)

. Agregar el doble volumen de etanol frio (800 ul).

. Agitar lentamente primero, luego mezclar completamente.

. Centrifugar al maximo por 40 min. Descartar todo el liquido sobrenadante con

cuidado de no tirar el pellet.

. Lavar breve y cuidadosamente con 1 ml de etanol 70% y centrifugar 40 min.
12.
13.

Descartar el alcohol. Secar en estufa a 37°C.
Resuspender en 50 ul 1XTE y guardar en frio.
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