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RESUMEN

La terneza es una caracteristica importante para la comercializacion de carne de
bovino; el grado de terneza est4 asociado a factores genéticos como los polimorfismos
de un solo nucledtido (SNPs). El objetivo de este trabajo fue evaluar los SNPs G530A,
C357G, G1795A y G1181A como predictores de terneza en una poblacion de ganado
conformada por los grupos genéticos Bos taurus, Bos indicus y Bos tauros x Bos indicus.
Se obtuvieron noventa muestras de musculo longissimus dorsi. Se determinaron los
pardmetros de pH y color a las 24 h y 1 dia post-descongelacion, la terneza se determiné
como fuerza de corte de Warner-Bratzler a 1 dia post-descongelacion. La genotipificacion
de los SNPs se realiz6 por PCR-RFLP. Se utilizé un andlisis ANDEVA multifactorial para
analizar la relacién de pH y color con los grupos genéticos y tiempos de evaluacion,
mientras que la asociacion entre los SNPs y la terneza se determiné mediante un modelo
de efectos mixtos. Los resultados indicaron que el grupo genético no influyo sobre los
parametros de pH y color (p > 0.05); sin embargo, se identificé una diferencia significativa
de estos parametros con respecto al tiempo de evaluacion, atribuido principalmente al
método de conservacion que fue la congelacion. Por otro lado, se determiné que el factor
del grupo genético si influy6 sobre la terneza (p < 0.05). Para el SNP C530A se detectd
baja frecuencia del genotipo AA (11%), de forma similar para el SNP G1181A se obtuvo
baja frecuencia para el genotipo AA (33%), para los SNPs C357G y G1795A se
obtuvieron mayores frecuencias para los genotipos ancestrales CC (71.1%) y GG (20%),
respectivamente. En la poblacion analizada no se encontré una asociacién genotipica o
alélica entre los SNPs (p > 0.05) y la terneza, misma que si ha sido descrita para estas
subespecies en otras regiones a nivel mundial. Esto indica la necesidad de llevar a cabo
un andlisis de validacion de los SNPs de interés, para poder introducirlos de manera

favorable mediante programas de seleccion asistida por marcadores.

Palabras clave: SNPs, PCR-RFLP, bovino, calidad de la carne, terneza.
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ABSTRACT

Tenderness is an important characteristic for the marketing of beef; the degree of
tenderness is associated with genetic factors such as single nucleotide polymorphisms
(SNPs). The aim of this work was to evaluate SNPs G530A, C357G, G1795A and G1181A
as predictors of tenderness, in a population of cattle formed by the genetic groups Bos
taurus, Bos indicus and Bos tauros x Bos indicus. Ninety samples of longissimus dorsi
muscle were obtained. The pH and color parameters were determined at 24 h and 1 day
after defrosting, the tenderness was determined as the Warner-Bratzler shear force at 1
day after defrosting. Genotyping of SNPs was performed by PCR-RFLP. A multifactorial
ANOVA analysis was performed to analyze the relationship of pH and color with genetic
groups, while the association between SNPs and tenderness was determined by a mixed
effects model. The results indicated that the genetic group does not influence the
parameters of pH and color (p > 0.05); however, a significant difference in these
parameters was determined with respect to the evaluation time, mainly attributed to the
preservation method that was freezing. On the other hand, it was determined that the
genetic group factor had influence on the tenderness (p < 0.05). For SNP C530A low
frequency of genotype AA (11%) was detected, similarly for SNP G1181A low frequency
was obtained for genotype AA (33%), for SNPs C357G and G1795A higher frequencies
were obtained for ancestral genotypes CC (71.1%) and GG (20%), respectively. The
results established that there is no influence of these SNPs (P> 0.05) over the tenderness,
in addition, the evaluation of the interaction of the fixed factors between genetic groups
and SNP has no significance on the tenderness (p > 0.05) which concludes that SNPs are
not characteristic of any specific genetic group. This indicates the need to carry out a
validation analysis of the SNPs of interest, in order to be able to introduce them favorably

through marker-assisted selection programs.

Keywords: SNPs, PCR-RFLP, cattle, meat quality, tenderness
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INTRODUCCION

La calidad de la carne es de gran importancia para la industria carnica, principalmente
la de ganado vacuno, en la que el consumidor esta dispuesto a pagar mas por productos
de mayor calidad (Dekkers y Hospital, 2002; Shackelford et al., 2001). Existen diferencias
importantes en los rasgos de la calidad de la carne dentro de las diferentes clases de
ganado. En particular, diferencias en la textura entre animales de distintas clases son
parte importante para determinar las propiedades del musculo y el tejido conectivo,
también para el contenido y composicion de la grasa intramuscular (Marshall, 1999),
estos pardmetros son importantes para determinar la calidad de la carne. Se sabe que
varias de estas caracteristicas estan bajo el control de genes especificos, evidencia que
explica certeramente la existencia de una proporcion significativa de la variabilidad
fenotipica asociada a la calidad de la carne (Hocquette et al., 2007). Por lo que se ha
visto la necesidad de implementar métodos especificos para buscar, determinar y
garantizar la calidad de la carne. Los métodos mas recientemente empleados y cuya
especificidad los convierte en una de las mejores alternativas para este fin, son aquellos
en donde se emplean marcadores genéticos desarrollados en regiones especificas del
genoma de la especie de interés, los cuales se encuentran asociados a parametros
especificos de calidad (Gill et al., 2010). Esto ha dado lugar a la posibilidad de usarlos

para mejorar caracteristicas cuantitativas en la carne (Vries et al., 1998; Casas, 2006).

Por medio de estudios genéticos basados en marcadores moleculares, se han logrado
relacionar algunos SNP’s como G530A (calpaina), C357G (calpastatina), G1795A
(miopaladina) y G1181A (PPARGC1A) con el rasgo de terneza de la carne bovina. La
consideracion sobre la validacion de estos marcadores en las diferentes condiciones de
manejo es necesaria para asegurar la eficacia en su implementacién para la seleccién de
aguellos animales con las variantes genotipicas y alélicas favorables y/o desfavorables,
esta estrategia tiene un gran potencial para dirigir el mejoramiento genético de las razas
bovinas de carne en México y crear un mercado de la carne basado en las expectativas

de calidad del consumidor.
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CAPITULO 1: MARCO TEORICO

1.1 Importancia del sector carnico
La carne es el producto pecuario de mayor valor. Posee proteinas y aminoacidos,

minerales, grasas y &cidos grasos, vitaminas y otros componentes bioactivos, asi como
pequefias cantidades de carbohidratos. Desde el punto de vista nutricional, la importancia
de la carne deriva de sus proteinas de alta calidad, que contienen todos los aminoacidos
esenciales, asi como de sus minerales y vitaminas de elevada biodisponibilidad (FAO,
2019).

El consumo de carne en el mundo desarrollado no ha registrado importantes
variaciones, mientras que el consumo anual per cépita de carne en los paises en
desarrollo se ha duplicado desde 1980. El crecimiento demogréfico y el incremento de
los ingresos, junto con los cambios en las preferencias alimentarias, han producido un

aumento de la demanda de productos pecuarios (FAO, 2019).

La produccién mundial de carne para el 2019 se prevé que se sitle alrededor de los
337 millones de toneladas, ligeramente inferior al nivel de 2018. Las perspectivas
actuales apuntan a un avance constante de la produccién de carne de bovino. Los
prondsticos indican que el comercio mundial de carne y productos carnicos supere las 35
millones de toneladas en 2019 (FAO, 2019). La produccion de carne de bovino
continuara liderada por Brasil, EE UU, UE y China, con previsiones de que China, India
y América del Sur (México, Brasil, Argentina) aumenten todavia mas su capacidad
productiva hasta 2022. Por el contrario, tanto EE UU., como la UE, disminuiran su
productividad hasta 2020 (Jarefio, 2018).

La tendencia actual sefiala un aumento de precios a la produccién en la mayoria de
los paises, con un indice mundial de precios constantes de forma decreciente, sobre todo
en los mercados de mayor tamafio. China toma especial relevancia, pues ha reconocido
no tener suficiente con las importaciones actuales para satisfacer su demanda y esta

apostando por abrir su mercado y sus accesos a otros paises (Jarefio, 2018).

[13]



El panorama mundial actual deja claro que el desarrollo de nuevas estrategias para
la produccion, distribucion y comercializacion de la carne bovina representa un desafio

importante para el mantenimiento y crecimiento del sector carnico.

1.2 Comportamiento actual del sector carnico bovino nacional
México es un pais con gran vocacion ganadera; sus regiones agroecoldgicas han

sostenido desde su comienzo, un grupo considerable de razas bovinas especializadas
para producir basicamente leche y carne. En un estudio de diversidad zoogenética en
México, (FAO-SAGARPA, 2012) indica que, en México el nimero de razas bovinas es
considerable, identificando a 47 razas criollas y nativas debido a que aun en décadas
recientes, han existido programas que incentivan la introduccién de nuevas razas como
estrategia para hacer mas rentables los sistemas de produccion nacionales (Parra et al.,
2011; Ramirez et al., 2014).

La ganaderia bovina productora de carne en México ha experimentado crecimiento
sostenido que es explicado en funcién del aumento en la demanda de carnicos. Derivado
del incremento en las exportaciones y la disminucion de las importaciones, la balanza
comercial mexicana de carne de bovino pasd de un amplio déficit en 2007 a un saldo
superavitario en 2016, de 52 mil toneladas (FIRA, 2017).

En diciembre de 2018, la produccion nacional de carne de bovino fue de 179 mil 910
toneladas, con un acumulado de enero a diciembre de un millon 980 mil 205 toneladas,
2.8% mas en comparacion con mismo periodo del afio anterior. En el Gltimo mes del afio,
la produccién mensual del carnico en la regidn sursureste gener6 26.0% del total en el
pais; en dicha region destacan los estados de Veracruz con 44.6% y Chiapas (20.8%).
Cabe destacar que Veracruz se situ6 en el primer lugar de produccién a nivel nacional
generando un total de 257,935 mil toneladas de enero a diciembre de 2018 (SIAP, 2019).

Las perspectivas Agricolas OCDE-FAO 2016-2025, proyectan que de 2017 a 2025 la
produccion de carne de bovino en México crecera a una tasa promedio anual de 1.5%.
Para el mismo periodo, la expectativa de crecimiento para el consumo es de 1.3% anual.
En cuanto a la participacion de México en el comercio internacional, se estima que las
exportaciones se incrementen a una tasa promedio anual del 2.2%, mientras las

importaciones lo hagan a una tasa del 0.6% (FIRA, 2017).
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1.3 Calidad de la carne
La calidad de la carne es una combinacién adecuada de los atributos de terneza,

jugosidad, sabor y color; en la actualidad, la industria de alimentos paga mas por cortes
de carne de alta calidad que aseguren, de esta manera, la satisfacciéon del consumidor
(Vasquez et al., 2007). Los factores que determinan la calidad de la carne estan
representados por el valor nutricional, las condiciones higiénico-sanitarias y las

caracteristicas organolépticas o sensoriales (Huerta, 2000; Vasquez et al., 2002).

Valor nutricional: La carne roja contribuye a una dieta saludable por su contenido y

concentracion de nutrientes esenciales (Williamson et al., 2005; McNeill y Van Elswyk,
2012). Hoy se considera que la carne es una “canasta” de nutrientes indispensables para
la nutricion 6ptima y la salud preventiva (Cabrera et al., 2010). La valorizaciéon a nivel
comercial de la carne bovina esta estrechamente ligada a su valor nutricional y funcional

y a su importancia en la dieta.

Condiciones higiénico sanitarias: La carne de 6ptima calidad se obtiene en procesos

que aplican las Buenas Practicas a lo largo de toda la cadena de produccion, con
operaciones disefiadas para evitar que este alimento se contamine con sustancias o

agentes indeseables, como son los agentes biologicos (Ray, 2010).

Caracteristicas sensoriales de la carne: La combinacién adecuada de los atributos de

terneza, jugosidad, sabor y color estan influenciados por varios factores como la especie,
la raza y edad del animal, el manejo ante-mortem del mismo, los procesos de cosecha,
el manejo de las canales durante el almacenamiento post-mortem, las caracteristicas
intrinsecas del musculo y tejido conectivo, la intensidad de protedlisis post-mortem en las

células musculares y la temperatura de coccién de la carne (Pearson y Dutson, 1994).

1.4 Terneza
La terneza de la carne describe principalmente la fuerza requerida para romper una

muestra de carne, siendo generalmente mas deseable la carne mas tierna. Los factores
que influyen en la terneza son cruciales para determinar la palatabilidad general, por lo
gue actualmente se esta llevando a cabo una extensa investigacion en torno a estos en

todo el mundo (Watanabe et al., 1996; Hopkins y Thompson, 2002).
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Una forma de medir la terneza es la apreciacion subjetiva del consumidor o panelista
capacitado quien asigna un puntaje para valorizar la terneza; sin embargo, el tejido
conectivo y la cantidad de grasa intramuscular pueden influir en la puntuacion. Una
medida objetiva de la terneza es la fuerza requerida para cortar una pieza de carne, esta
medicion busca estandarizar los valores de corte deseables (Hopkins et al., 2006). De los
rasgos de calidad de la carne, la terneza se ve afectada por los factores de produccion y
procesamiento (Young et al., 2005).

1.4.1 Factores que influyen en la terneza

1.4.1.1 Tipo de musculo
Los musculos tienen una composicion particular en cuanto a tipos, cantidad de
fiboras musculares y de tejido conectivo, que a su vez pueden variar

considerablemente en las distintas regiones del mismo (Totland et al., 1988).

Existen pocos estudios en donde han evaluado la terneza a través del tejido
conectivo intramuscular, constituido en su mayor parte por fibras que contienen
colageno de tipo | y lll. Estas fibras coldgenas son de suma importancia, ya que un
elevado contenido de las mismas afecta tanto a la terneza como también al valor
biolégico de la proteina carnica (Bosselmann et al., 1995). El contenido de colageno
depende del musculo y del animal (raza, sexo, etcétera) mientras que el estado de

las miofibrillas varia también por las condiciones post-mortem (Garriz, 2001).

1.4.1.2 Factores pre- matanza
Edad: En general, el aumento de la edad se correlaciona con la disminucién de la

terneza, la edad afecta principalmente la solubilidad del colageno, se conoce que los
animales jovenes producen carne con mayor terneza debido a que tienen mayor
proporcion de colageno soluble, el cual es destruido durante el proceso de coccion,
en contraste, los animales maduros tienen mayor cantidad de colageno insoluble que

hace disminuir asi la suavidad de la carne (Dufour et al., 1996).
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Sexo: Varios autores han reportado que la concentracion de colageno total suele
ser mas alta en los animales enteros (toros) que en novillos o vaquillas de la misma
edad (Huerta y Rios, 1993). Por otro lado, Cross et al., (1984) lo atribuyen a la mayor
complejidad del tejido conectivo y a la mayor concentracién de testosterona en el
animal sin castrar. Las hembras presentan menor cantidad de fibras que contienen
coldgeno de tipo | y Ill estos hallazgos coinciden con trabajos que indican una
diferencia significativa en el contenido relativo de colageno en la carne, cuando
pertenecen a diferentes sexos de una misma edad. Ademas, las hembras presentan

una carne mas tierna que los machos en edades similares (Blanco, 2004).

Alimentacién: En cuanto al tipo de alimentacion se ha comprobado ampliamente
que al incrementar el nivel energético de la dieta (granos) se obtiene una mayor
ganancia de peso, mayor estado de engrasamiento y menor edad para la faena; que
seguramente determinara mayor terneza (Blanco, 2004). Investigaciones realizadas
comparan bovinos alimentados a base de pasto, pasto con suplementacion con
grano, o s6lo con grano. De las mismas se desprende que las caracteristicas
favorables de la alimentacidbn en base a granos de alto contenido energético,
obedecen en parte, a un mayor engrasamiento de la res y de la carne. Por eso, los
animales producidos a base de forrajes presentan reses con menos marmoleo, de
color muscular mas oscuro y rinden carnes menos firmes, de textura mas asperay
menos tiernas que los animales producidos a base de granos (Huerta et al., 1997).
Un alto plano nutricional y un rapido crecimiento provocan un alto indice de sintesis
de colageno. El nuevo colageno sintetizado diluye el antiguo colageno estable al
calor, haciéndolo en promedio mas inestable, resultando de esta forma un musculo

con mayor terneza (Monteiro y Peluff, 2001).

Genética: Algunas estimaciones indican que el efecto aditivo o genético controla
el 30% de la variacion de terneza y el 70% restante puede verse afectado por factores
ambientales no aditivos. Riley et al. (1986), Crouse et al. (1989) sostienen que el
ganado Bos indicus tiene carne menos tierna que el ganado Bos taurus, esto tendria
gue ver con el proceso de protedlisis del musculo. Este proceso enzimatico se le ha
atribuido a unas proteasas, denominadas calpainas que inciden en el ablandamiento

de la carne post-mortem. Un inhibidor enzimatico de las calpainas, denominado
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calpastatina, también juega un papel fundamental en este proceso (Koohmaraie et
al., 1991; Koohmaraie, 1992), terneza y actividad de calpastatina son caracteristicas
de heredabilidad moderada a alta (Koch et al., 1982). Wheeler et al. (1994), sostienen
que los animales Bos indicus presentan niveles inferiores de marmoleo (grasa
intramuscular) que los animales Bos taurus y esa seria una de las razones de la

dureza de la carne del ganado cebuino.

La variabilidad de la terneza dentro de las razas es importante y se ha demostrado
que ciertas lineas del ganado Bos indicus muestran carnes satisfactoriamente
blandas. Entre los Bos taurus estas diferencias se producen de acuerdo con la
precocidad de las mismas; las razas mas tardias tienen mayor desarrollo muscular y

limitado desarrollo del tejido graso (Blanco, 2004).

El hecho de que la terneza aumente con el desarrollo muscular es una cuestiéon
aun no claramente establecida, hay diferencias entre los investigadores europeos y
los norteamericanos. Los primeros sostienen la teoria de que a medida que una raza
tiene mayor desarrollo muscular, la terneza de su carne aumenta, esto estaria
explicado por una relacion inversa entre el primer factor y el tenor de colageno. La
tasa de grasa intramuscular y el tenor de colageno difieren entre razas, éstos
aspectos podrian contribuir a explicar alguna variacion racial en la terneza (Blanco,
2004).

Efectos de manejo: El ganado pasa por una serie de fases en su camino de una
granja a un matadero. Comunmente, estas fases incluyen 1) ayuno, 2) traslado y 3)
recepcion en el matadero. Todos los animales faenados pasan tiempo en reposo en
los mataderos, este periodo varia segun el procesador y el orden de matanza, ante
esta situacion los animales enfrentan situaciones estresantes lo cual alterara el
metabolismo dependiendo del tipo de estrés (Ferguson y Warner, 2008). Esto puede
llevar a un agotamiento significativo de glucégeno muscular (Warriss, 1990), y si el
nivel cae a 45 - 57 mmol/kg, entonces no se alcanzara un pH final "normal” cuando
el animal es faeneado (Tarrant, 1989). Esto conducird a aumentos en la dureza

especificamente en un pH de 6.0 (Purchas et al., 1999).
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En los cerdos, se ha demostrado que el uso de golpes eléctricos y otros factores,
como la densidad de poblacion, tienen un impacto en el pH de la carne y, a menudo,
esto causara un aumento de las tasas de glucélisis (Brandt y Aaslyng, 2015), lo que
potencialmente conduce a un aumento de la desnaturalizacion proteica y
ablandamiento reducido. Jacob et al. (2005) informaron un impacto minimo en la
terneza de carne de ovino, cuando estas se mantuvieron en reposos en el corral
durante 48 h. Sin embargo, en un estudio con ovinos adultos mantenidos en el corral
de un matadero, Toohey y Hopkins (2006), mostraron que habia una interaccion
significativa entre el tiempo de reposo y la estimulacion eléctrica, de modo que la
carne no estimulada era mas dura en los animales retenidos en corral durante 2 dias
en comparacion con los retenidos durante 1 dia. En balance, parece que el efecto del
pH elevado debido a factores previos a la matanza tiene un impacto importante en el

ganado, y la terneza de la carne obtenida de este.

1.4.1.3 Factores post- matanza
La composicion del musculo, en donde las cantidades y el tipo de tejido conectivo
son constantes, puede haber diferencias considerables en la terneza causada por las
circunstancias posteriores a la matanza, el mas inmediato de estos es la glucdlisis

post- mortem.

Glucadlisis post - mortem: Una vez realizada la matanza y desangrado un animal
finaliza el flujo de oxigeno al musculo, siendo la poca cantidad remanente en estos
tejidos rapidamente consumido (Belitz y Grosch, 1985). Bajo estas condiciones
anaerobias el ciclo de Krebs se encuentra detenido. La necesidad de energia lleva a
las células a consumir el ATP existente con rapidez, y a reponer el mismo usando
ahora la via glicolitica anaerobia. En este proceso por cada molécula de glucosa se
generan dos moléculas de ATP y dos moléculas de piruvato (Chacon, 2004).
Posteriormente, la enzima denominada lactato deshidrogenasa cataliza una reaccion
que integra un hidrégeno a la molécula de piruvato generando acido lactico. La
generacion del ATP por esta via continda hasta el agotamiento del glucégeno. A

medida que se alcanza este punto, se va presentando un descenso en el pH muscular
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a consecuencia de la acumulacion de &cido lactico, llegadndose hasta valores

aproximados de 6.5 o inclusive por debajo de 5.8 (Belitz y Grosch.1985).

La contraccion y relajacion muscular requieren del ATP como fuente energética.
Antes de que una molécula de miosina pueda liberarse de la actina durante la
contraccion del sarcomero, es requerido el ATP. Al agotarse el ATP, la miosina se
mantiene adherida a la actina aun si el masculo esta tratando de relajarse (Chacon,
2004). Como consecuencia al agotarse el ATP producido por la glicélisis anaerobia
el musculo se endurece notablemente, estado que se denomina rigor mortis y que se
alcanza entre las 10 y 24 horas posteriores a la muerte (Belitz y Grosch.1985). La
caida del pH tiene influencia directa en la capacidad de retencién del agua del
musculo la cual es menor a bajos pH. Este descenso también altera las interacciones
entre las proteinas miofibrilares afectando la fragmentaciéon de las mismas y por ende
la dureza final (Chacoén, 2004).

Estimulacion eléctrica. Se ha demostrado que su empleo minimiza el
“acortamiento por frio” y mejora la terneza de la carne. Este efecto se debe a un
rompimiento de la miofibrillas y membranas mediante la descarga eléctrica, lo que
provoca la liberacion temprana de las enzimas dependientes de calcio
(calpastatinas/calpainas) (Tornberg, 1996). La estimulacion eléctrica acelera la
glucdlisis post mortem y la puesta del rigor mortis, y ha sido adoptado en el proceso
de la matanza, como un método eficaz para mejorar la terneza (Geesink et al., 1994).
Sin embargo, Hertog et al. (1997), concluyeron que el efecto de la estimulacion
eléctrica tiene un efecto negativo sobre la capacidad de retencibn de agua y
desnaturalizacion de las proteinas sarcoplasmicas. El tiempo de aplicacion debe ser
de 1 minuto, controlando el amperaje (0.5 a 1 A) y 100 volts, por el riesgo que

conllevan los altos voltajes en el punto de aplicacién (sangrado).

Enfriamiento de las canales. La relacion de tiempo/temperatura durante el
enfriamiento de las canales de bovino, tiene un fuerte efecto sobre la terneza de la
carne, una mala practica produce “acortamiento por frio” (Tornberg, 1996). La
severidad del enfriamiento, esta relacionado con el tamafio de la canal y la falta de

grasa de cobertura (canales magras), y varian en amplios rangos, dependiendo de la
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carga y condiciones de la cAmara de refrigeracion (velocidad de aire, temperatura y
humedad relativa) (Greer y Jones, 1997).

Maduracién: La carne lista para el consumo se obtiene después de un cierto
tiempo de almacenamiento en refrigeracion (0 - 5 °C), tras el cual la carne resulta
mas tierna y jugosa (Carballo y Lopez, 1991). Para una maduracion correcta es
importante que exista una adecuada acidificacion de la carne (pH de 5.4 a 5.8). Los
mayores problemas durante la maduracion consisten en el espacio de refrigeracion
requerido y en la apreciable pérdida de peso que tiene lugar a menudo (Pearson,
1986).

Se acepta, generalmente, que existe una protedlisis del tejido conectivo y de las
fiboras musculares durante la maduracion debido a la presencia de proteinasas
endogenas del musculo. También la proliferacion microbiana puede contribuir con
enzimas exdgenas a la hidrolisis de diferentes proteinas de la carne. Mediante
microscopia electrénica de transmision se ha observado una evidente ruptura de la
linea Z en la carne madurada. Se piensa que estas enzimas juegan un papel
fundamental; sin embargo, el grado de protedlisis ha sido menor del que cabria
esperar por el incremento de terneza observado, pero incluso menores cambios en
la estructura de las proteinas pueden causar mayores alteraciones en sus

propiedades fisicas (Onega, 2003).

Algunos autores han discutido la estructura y funcién del colageno y su
comportamiento durante la maduracion. Sugieren que la cantidad de enlaces inter- e
intramoleculares pueden alterar las propiedades del muasculo, especialmente la
terneza. Se sabe que ciertas enzimas hidrolizan el coldgeno y podrian jugar un papel
importante alterando las propiedades del tejido conectivo durante la maduracion
(Onega, 2003).

Tenderizado (enzimas no carnicas y mecanico). Es un método para mejorar la
calidad de la carne, aunque con este proceso puede llegarse a transformar la carne
fresca en procesada. El uso de enzimas organicas como la papaina, bromelina y
ficina (marinadores) producen ablandamiento de la carne y mejoran la terneza. Por

otro lado, en el mercado de la industria carnica existen equipos tenderizadores que
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permiten romper mecanicamente las fibras musculares y proveer “terneza mecanica”
0 sensacion organoléptica de terneza y jugosidad de la carne. Este proceso puede
ser utilizado sobre todo hacia el centro y sur del pais donde se acostumbra adelgazar

la chuleta o filetear la carne de res y cocinarlo lentamente en jugo (Martinez, 2012).

1.4.2 Estrategias genéticas para el mejoramiento de la terneza
El desarrollo de la biotecnologia genémica ha sido promovido como una realidad

necesaria en México, dentro de cuyos objetivos se encuentra el desarrollo,
establecimiento e implementacién de técnicas y métodos moleculares en beneficio de los
sistemas pecuarios del pais, como el de produccién de carne que aunque con un
crecimiento de 2.3% anual (Torres, 2011) que requiere de fomento para el mejoramiento

de los hatos ganaderos.
Marcadores genéticos

Son regiones especificas del ADN donde se ha encontrado variacion que se asocia
positiva 0 negativamente con un rasgo de interés (Sifuentes y Parra, 2011). Los
marcadores pueden o no estar dentro del gen, lo que los convierte en una herramienta
disponible para la cria animal (Casas, 2002). Actualmente, se cuenta con marcadores de
relativa facilidad de implementacién y muy informativos como los microsatélites (STRs
por sus siglas en inglés) y los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), entre otros
(Casas, 2002; Garrick y Johnson, 2003).

En el andlisis genético de caracteres cuantitativos, existen dos tipos de marcadores
genéticos con informacién polimoérfica que pueden ser usados para fomentar los
programas de mejora genética en animales, los marcadores genéticos, aparentemente
no funcionales ligados a QTLs conocidos como marcadores indirectos de tipo Il, y las
mutaciones causales o marcadores directos tipo Il (O"Brien et al., 1999; Dekkers y
Hospital, 2002).

e Marcadores de tipo Il microsatélites hipervariables (también Illamados

repeticiones cortas en tandem, short tandem repeats, STRs), son altamente

informativos en evaluaciones de pedigri, forenses y de poblacién, debido a que
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existen cerca de 100,000 STRs distribuidos aleatoriamente a lo largo del
genoma de los mamiferos, ya que incluyen mdultiples alelos en si mismos
(O"Brien et al.,, 1999), estos marcadores han sido llamados indirectos o
ligados, debido a que su ubicacion ofrece s6lo informacion indirecta sobre el

efecto de un gen (Van der Werf y Kinghorn, 2000).

Marcadores de tipo lll, son polimorfismos comunes, dialélicos, de un solo

nucleodtido (SNPs) dentro de las regiones codificantes (exones), 0 mas
frecuentemente en intrones, regiones intragénicas no codificantes. Los SNPs,
ocurren una vez cada 500 a 1000 pares de bases en el genoma humano,
totalizando un estimado de 3 millones de SNPs en humanos y mamiferos de
diversidad genética comparable (O"Brien et al., 1999). Son Illamados
mutaciones puntuales o funcionales cuando se asocian a algun caracter de
interés (Dekkers y Hospital, 2002). Estas variantes, pueden consistir en
transiciones (cambios de purina por purina o pirimidina por pirimidina) o
transversiones (cambios de purina por pirimidina y viceversa), con una
probabilidad mas alta de ocurrencia en las transversiones (Vignal et al., 2002).
Actualmente, al ser verificada su asociacion son llamadas Nucledtidos de
Caracteristicas Cuantitativas (QTN, por sus siglas en inglés) (Allan y Smith,
2008).

La transmisién de un marcador genético del padre a su cria puede ofrecer informacion

sobre la herencia de una region del cromosoma que rodea al marcador, y que puede

abarcar algun QTL o QTN. El conocimiento de la transmision del marcador puede proveer

informacion sobre la probabilidad del mérito genético de las crias (Garrick y Johnson,

2003). Y aunque, la seleccién de los animales puede basarse solamente en informacién

de los marcadores genéticos, la informacion del marcador puede omitir el efecto de otros

genes, que igualmente pueden afectar la caracteristica de interés. Por lo tanto, una

seleccién 6ptima debe considerar el efecto poligénico, mas que de un solo QTL y estar

basada en informacion del fenotipo del animal. El tipo de seleccion que se apoya con

informacion de los marcadores genéticos es llamada seleccion asistida por marcadores

moleculares (MAS, por sus siglas en inglés; Van der Werf y Kinghorn, 2000).
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Uso de los marcadores moleculares en la ganaderia

La caracterizacion genomica por medio de los marcadores genéticos tiene como
principal fin la identificacion de la variacion o variabilidad de las poblaciones. En este
sentido, la disponibilidad de marcadores genéticos de diferente naturaleza pueden
avocarse al estudio de las poblaciones ganaderas locales con dos propdsitos
primordiales, 1) Realizar estudios de diversidad, identificando la variabilidad inter e intra
poblacional, con la ventaja adicional de consolidar un panel de marcadores (por ejemplo
microsatélites) para sostener estudios de identidad o asignacion/verificacion de
paternidad y maternidad; y 2) Cuantificar frecuencias genotipicas y alélicas en regiones
gendmicas y/o genes (por ejemplo genes candidatos) que estdn o eventualmente
pudieran estar asociados con caracteristicas fenotipicas de interés comercial que
justifiqguen su implementacioén a través de la inicialmente llamada, seleccion asistida por
marcadores (SAM) y que alternativamente puede ser llamada como manejo asistido por
marcadores (MAM) debido a las limitantes que conlleva su utilizacion como Unica

herramienta de seleccién (Allan y Smith, 2008).

La seleccion asistida por marcadores moleculares (SAM) es el proceso de usar los
marcadores genéticos para asistir la seleccion de los progenitores de las siguientes
generaciones en un programa de mejoramiento genético (Van Eeneennam, 2006). Es
importante considerar que este procedimiento tiene mayor potencial para caracteristicas
con baja heredabilidad (caracteristicas en las que la medicion individual es predictor
inexacto debido a la alta influencia ambiental), dificiles o caras de medir, que no son
seleccionadas debido a que rutinariamente no son medidas (caracteristicas de la canal
como suavidad), y que son caracteristicas correlacionadas con otras que no se quieren

mejorar (Van Eenennaam, 2006).

La SAM tiene como finalidad complementar los programas de mejoramiento genético
basados en la estimacion de valores genéticos, DEPs (Diferencias esperadas en la
progenie) de tal forma que la informacion molecular es incluida en el proceso de
estimacion de valores genéticos (Allan y Smith, 2008). Sin embargo, la falta de

informacion sobre marcadores que expliquen significativamente la mayor proporcion de
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variabilidad genética sobre caracteristicas de interés (sometidas a evaluaciones
genéticas y estimacion de DEPSs) ha limitado su implementacion (Dekkers, 2004).

La implementacion de la SAM y el MAM posee ventajas relativas, en los siguientes
afos el conocimiento que pueda generarse con los estudios de asociacion de genoma
completo mediante la genotipificacion masiva por medio de arreglos de miles de SNPs
demostrara el verdadero potencial de la SAM y el MAM, una vez que el genoma sea
caracterizado y sean identificadas mas variaciones que significativamente afecten el
fenotipo (Allan y Smith, 2008).

En México, el efecto en la implementacién de marcadores genéticos, es hasta ahora
limitado. Sin embargo, se conoce al menos la frecuencia en la que las variantes
favorables se presentan en algunas poblaciones y razas bovinas, lo que ayuda a inferir
las ventajas de contar con esta informacion. Los genes con SNPs que han sido
estudiados y reportados durante la ultima década son Miostatina, Calpaina, Tiroglobulina
e IGF-I (Parra et al.,, 2011). Sin embargo, existen muchos otros genes con posible
asociacion e influencia sobre caracteristicas de relevancia, como la terneza, que buscan

el incremento de la calidad de la carne.

1.4.3 Genes asociados a terneza

1.4.3.1 Gen de Calpaina
Las calpainas constituyen una amplia familia de proteinasas intracelulares citosolicas

dependientes de calcio, cisteinas especificas y presentes en muchas isoformas, las
cuales se encuentran ampliamente distribuidas en todos los tejidos y muestran una
actividad regulada a valores de pH fisiol6gico (Sorimachi et al., 1997; Suzuki et al., 1998;
Ono et al., 1998). En mamiferos se encuentran omnipresentes en todos los tejidos, siendo

sus caracteristicas generales variables segun la especie y ubicacion.

Dentro de este grupo de proteinas se han identificado dos isoformas asociadas a la
terneza de la carne, m-Calpaina y p-Calpaina, ya que éstas actlan durante la maduracion
post morten de la carne (Morgan et al., 1991; Koohmaire, 1992; Soria et al., 2004). Estas

isoformas difieren en cuanto a la cantidad de calcio que requieren para actuar, mientras
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que la p-Calpaina requiere una concentracion de calcio micromolar, la m-Calpaina actta
a concentraciones milimolares (Suzuki et al., 1998). Ambas calpainas son proenzimas no
activas, que se autolisan produciendo proteinas activas en presencia de calcio. Ambas
degradan la mayoria de las proteinas miofibrilares, mostrando su actividad durante los
primeros 7 a 10 dias post morten a 2-4°C (Goll et al., 2003). Sin embargo, aunque ambas
isoformas son muy parecidas, varios autores sefialan a la calpaina | (iu-calpaina) como la
principal enzima involucrada en la terneza de la carne debido a las concentraciones de

calcio a las cuales se activa (Kroohmaraie, 1994; lllian et al., 2001; Houbak et al., 2008).

En bovinos, el gen de calpaina esta localizado en el cromosoma 29, estructuralmente,
tiene 30 kb, contiene 22 exones y 21 intrones (Page et al., 2002). Se han logrado
identificar mas de 100 polimorfismos de nucledtidos en este gen en Bos taurus y
recientemente en Bos indicus (Smith et al., 2000; Page et al., 2002; Juszczcuk et al.,
2008). Sin embargo, se ha demostrado que de todos estos polimorfismos, so6lo 5 de ellos
estan asociados a caracteristicas de calidad de la carne (Page et al., 2002). De los cinco
marcadores se ha reportado que dos de ellos C316 y C530, presentan mayor influencia
en la terneza de la carne ya que estos estan situados en exones lo cual afecta la
funcionalidad de la proteina. Por otro lado, se han realizado estudios para destacar la
posible relacion que estos marcadores pudieran tener con la subespecie bovina y se
encontré que el marcador C-530, que provoca un cambio de adenosina por guanina en
la posicion 530 (GTC/ATC) dando como consecuencia el cambio de aminoéacido; de

valina por isoleucina, es el que aparenta tener mayor influencia (Page et al., 2002).

De acuerdo a los resultados obtenidos por diferentes autores, se ha demostrado que
el genotipo esta altamente relacionado con la raza, en muchos de los estudios realizados
el genotipo més frecuente fue el normal; sin embargo, se comprobé que en aquellos
animales que mostraron la presencia del SNP estudiado, los valores de terneza de la
carne producida eran mayores en comparacion con aquellos que no mostraron el SNP
(White et al., 2005; Gill et al., 2009; Frylinck et al., 2009).
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1.4.3.2. Gen PPARGCI1A (Coactivador 1 alfa de receptores activados por
proliferadores de peroxisomas gamma)

El estudio del gen PARGC1A lo propone como uno de los reguladores centrales de la
adipogénesis. Este gen puede regular la diferenciacion adipogénica resultando en un
incremento en el contenido de grasa intramuscular, este hecho sugiere que la activacion
del gen PPARGCI1A puede tener una fuerte relacion con la terneza de la carne, ademas
se le atribuye gran responsabilidad en el metabolismo de energia, glucosa y grasa lo cual
también lo sefiala como responsable del contenido de grasa en la leche obtenida de los
bovinos (Tiande et al., 2014).

El presente gen se encuentra en el cromosoma 6 del genoma bovino, esta organizado
en 13 exones comprendidos en 6.261 pb y es expresado en diferentes niveles en un gran
namero de tejidos. Tiene una similitud del 92 - 95% en su secuencia proteica con respecto
a la secuencia del humano, el raton y la rata, ademas esta implicado en el desarrollo de
la obesidad. En los bovinos esta implicado en la sintesis de grasa de la leche y se le
asocia con el metabolismo durante la lactancia. Y en el humano se relaciona con las
concentraciones de insulina (Weikard et al., 2005). De acuerdo con la secuenciacion que
se harealizado de este gen, existen 11 polimorfismos comprendidos tanto en las regiones
codificantes como en los promotores del gen, estos estudios se llevaron a cabo en
paneles multirraciales de bovinos, sugiriendo que los polimorfismos hallados pueden
tener un rol importante en el contenido de grasa tanto en leche como en musculo
(Weikard et al., 2005).

En el estudio realizado por Weikard et al. (2005), se mapeo completo el gen PPARC1A
encontrandose los polimorfismos anteriores, estos polimorfismos fueron estudiados en
una poblacién de ganado Holstein. Soria et al. (2009) quien estudié dos polimorfismos
mas situados en el exdn numero 8, una transicion G/A (en la posicion 1181) y una
transversion A/T (en la posicion 1299). El polimorfismo 1181 corresponde a una
sustituciéon no conservativa (AGT/AAT) que causa la sustitucion del aminoacido serina
por asparagina en la posicion 364 de la proteina resultante. La frecuencia en particular
encontrada de este polimorfismo fue relacionada con el ganado Bos indicus,

estableciéndolo como un posible marcador exclusivo de esta raza, justificando asi las
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importantes diferencias en cuanto a la composicion de la carne proveniente de esta

subespecie en comparacion con la del ganado Bos taurus.

1.4.3.3. Gen de Miopaladina (MYPN)

El gen de la MYPN en la subespecie Bos taurus esta ubicado en el cromosoma 28,
con una longitud de 88,151 pb. En €l se encuentra la codificacion para la proteina del
mismo nombre cuyo mRNA est& conformado por 5,257 nucleétidos, la miopaladina tiene
multiples funciones en los ensambles de proteinas de la linea Z y la banda | (Bang et al.,
2001; McElhinny et al., 2003). Estas interacciones proporcionan un mecanismo para unir
con precision todos los sistemas conocidos de filamentos en la linea Z. Por otro lado, el
gen de MYPN se une a la repeticién de proteina anquirina cardiaca (CARP), un regulador
de la transcripcion involucrado en el control de la expresion en musculo (Bang et al., 2001;
Mestroni, 2009). La sobreexpresion de la regién de union de la repeticion de la proteina
CARP de miopaladina podria provocar interrupcion severa de los componentes
sarcoméricos. Esto sugiere que la organizacion miofibrilar esta relacionada con la
expresion génica en musculo a través de la interaccion de miopaladina con CARP (Bang
et al., 2001; Knoll et al., 2002). Por lo anterior los SNPs de este gen parecen ser buenos
candidatos para ser empleados como marcadores moleculares para caracteristicas de

calidad de la carne en bovino.

Hasta el momento el mayor conocimiento de la accién del gen de la MYPN en lo que
en términos de calidad de la carne se refiere, esta limitado a los estudios realizados por
Jiao et al. (2010), al encontrar el SNP A1795G traducido hasta ahora como una mutacion
sindbnima del aminodacido serina, detectada por la accion de la Tagl en el sitio de
restriccion (TMCGA) y la cual ha sido asociada a ciertas caracteristicas fenotipicas como

son el area del ojo del lomo y la capacidad de retencion del agua.

Los fragmentos de restriccion encontrados involucran a tres genotipos de “mutacién
A>G” dos genotipos homocigotos AA y GG y un genotipo heterocigoto AG. En el estudio
previo de Jiao et al. (2010), reportaron las frecuencias alélicas para la base nitrogenada

A gue van de 0.3977 hasta 0.7358 y las frecuencias alélicas para G desde 0.2642 a 0.602.
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Estas frecuencias alélicas deben ser tomadas en consideracion ya que la baja frecuencia
alélica de G pareciera estar relacionada con las caracteristicas fenotipicas manifiestas y

con la calidad de la carne en ganado, asi como también lo ha sido en cerdos.

A pesar de que hasta la fecha no se dispone de mayor informacion sobre el
polimorfismo del gen MYPN en bovinos, si no exclusivamente a lo reportado por Jiao et
al. (2010), puede asumirse que en base a las importantes funciones de la proteina
miopaldina en el mantenimiento de la integridad estructural y funcionabilidad del
sarcomero, el gen MYPN resulta ser un atractivo candidato como marcador molecular a
través de SNPs situados en él, para caracteristicas de calidad de carne en bovinos, asi
como ha sido reportado en el caso del gen calpaina y los diferentes polimorfismos
estudiados en €l (White et al., 2005).

1.4.3.4. Gen de Calpastatina (CAST)

La calpastatina es una enzima inhibidora de las calpainas, principales enzimas
proteoliticas del musculo esquelético. Esta codificada por el gen CAST, a partir del cual
se pueden expresar cuatro isoformas proteicas diferentes debido a la existencia de cuatro
promotores distintos (Motter et al., 2009).

La calpastatina aislada de musculo esquelético de bovino tiene 706 aminoacidos
(Killefer y Koohmaraie, 1994) y esté organizada en cuatro dominios (I a V) formados por
secuencias repetidas de 140 aminoacidos, entre los cuales existe una homologia del 23
al 36%. Cada dominio contiene tres subdominios (A, By C), a través de los cuales se une
a las calpainas. El subdominio B posee alta homologia entre especies y es esencial para
la actividad inhibidora (Goll et al., 2003). Se ha demostrado que el tetrapétido Glul0,
Leull, Glyl2, Lys13 del subdominio IB de calpastatina forma un loop que es esencial
para la union a la p-calpaina (Pfizer et al., 2008).

Diversos estudios cinéticos han demostrado que la calpastatina es un inhibidor
competitivo de dos proteasas dependientes de Ca?*, la y-calpaina y la m-calpaina (Eimori

et al., 1988). En presencia de Ca?* una molécula de calpastatina puede inhibir hasta
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cuatro moléculas de calpaina (Cong et al., 1998). Muchos trabajos coinciden en que la
concentracion de calpastatina al momento de la muerte del animal es uno de los factores
gue afecta la calidad de la carne. Si al momento de la matanza los niveles de calpastatina

son altos, la carne sera menos tierna (Sensky et al., 2001).

La magnitud de la protedlisis post-mortem determina la terneza de la carne (Geesink
y Koohmaraie, 1999) y este proceso también esta asociado a la raza del animal. La carne
de animales Bos indicus generalmente posee menor terneza que la obtenida de animales
de razas Bos taurus (Shackelford et al., 1995). Por otro lado, a medida que aumenta la
proporcion de genética de origen indico en un animal disminuye la terneza de la carne,
lo que se relaciona con mayor actividad de calpastatina y menor actividad de u-calpaina
(Pringle et al., 1997). Esta evidencia de efectos genéticos entre razas se aplica también
a la variacion intrarracial y puede ser justificado por diferencias a nivel molecular (en el
ADN).

La existencia de varios polimorfismos en diferentes regiones del gen CAST se han
reportado, pero no se ha demostrado un efecto significativo sobre la terneza de la carne
(Corva et al., 2007; Zhou y Hickflord., 2008; Juszczuk et al., 2008). Sin embargo, los
polimorfismos en las regiones no codificantes del gen podrian tener un efecto en los
niveles de expresién del mismo, si se localizan en el promotor y otras regiones
reguladoras. Estos polimorfismos con efecto sobre la expresion podrian justificar las
diferencias en actividad de calpastatina entre Bos indicus y Bos taurus (Pringle et al.,
1997).

La caracterizacion de los promotores | y Il en razas indicas se ha iniciado mediante
la comparacion de secuencias obtenidas de toros de razas Angus, Brangus y Brahman
(Krause et al., 2008). Hasta el momento, en el promotor | se identificaron siete
polimorfismos, de los cuales tres fueron hallados en toros de raza Brahman. Sin embargo,
el analisis de las secuencias obtenidas permitio determinar que dichos SNPs no alteran
sitios TFBS en el promotor I. En el promotor Ill se identificaron cuatro SNPs, segun estos
resultados, los SNPs identificados en el promotor | no serian responsables de diferencias
raciales en la expresion de calpastatina ya que no modifican TFBS, en tanto que los

hallados en las secuencias obtenidas del promotor Ill, podrian potencialmente afectar la
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regulacion de la expresion de calpastatina. Por lo tanto, los polimorfismos identificados
especialmente en el promotor Il en la raza Brahman, podrian indicar la existencia de
variabilidad entre razas (Motter et al., 2009). De acuerdo a lo anterior, Juszczuk et al.
(2009), sugieren que la presencia de polimorfismos en el exdn 1u, asociado al promotor
[ll, que conduce la expresion de las calpastatinas en todos los tejidos, pueden tener

influencia sobre la expresion de este gen y la actividad de las proteinas.
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CAPITULO 2: METODOLOGIA

2.1 Objetivo General

Determinar, mediante la identificacion de SNP’S a través de PCR-RFLP, la existencia
de una asociacion entre los polimorfismos de interés y el rasgo de terneza que presentan
las subespecies de ganado bovino Bos taurus, Bos indicus y Bos taurus x Bos indicus,

para establecerlos como posibles marcadores genéticos de importancia productiva.

2.2 Objetivos particulares
1. Seleccion de muestras de ganado bovino, mediante reconocimiento de

caracteristicas fenotipicas definidas para su clasificacion por subespecie.

2. Medicion de parametros de calidad (pH, color, fuerza de corte) en las muestras
seleccionadas mediante potenciometro, colorimetro y Warner-Bratzler, para su

posterior relacion con el fenotipo y genotipo.

3. Estandarizacion de las técnicas moleculares (PCR y RFLP) tanto para la
genotipificacion de las subespecies como para la determinacién de

polimorfismos.

4. Analisis genotipico de las muestras a estudiar mediante la técnica de PCR-

RFLP para la clasificacion de subespecies.

5. Determinacion de los polimorfismos de interés en las diferentes subespecies
mediante PCR-RFLP, para establecer la posible asociacion entre el fenotipo y

el genotipo.

2.3 Hipotesis

Los genotipos y alelos favorables de los SNPS G530A (calpaina), C357G
(calpastatina), G1795A (miopaladina) y G1181A (PPARGC1A) asociados con la terneza

de la carne presentaran diferentes frecuencias entre los grupos genéticos Bos taurus,
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Bos indicus, Bos taurus x Bos indicus, estableciendo asi una posible asociacion entre a

fuerza de corte y el grupo genético.

2.4 Seleccion del ganado

El trabajo de investigacién se llevd a cabo en una unidad comercial de finalizacién en
corral de bovinos, localizada al sur del estado de Veracruz a 10m sobre el nivel del mar.
Se utilizaron 90 bovinos alojados en corrales, y fueron clasificados en Bos taurus, Bos
indicus y Bos taurus x Bos indicus, basados en las principales caracteristicas reportadas
por Rubio et al. (2013) en la guia practica para la estandarizacion y evaluacion de las
canales bovinas mexicanas. Los animales seleccionados fueron machos enteros, con un
peso promedio de 470 £ 20kg, edad de 1.6 — 1.8 afios, alimentados con la dieta final

establecida por la unidad de comercializacion (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de la dieta de finalizacion empleada por la unidad comercial.

INGREDIENTES %
Maiz rolado 76.7
Salvado de trigo 5
Paca de cebada 4.5
Melaza 4
Pasta de soya 4
Aceite de soya 3.3
Premezcla mineral inorganica 2.5

Composicién: materia seca (87.71%), Energia metabolizable (2.34Mcal/kg), proteina cruda (12.88%),
extracto etéreo (7.32%), cenizas (4.56%), FDN (12.67%), Ca (5.75 g/kg), Mg (2.35 g/kg), cobre (16.42
mg/kg), selenio (0.06mg/kg), zinc (43.41 mg/kg).

2.5 Movilizacién del ganado

Los animales seleccionados fueron marcados colocandoles una franja de aerosol
color rojo en el dorso para su posterior embarque y traslado en un transporte
especializado, el destino del transporte fue el rastro Tipo Inspeccion Federal (TIF) No.
353, ubicado en el Km 2.5, carretera Paso San Juan, Veracruz. Este proceso de

movilizacion es llevado a cabo por la unidad comercial bajo el cumplimiento de la Norma
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Oficial Mexicana denominada “Trato humanitario en la movilizaciobn de animales”,
publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 26/marzo/1996 (NOM-051-Z0O0-1995).

2.6 Matanza

Los animales fueron sacrificados en el rastro TIF 353, bajo los lineamientos
establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG-Z00-2014, “Métodos para
dar muerte a los animales domésticos y silvestres”, publicada en el Diario Oficial de La
Federacion el 26/agosto/2015 (NOM-033-Z00-2014).

Las canales obtenidas fueron divididas longitudinalmente obteniendo media canal
derecha y media canal izquierda, esto se realizd por cuestiones de manejo, mercadeo y
comercializacién. Las medias canales fueron almacenadas de manera aleatoria en
camaras de refrigeracion por 24 h a temperatura de 0 - 4°C, posteriormente fueron

procesadas en la sala de despiece.

2.7 Toma de muestras

La toma de las muestras se realiz6 24 h después de refrigerada la canal. La toma de
la muestra se realizé en el area de empaque que se encontraba a una temperatura de
2°C, de cada media canal izquierda se obtuvo un corte a nivel de lomo, este corte se
realizd a partir de la 132 vertebra toracica hacia la parte frontal de la media canal, cada
corte obtenido tuvo un espesor de 5cm y un peso promedio de 250g. En el area de
empaque se realizaron también determinaciones de pH y color del corte y se tomé una
pequefia pocién de 250 mg para su empleo en los analisis moleculares, estas muestras
fueron conservadas en tubos eppendorf con 1 ml trizol® (Invitrogen, Carlsbad, Ca,
EE.UU.). Los cortes obtenidos fueron etiqguetados, empacados al vacié y mantenidos a -
20°C junto con las muestras en trizol® hasta la realizacibn de los analisis

correspondientes.
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2.8 Determinacion de pH

La determinacion de pH se llevo a cabo a las 24 horas post- matanza en la zona de
empacado y también a 1 dia post- descongelacion previo a la determinacion de fuerza de

corte, el método que se siguié en ambos casos fue el mismo.

La toma de pH se realiz6 en tres puntos diferentes de los cortes de carne empelando
un potenciémetro portatil para carne H199163 (Hanna instrumets, Eibar, SS) acoplado a
una cuchilla de acero inoxidable y calibrado a tres puntos con soluciones estandar a
valores de 4.0, 7.0 y 10.0, de acuerdo con Nair et al. (2014).

2.9 Determinacién de color

La medicion de color al igual que de pH se realizé a las 24 horas post- matanza en el
area de empaque y 1 dia post- descongelacion, se determinaron parametros de perfil de
color de acuerdo al sistema CIELab, el cual se basa en un sistema tridimensional definido
por tres coordenadas L*(luminosidad), a*(componente rojo) y b*(componente amarillo)
(CIE, 2004).

La determinacion se llevo a cabo de acuerdo al protocolo descrito por la American
Science Association (AMSA, 2012), utilizando un espectrofotometro portatii CR-300
Konica Minolta Chroma (Minolta Co. Ltd., Japdn) con iluminate D65, tamafio de apertura
de la esfera de 2.5 cm, angulo de observacion estandar de 10°C tomando 8 mm de
diametro como area de medicion. El espectrofotbmetro fue calibrado con los mosaicos
blanco y negro, los cortes fueron expuestos al aire para que se oxigenaran por un espacio
de 30 minutos, las mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvieron los valores

promedio de cada variable.

2.10 Determinacion de fuerza de corte

La fuerza de corte de Warner-Bratzler de las muestras cocidas se determino de
acuerdo con el método descrito por la AMSA (2015). Inicialmente se descongelaron a 4°
C durante 24 h, se les retir6 la grasa y el tejido conectivo, y que a continuacion fueron

sometidas a un proceso de coccion en una parrilla eléctrica (Westinghouse, Pittsburgh,
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PA, EEUU). La superficie de la parrilla se calenté a 200° C antes de la coccién. Las
muestras se cocinaron hasta que alcanzaron una temperatura interna de 70° C
verificando la temperatura en el centro geométrico de cada muestra utilizando un
termopar tipo T de bayoneta (Testo, 0602 1081, Barcelona, Esp). Al término de la coccién,
se colocaron individualmente en bolsas de plastico y se enfriaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos, para posteriormente realizar seis cortes cilindricos en forma paralela
a la orientacion longitudinal de las fibras musculares con un dispositivo de extraccion
manual (sacabocado). A cada cilindro se le corté con una cuchilla Warner-Bratzler del
analizador de textura TA-XT plus (Stable Micro Systems, Godalming, LDN, UK) que operé
a una velocidad de prueba de 2 mm/s. Los valores de la fuerza de corte se registraron
como el esfuerzo maximo expresado en kg, el valor promedio de los cortes se utilizé para

el andlisis estadistico.
2.11 Extraccién de ADN

El ADN gendmico se extrajo de las muestras de carne empleando el protocolo
propuesto por Sambrook. (2012), el cual se basa en la disgregacion del tejido con 1250
pl de solucion de lisis y 7 ul de proteinasa k (Bioline, Memphis, TE, EEUU), seguido de la
extraccion de proteinas y polisacéridos con 250 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) y finalmente la precipitacion de ADN con 1000 pl
de etanol frio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). La concentracion y la calidad del
ADN se determinaron utilizando el espectrofotometro NanoDrop ND-100 UV-Vis (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE) tomando en cuenta la relacion entre las lecturas a
A260nm y A280nm. Las muestras de ADN obtenidas se diluyeron en agua libre de
nucleasas para obtener concentraciones de 60 - 80ng/uL, posteriormente el ADN fue

almacenado a -20°C hasta su posterior analisis.

2.12 Genotipificacion molecular de las muestras para su clasificacion

Las muestras fueron clasificadas de acuerdo a la subespecie empleando el marcador
molecular SRY del gen determinante de sexo descrito por Sasazaki et al. (2007) el cual
permite la identificacion de las subespecies Bos taurus y Bos indicus a través del SNP

TG localizado en la posicion 1552 del gen determinante de sexo (No. Acceso: EU294189).
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La genotipificacion se llevo a cabo a través de la técnica de PCR-RFLP. La amplificacion
de los fragmentos de interés se realizd empelando los primers descritos por Sasazaki et
al. (2007) (primer frontal: 5"-TTAGAACGCTTACACCGCATATTACT-3’, primer reverso:
5-TGTAGTAAAATTGAGATAAAGAGCGCCT-3'), el fragmento obtenido fue de 803pb.
La mezcla de reaccion para la PCR se prepard bajo las siguientes condiciones en un
volumen total de 25 pL: 0.5 pL de cada primer, 10 yL de agua libre de nucleasas, 60 ng
de ADN y 12.5 uL de la mezcla Master mix (Promega Corporation, Fitchburg, W1), la cual
contiene 50 unidades/mL de Tag ADN polimerasa, 400 uM de cada dNTP y 3 mM de
MgCI2. Las condiciones de amplificacion para este marcador fueron: desnaturalizacion
inicial a 98°C, 5 min, desnaturalizacion a 98°C, 0.05 min, hibridacion a 55°C, 0.40 min,
elongacién a 72°C, 0.20 min, elongacion final a 72°C, 1min. Los fragmentos obtenidos de
PCR fueron digeridos por la enzima Mse | a una temperatura de 37° por un tiempo de 90
minutos, en un volumen de reaccion total de 10 L, la cual contenia 5 uL del producto de
PCR, 3.6 uL de agua libre de nucleasas, 1 pyL de solucion tampén y 0.4 uL de enzima.
Los patrones de corte obtenidos se visualizaron en geles de acrilamida:bis (29:1, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) al 12% tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/mL, Gene
Choice, Inc., Frederick, MD, EE.UU.). El patron de corte correspondiente para Bos taurus
fue: 37 pb, 222 pb y 544 pb y para Bos indicus, 37 pb, 98 pb, 124 pb y 544 pb.

2.13 Identificacion de SNPs

La identificacion de los SNPs, se llevé a cabo mediante primers especificos disefiados
usando las secuencias reportadas en GenBank de acuerdo con los siguientes nimeros
de acceso: calpaina AF248054, calpastatina AH014526.1 y miopaladina NC_007329. En
el caso del gen PPARGI1A se utilizaron los primers reportados por Soria et al. (2009)
(Tabla 2). La mezcla de reaccién para la PCR se prepar6é bajo las siguientes condiciones
en un volumen total de 25 uL: 0.5 yL de cada primer, 10 uL de agua libre de nucleasas,
60 ng de ADN y 12.5 yL de la mezcla Master mix (Promega Corporation, Fitchburg, WI),
la cual contiene 50 unidades/mL de Taq ADN polimerasa, 400 uM de cada dNTP y 3 mM
de MgCI2. Las condiciones de amplificacion de cada gen fueron calculadas de acuerdo a

las recomendaciones del kit de Promega, considerando la temperatura de hibridacion de
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cada pareja de primers. Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% con 0.4 pg de bromuro de etidio y visualizados en un

transiluminador de luz ultravioleta (Bio — Imaging Systems, Dun Laoghaire, Dublin)

Tabla 2: Primers empleados en la identificacion de los SNPs.

Tm | Amplificado

GEN SNP Secuencia o
(°C) (pb)
) F:5-TCTGCAGAGAGCTGGATGAC-3'
Calpaina | A>G | B'e 16CTGGGCTAGAGACCAAGAC-3” | 28 119
Calpastatina | G>C | © 5 GCTAGCCAAGGCTACATCTCC3 e 101

R: 5'-AAGCATGCGAACTGAAACGC-3
F:5-TCTGTACTTTGGTCATTGCTGAG-
Miopaladina | A>G |3 55 150
R: 5-CCCTGGTCTAGACGGTTATGG -3
F:5 TCAGCAAGACCTCTGTGCTCAGCA
PPARGC1A* |A>G | -3 62 255
R: 5-TGCTCACCTCCGCGGTCTCT-3

*Secuencias reportadas por Soria et al., (2009).

2.14 Genotipificacién de SNPs

La genotipificacion de cada SNPs se realiz6 mediante RFLP (polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion), digiriendo los productos de PCR con enzimas de restriccion
especificas. Las enzimas empleadas fueron: Ava Il (G530A), Hae IIl (G1795A), Taq |
(C357G) y Bst | (G1181A). Las digestiones se realizaron en reacciones de 10 uL
compuestas por 5 yuL del producto de PCR, 3.6 pyL de agua libre de nucleasas, 1 uL de
solucion tampdn y 0.4 uL de enzima, las condiciones de digestion para cada enzima se
muestran en la tabla 3, las cuales corresponden a las recomendadas por el fabricante
(New England Biolabs, Ipswich, MA). Los patrones de digestion obtenidos (tabla 3) se
visualizaron en geles de acrilamida:bis (29:1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) al
12% tefidos con bromuro de etidio (10 mg/mL, Gene Choice, Inc., Frederick, MD,
EE.UU.).
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Tabla 3: Enzimas y condiciones para llevar acabo la digestion de los fragmentos de PCR.

Temperatura /

SNP Enzima tiempo de digestion

Patrones de corte obtenidos

AA: 83 pb, 36 pb
G530A | Avall 37°C/ 1h GG: 60 pb, 36 pb, 23pb
AG: 83pb, 60pb, 36pb, 23pb

AA: 255 pb
G1181A | Bstl 37°C/1.5h GG: 226 pb, 29 pb
AG: 255 pb, 226 pb, 29 pb

AA: 150 pb

G1795A | Taql 37°C/1h GG: 84 pb, 66 pb

AG: 150 pb, 84 pb, 66 pb

GG: 55 pb, 46 pb

C357G | Haelll 35°C/1h CC: 46 pb, 32 pb, 23 pb

AG: 55 pb, 46 pb, 32 pb, 23 pb

2.15 Disefio experimental

Para la determinacién de pH, color y fuerza de corte el disefio planteado se muestra
en la tabla 4.

Tabla 4. Disefio experimenta para la evaluacion de pH, color y fuerza de corte.

Cortes de 5 cm de espesor del masculo longissimus dorsi (entre la 12va

Unidad experimental y 13va vértebra lumbar)

Grupos genéticos (Bos taurus, Bos indicus, Bos taurus x Bos indicus)

Niveles de variacion — 54 host” matanza y 1 dia post-

7 1 dia post- descongelacién
descongelacion P 9

Técni Determinacion de  Parametros de perfil de Determinacion de
ecnica H color fuerza de corte

Experimental P

V. independiente Grupo genético

V. Dependiente pH L*, a* ,b* Fuerza de corte

Repeticiones 3 3 5

Replicas 90
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El analisis estadistico aplicado para evaluar los resultados de pH y color fue un
ANDEVA de multifactor para determinar si existia diferencia significativa de los valores

de estos entre los diferentes grupos genéticos y los dias de evaluacion.

La evaluacion de los diferentes SNPs se llevo a cabo a través de técnicas de biologia

molecular, el disefio que se planteo fue el siguiente:

Tabla 5. Disefio experimenta para la evaluacion de los SNPs.

Unidad experimental

ADN extraido de los cortes de 5 cm de espesor del
musculo longissimus dorsi (entre la 12va y 13va
vértebra lumbar)

Niveles de variacion

Grupos genéticos (Bos taurus, Bos indicus, Bos taurus
x Bos indicus)

Técnica Experimental

Reaccion en cadena de
la polimerasa
(PCR)

Polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion
(RFLP)

V. independiente

Grupo genético

V. Dependiente

Amplificado especifico
(pb) de los genes

Genotipos de los diferentes
SNPs

Repeticiones

2

2

Replicas

90

Para el andlisis de cada SNP se realiz6 la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg

(HW), la cual determiné cuales frecuencias deben observarse en la poblacion para cada

genotipo en funcion de las frecuencias de los alelos (Iniesta et al., 2005).

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron calculadas de acuerdo a Iniesta et al.

(2005) contabilizando la ocurrencia de los alelos, los genotipos en la poblacién total y en

los diferentes grupos genéticos de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

e Frecuencias genotipicas

Frecuencias genotipicas relativas

# Genotipos

N

Frecuencias genotipicas = Frecuencias relativas x 100
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Donde:
N es el nimero de muestras

Para cada SNP se obtuvieron las frecuencias genotipicas correspondientes
a los individuos homocigotos para el genotipo ancestral, homocigotos para la

variante genética y genotipo para individuos heterocigotos.

e Frecuencias alélicas

__ No.de individuos homocigotos para el alelo dominate+(0.5xNo de indiviuos heterocigotos)

Total de la muestra

__ No.de individuos homocigotos para el alelo recesivo+(0.5«No de indiviuos heterocigotos)
- Total de la muestra

Donde:
p = alelo dominante

g = alelo recesivo

El equilibrio HW se determind mediante la prueba de x2 (Ji cuadrada) usando el

programa SPSS (26.0, 2019), empleando la siguiente ecuacion:

p®+2pq + q°
Donde:
p2 = alelo dominate en individuos homocigotos
2pg = frecuencia predicha para heterocigotos

g2 = alelo recesivo en individuos homocigotos

La prueba de asociacion entre los genotipos y los rasgos de interés se llevé a cabo
mediante el método de minimos cuadrados y el procedimiento del modelo lineal
generalizado (GLM) a través del programa SPSS (26.0, 2019) (Curi et al., 2010; Chung y
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Davis, 2012; Valencia y Zuluaga, 2013; Enriquez et al., 2017). El modelo utilizado para
ajustar las variables cuantitativas de interés incluyé el efecto fijo del genotipo de cada

SNP vy el efecto fijo del grupo genético y fue el siguiente:
Yikm = M + Gli + G2j + G3k + G4 + GGm + E€ijkim
Donde:
Yikm = Variable dependiente (WBSF)
M =media global
G1i = efecto fijo del i-ésimo genotipo de G530A
G2j = efecto fijo del j- ésimo genotipo de C357G
G3k = efecto fijo del k- ésimo genotipo de G1795A
G4 = efecto fijo del I- ésimo genotipo de G1181A
GGm = efecto fijo del m- ésimo grupo genético

€ijkm = error aleatorio.

Los efectos fijos que fueron significativos se analizaron mediante una prueba de
comparacion de medias de Tukey a través del programa SPSS (26.0, 2019) para

determinar las diferencias entre los niveles de cada uno de los efectos.

El efecto de los alelos de cada SNP sobre la terneza se determind mediante un
analisis de sustitucién alélica, para lo cual se transformé la informacion de la
genotipificacion en informacion cuantitativa asignandole valores de 0 al genotipo
ancestral, 1 al genotipo heterocigoto y 2 al genotipo de la variante genética para cada
SNP. Este analisis se realiz6 a través de una regresion lineal simple en el programa SPSS
(26.0, 2019) (Valencia y Zuluaga, 2013; Arango et al., 2014) aplicando el siguiente

modelo:
Y = Bo + BuXi
Donde:

Y: Variable dependiente (WBSF)
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Bo: Intercepto.

B1: Coeficiente de regresion estimado para la sustitucion alélica de cada SNP (G530A,
C357G, G1795A y G1181A)

Xi: Namero de alelos de la variante genética (0, 1 o0 2)
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CAPITULO 3: ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 pH

La velocidad del descenso del pH después de la muerte del animal constituye uno de
los factores cruciales de la transformacion del musculo en carne, asi como en la definicion
de la calidad futura de los productos preparados a partir de ella (Pardi et al., 1993). El
valor de pH del musculo a las 24 horas post- matanza es otro factor que influye sobre
aspectos de la calidad de la carne, como las propiedades organolépticas de aroma, sabor,
terneza y color (Devine et al., 1983), asi como la inhibicidn del crecimiento microbiano.
Se ha demostrado que valores de pH por encima de 6.0 a las 24 h post- matanza denotan
una carne OFS (oscura, firme y exudativa) la cual se caracteriza por una elevada
retencion de agua y una coloracién oscura (Apple et al., 1995; Tarrant y Sherinton, 1980),

lo cual repercute de manera negativa sobre la terneza.

Los valores promedio de pH mostrados en la tabla 6, evaluados a las 24 hr post-
matanzay 1 dia post- descongelacion osilaron entre 5.52 y 5.64 que se encuentran dentro
del intervalo de 5.4 y 5.8 considerado normal para bovinos (Panea et al., 2010), por lo

gue la presencia de carne OFS se descarta en este estudio.

Tabla 6. Efecto del grupo genético sobre la fuerza de corte Warner-Bratzler (WBSF) en carne.

Bos taurus Bos indicus Bos taurus x
oH Bos indicus
(n=31) (n =29) (n =30)
Media + ESM Media + ESM Media + ESM
24 h post- matanza 5.525 +0.00872 | 5.543+0.01092 | 5.534+0.0105%
1 dia post- descongelacion | 5.435+ 0.0208° | 5.424 + 0.0198° | 5.443 + 0.0187°"

Literales iguales en filas no hay diferencias significativas (p > 0,05), literales diferentes en columnas hay
diferencias significativas (p < 0,05).

Los resultados de pH obtenidos no mostraron diferencias significativas (p = 0.875 >
0.05) entre los diferentes grupos genéticos, esto concuerda con lo reportado por Webby
et al. 1999 y Monson et al. 2004, quienes analizaron el pH en diferentes grupos raciales

concluyendo que el pH no es un factor que se vea afectado por el grupo genético. Por
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otro lado, en este estudio se encontraron diferencias significativas (p = 0.0001 < 0.05)
entre los tiempos y condiciones de evaluacion de pH (24h post- matanza y 1 dia post-
descongelacién), la variacion de pH se atribuye al proceso de congelacion —
descongelacion, esto debido a la desnaturalizacion parcial de proteinas miofibrilares y
sarcopldsmaticas por efectos de la concentracion de solutos y la formacion no controlada
de cristales intra y extracelulares. Todos los valores de la determinacién de pH se

muestran en el anexo A.

3.2 Perfil de Color

La mioglobina es la principal proteina responsable del color en la carne; pertenece al
grupo de proteinas sarcoplasmaticas, que son solubles en agua. El color de la carne esta
influenciado principalmente por el contenido de pigmento, y por la forma quimica y la
estructura de la mioglobina. Uno de los factores que determinan el color de la carne son
el estado de oxidacion del hierro y los compuestos (oxigeno, agua u 0xido nitrico) unidos
a la molécula (Mancini y Hunt, 2005). Por otro lado, la variacion en la calidad de la carne
es atribuida a varios factores tanto intrinsecos como extrinsecos, los cuales interactdan
entre si y determinan los procesos metabdlicos en los periodos ante-mortem, el proceso
de matanza y las etapas subsecuentes, afectando el color, por la influencia de la

velocidad del pH y disminucion de la temperatura (Tapp et al., 2011).

La percepcion del color es exclusiva para cada individuo, lo cual hace de esta
caracteristica una medicion subjetiva; sin embargo, actualmente el color se puede medir
de forma precisa a través de instrumentos que le atribuyen valores numéricos al color,
los cuales hacen objetiva esta propiedad. El sistema CIELAB, es uno de los sistemas
mayoritariamente empelados para la determinacion del color en carne, este sistema
maneja coordenadas tricromaticas: L*, indica la luminosidad o claridad (va del negro a
blanco); a* indica el valor rojo/verde y b* indica el valor amarillo/azul (Hernandez y Rios,
2009)

El color de la carne puede variar con la raza y con la aptitud productiva del animal
(Boccard y Bordes, 1986). Fiems et al. (1995) mencionan diferencias de color entre razas,

indicando que la carne de razas lecheras, que presentan elevado metabolismo y planos
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musculares grueso, es mas oscura que la de las razas especializadas en produccién de
carne. Por otro lado, Hoving et al. (1999) estudiaron el efecto de la raza sobre las
coordenadas tricromaticas en ganado bovino concluyendo que no habia efecto de las
razas sobre el color, a esta misma conclusién llegaron Monson et al. (2004) al trabajar
con diferentes razas espafiolas, en este trabajo se concluye también que los diferentes
grupos genéticos no influyen sobre los valores de las coordenadas L, a* y b*, ya que los
valores de P obtenidos para las comparaciones entre grupos genéticos fueron mayores
a 0.05 (L*: p=0.1113, a*: p = 0.8986, b*: p =0.9029) (tabla 7).

Tabla 7. Efecto del grupo genético sobre la fuerza de corte Warner-Bratzler (WBSF) en carne.

Perfil de color

Bos taurus

(n=31)
Media + ESM

Bos indicus

(n =29)
Media + ESM

Bos taurus x
Bos indicus
(n =30)
Media £ ESM

L* (Luminosidad)

24 h post- matanza

40.333 +0.445 2

40.734 + 0.490 2

39.687 £ 0.614 @

1 dia post- descongelacion

40.409 £ 0.445 #

40.826 = 0.507%

39.690 £ 0.597 @

a* (Tonalidad rojo/verde)

24 h post- matanza

19.039 £ 0.346 @

19.060 + 0.332 @

19.072+£0.342

1 dia post- descongelacion

16.935+ 0.368 °

16.611 +0.326 °

16.844 + 0.354 "

b* (Tonalidad amarillo/azul)

24 h post- matanza

15.627 £ 0.316 @

15.862 + 0.309 @

15.742 £ 0.295

1 dia post- descongelacion

14.604 + 0.323°

14.645 + 0.306 °

14.589 + 0.296°

L = Indica luminosidad, del 0 al 100, donde O es negro y 100 es blanco 3, a* = Intensidad del rojo, donde el
rojo es expresado como + ay el verde como - a, b* = amarillo a azul, donde el amarillo es expresado como
+ by el azul como - b.

Literales iguales en filas no hay diferencias significativas (p > 0.05), literales diferentes en columnas hay
diferencias significativas (p < 005).

El color es un indicador que permite predecir la incidencia de carne OFS y S la
incidencia, se ha sugerido que el valor de L* es uno de los parametros que mejor predice
la presencia de carne OFS, indicando que carnes con valores de claridad por encima de
33 son consideradas como normales (Mullen et al., 2000), como se puede observar en la

tabla anterior los resultados de la luminosidad (L*) se encuentran por encima del valor de
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33 por lo tanto esto confirma que la carne evaluada en este estudio no presento este
problema.

Los resultados obtenidos mostraron una diferencia significativa en los valores de a* y
b* (p = 0.00017 < 0.05, p =0.000012 < 0.05) con respecto al dia de evaluacion, esto se
atribuye a que la congelacion y la velocidad de esta son determinantes para la formacion
de cristales, lo cual muchas veces puede causar dafios a las fibras de la carne o
desarrollar reacciones bioquimicas importantes como la protedlisis y la oxidacion de los
lipidos. Esto ultimo puede afectar irreversiblemente las propiedades fisicoquimicas y
funcionales de ciertas proteinas como la mioglobina (AMSA, 2012; Meléndez et al., 2011).
En el presente trabajo el valor promedio de a*, fue ligeramente mayor para la carne
evaluada 1 dia post- descongelacion, esto se atribuye al hecho de que la mioglobina de
la superficie sufri6 modificaciones por efecto de las reacciones de 6xido — reduccion que
tuvieron lugar durante los procesos de congelacion y descongelacién. Este mismo

fendmeno se observé en la coordenada b*.

En cuanto al valor L* no se observo diferencia significativa entre los dias de
evaluacion, se sabe que la luminosidad depende de la cantidad absorbida y reflejada por
la superficie de la carne (Karamucki et al., 2013), por lo que el proceso de congelacion y
descongelacién llegan a afectar este pardmetro, ya que al someterse a congelacion se
forma escarcha superficial lo cual afecta la reflectancia, lo mismo ocurre cuando se realiza
la descongelacion por la presencia de agua superficial; sin embargo, la carne de este
estudio fue congelada y descongelada a vacio, lo cual disminuy6 su efecto sobre la

luminosidad por los fendmenos descritos.

3.3 Fuerza de corte

La fuerza de corte presenté una media global de 6.40 kg (los valores de fuerza de
corte determinados para todas las muestras se encuentran en el anexo C), el analisis
estadistico mostro que el grupo genético es un factor que influye significativamente sobre
este rasgo de calidad, los resultados obtenidos demuestran diferencia significativa de
terneza (p < 0.05) entre los grupos genéticos Bos taurus y Bos indicus, colocando a la
carne de Bos taurus como mas tierna (6.083 + 0.124 kg) en comparacion con la de Bos
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indicus (6.861 + 0.097 kg), mientras que la carne de la cruza no mostré diferencias
significativas con respecto a la de los otros dos grupos genéticos en estudio (Tabla 8).
Estos resultados concuerdan con lo reportado por diferentes autores (Shackelford et al.,
1995; Pringle et al., 1997) quienes han demostrado que la carne de Bos indicus es menos
tierna que la de Bos taurus, lo cual de acuerdo a Brewer, (2014) tiene que ver con el
proceso enzimatico de protedlisis del masculo, en el cual enzimas como la calpaina y la
catepsina tiene accion proteolitica sobre proteinas estructurales de la fibora muscular. Asi,
la extension de la protedlisis inducida por las calpainas en bovinos Bos indicus y el
vacuno europeo (Bos taurus) se correlacionan con la textura, siendo mayor la protedlisis
en Bos taurus, cuya carne es, por lo general, mas tierna; por su parte, los musculos de
Bos indicus presentan actividades mas altas del inhibidor calpastatina (Vasquez et al.,
2007).

Tabla 8. Efecto del grupo genético sobre la fuerza de corte Warner-Bratzler (WBSF) en carne.

- WBSF (kg)
Grupo genético N Media + ESM
Bos taurus 31 6.083 +0.124°
Bos taurus x Bos indicus 30 6.405 + 0.093
Bos indicus 29 6.861 + 0.097 @

Literales diferentes indican diferencias significativas. (p = 0.001 < 0.05).

La grasa intramuscular es otro factor que puede afectar la terneza de la carne; sin
embargo, de acuerdo a Gonzalez, et al. (2016), los depdsitos de grasa intramuscular son
minimos en bovinos llevados a matanza a un peso promedio alrededor de 450 kg, esto
debido a que estos animales a este peso aun no han desarrollado suficiente tejido graso,
incluso de cobertura de la canal, mucho menos intramuscular, que generalmente se
observa al final de procesos mas largos de finalizacién con raciones de alta concentracion

energética.

Los resultados obtenidos fueron comparados frente a los dos sistemas siguientes de

clasificacion, mismos que fueron empelados y descritos por Vasquez et al., 2007.

Clasificacion segun la fuerza de corte (resistencia al corte) que oponen las fibras

musculares por medio de la cuchilla de Warner Bratzler (FCWB):
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e Ligeramente tierna si la FCWB es menor de 6 kgf.
e Terneza intermedia si la FCWB esté entre 6 y 9 kgf.

e Por encima de 9 kgf la carne debe ser declarada dura

Otros autores (Tatum et al., 1996; Huertas, L y Rodas, G. 1998) han indicado que el
umbral de 6 kgf no coincide con valores mas exigentes, como 4.6 kgf 6 3.8 kgf, y han

propuesto la siguiente clasificacion:

e Carne tierna si la FCWB es menor de 2.27 kgf.
e Carne medianamente tierna si la FCWB es mayor de 2.27 y menor de 3.63 kgf.
e Carne dura si la FCWB es mayor de 3.63 y menor de 5.44 kgf.

e Carne extremadamente dura si la FCWB es mayor de 5.44 kgf.

Los cortes de carne longisimuss dorsi estudiados se clasifican en carne con terneza
intermedia (segun FCWB) y carne extremadamente dura de acuerdo con los dos criterios
referenciados (segun Tatum et al., 1996; Huertas, L y Rodas, G. 1998). Es importante
tomar en consideracion que los valores de terneza estan influidos por factores tales como
la alimentacion, la edad y el manejo del animal, factores que también dependeran de las
condiciones propias de la regién y unidad productora de donde provenga la carne, sin
embargo, estos factores pueden ser optimizados para la obtencion de una mejora en la

calidad sensorial, reflejada en este caso en la disminucion de la resistencia al corte.

3.4 Genotipificacién del marcador SRY para clasificacion de muestras por grupo
genético

En el sector carnico, resulta de gran utilidad el poder identificar de manera correcta la
raza de los animales, esto con la finalidad de buscar garantizar la calidad de la carne, ya
gue es sabido que esta depende en parte de la raza de la cual proviene la carne obtenida
y comercializada. El uso de marcadores genéticos proporciona evidencia para identificar

de manera certera la raza (Sasazaki et al., 2007).
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poS A

El presente estudio empled el marcador SRY determinate descrito por Sasazaki et al.,

(2007), para corroborar de manera molecular la clasificacion visual realizada de las
muestras de carne, en el estudio este marcador demostro ser certero en la identificacion
de los grupos genéticos Bos taurus y Bos indicus al demostrar una alta probabilidad de
correcta identificacion de 0.151 y una probabilidad de error por juicio de 0.000, comparada
con 5 marcadores mas analizados en una poblacion de toros, por lo que resulta ser una
herramienta molecular adecuada para la clasificacion de los dos principales grupos
genéticos. Este marcador solo permite la identificacion de los grupos genéticos Bos
taurus identificado con el genotipo GG y Bos indicus identificado con el genotipo TT, por
lo que en las muestras clasificadas como cruza de Bos taurus x Bos indicus no fue

empleado el marcador SRY.

Las figuras 1 y 2 muestran los patrones obtenidos tras la digestion de los productos
de PCR. Como se pueden observar los patrones de corte son definidos y permitieron la
clara identificacién de los genotipos correspondientes para Bos taurus (544 pb, 222 pb y
37 pb) y Bos indicus (544 pb, 124 pb, 98 pb y 37 pb).

500pb 544

222

37

. J . S

Figura 1: Gel de poliacrilamida al 12% para la  Figura 2: Gel de poliacrilamida al 12% para la
genotipificaciéon de muestras de Bos taurus. MP)  genotipificacion de muestras de Bos indicus.
Marcador de peso, carriles 1-8) Muestras de Bos  MP) Marcador de peso, carriles 1-8) Muestras

taurus. de Bos indicus.

[50]



Después de la genaotipificacion total de las muestras de Bos taurus y Bos indicus se
contabilizaron los genotipos identificados, de acuerdo a esto se obtuvo que para el caso
de las muestras clasificadas como Bos taurus 4 correspondian al genotipo TT,
caracteristico de Bos indicus, mientras que en las muestras clasificadas como Bos indicus

en 5 de ellas se identificé el genotipo correspondiente para Bos taurus (GG) (tabla 9).

Tabla 9. Genotipificacién con el marcador SRY de las muestras clasificadas como Bos taurus

y Bos indicus.

Bos taurus Bos indicus
(n =30) (n =30)
GG TT GG TT
26 4 5 25

Los resultados obtenidos demostraron que la clasificacion visual realizada puede
considerarse certera debido a que para ambos grupos genéticos la mayoria de las
muestras coincidié con la clasificacién por genotipificacion molecular, en el caso de las
muestras no coincidentes esto puede deberse a errores en la identificacién plena de las
caracteristicas fenotipicas, en donde esta clasificacién debi6 llevarse a cabo de manera
agil y rapida durante el embarque de los animales procurando no perturbar al animal
durante el proceso por lo que esto pudo limitar la correcta clasificacién en algunos casos.
Por otro lado, de la misma forma que es sefialada por Sasazaki et al., (2007) las muestras
no coincidentes poseen mayor contribucidn genética aportada por uno de los

progenitores con genotipo correspondiente a uno de los dos grupos genéticos.

Con la obtencién de los resultados antes mencionados se retom6 la clasificacion
guedando conformados los grupos genéticos con 31 individuos identificados como Bos

taurus, 29 como Bos indicus y 30 como Bos taurus x Bos indicus.
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3.5 Identificacién de SNPs

El ADN obtenido se cuantifico a través de espectrofotometria, esta técnica se basa en
la capacidad que tiene el ADN de absorber luz ultravioleta (UV). La absorcion maxima es
de 260nm, lo cual permite calcular la concentracion de los &cidos nucleicos en la muestra.
Las proteinas absorben luz UV a 280 nm, por lo que la relacion entre la absorbancia
A260/A280 se utiliza como indicador de calidad del material genético extraido, de esta
forma se considera que valores de 1.8 a 2.0 de relacion A260/A280 indican ADN con
pureza optima, mientras que valores por encima de 2.0 seran indicativo de contaminacion
con ARN vy valores inferiores a 1.6 indican contaminacién por compuestos aromaticos
(Sambrook 2012). Los resultados de la extraccion de ADN se encontraron dentro del
rango de pureza Optima (anexo D), la cantidad de ADN obtenida fue superior a 500ng,
esta cantidad se ajustd a una concentracion aproximada de 60 ng — 80 ng para realizar

la PCR de las muestras que se evaluaron.

Los primers disefiados fueron especificos para la identificacion de los SNPs, con estos
se llevé a cabo la amplificacién de los fragmentos especificos para la identificacion de
cada SNP (figuras 3 a 6).

4 N\ e
MR LB N SR MNP U
1000ph —pet N
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100 38 200—>
50 —» 00—t o ~ «4—101pb
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Figura 3: Gel de agarosa al 1.5% para la
amplificacion del SNP G530A para Bos
taurus, MP) marcador de peso, B) Blanco,
1-5) Muestras 1 a 5.

[52]

Figura 4: Gel de agarosa al 1.5% para la
amplificaciéon del SNP C357G para Bos
taurus, MP) marcador de peso, B) Blanco,
1 - 5) Muestras 1 a 5.
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Figura 5. Gel de agarosa al 1.5% para la
amplificacion del SNP G1795A para Bos
taurus, MP) marcador de peso, B) Blanco,
1 —5) Muestras 1 a 5.

Figura 6: Gel de agarosa al 1.5% para la
amplificacién del SNP G1181A para Bos
taurus, MP) marcador de peso, B) Blanco,
1-5) Muestras 1 a 5.

Las figuras anteriores muestran la obtencién de amplificados de cada SNP para el

grupo genético Bos taurus, de igual manera para los grupos genéticos Bos indicus y Bos

taurus

X Bos indicus se obtuvieron amplificados definidos, la definicion de los

amplificados indico que la concentracion de ADN obtenida era adecuada, esta

concentracion fue corroborada a través de nano espectofotometria con el equipo

NanoDrop ND-100 UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,

DE) obtenido

concentraciones por arriba de 1000 ng, esto confirmé que el ADN fue suficiente para

llevar a cabo posteriormente la digestion enzimatica que permitié la genotipificacion de

los SNPs en estudio.

3.6 Genotipificacon de SNPs

SNP G530A (calpaina)

Para el caso SNP G530A del gen de calpaina el analisis de genotipificacion evidencio

la presencia del genotipo AA, el cual ha sido asociado a la terneza de la carne, en una

sola muestra perteneciente al grupo genético Bos taurus (figura 7).
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Figura 7: Gel de acrilamida:bis al 12% para la evaluacion del RFLP para SNP G530A en el grupo
genético Bos taurus, MP) marcador de peso, C*') control positivo para genotipo GA
(heterocigoto), C*?) Control positivo para genotipo GG (Ancestral) 1) Muestra 13, 2) Muestra 14,
3) Muestra 15, 4) Muestra 16, 5) Muestra 17, 6) Muestra 18.

En la figura 7 se puede observar que en la muestra 18 (carril 6) tras la digestion
enzimatica se obtuvo el patron de corte que corresponde al genotipo AA (83pb, 36pb, y
23pb). Después de analizar todas las muestras por RFLP se contabilizaron los genotipos
obtenidos por grupo genético y se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas de

acuerdo a Iniesta et al. (2005).

Los resultados obtenidos (Tabla 10) mostraron que el genotipo AA se presento con
muy baja frecuencia (3.2%), autores como Casas et al. (2006), Van Eenennaam et al.
(2007), Allais et al. (2011) y Li et al. (2010) han reportado asociacion del el genotipo AA
con mayor terneza, en este estudio este genotipo solo fue detectado en una muestra
correspondiente al grupo genético Bos taurus, mientras que el genotipo GG fue detectado
en todos los grupos genéticos, y presentd mayor frecuencia en el grupo genético Bos
indicus (89.7%). Por otro lado, el genotipo heterocigoto (AG), también fue detectado en
los tres grupos genéticos, mostrando mayor frecuencia en el grupo Bos taurus x Bos
indicus (36.7%). Con respecto las frecuencias alélicas, el alelo A tuvo menor frecuencia
debido a que no se identific6 en dos de los tres grupos genéticos, lo cual limita su
asociacion a la caracteristica de terneza, por lo anterior esté genotipo fue descartado

para el posterior analisis de asociacion con la terneza.
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Tabla 10. Frecuencias genatipicas y alélicas obtenidas para el SNP G530A.

_ Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Grupo Genético
AA GG AG A G
Bos taurus (31) 0.032 0.774 0.194 0.13 0.87
Bos indicus (29) -- 0.897 0.103 0.05 0.95
Bos taurus x Bos indicus (30) -- 0.633 0.367 0.18 0.82

Entre paréntesis se muestran el nimero de individuos de cada grupo genético

En todos los SNPs se realizd una prueba de dependencia entre los grupos genéticos
y las frecuencias de los genotipos mediante una prueba Chi — cuadrada, para el caso del
SNP G530A se obtuvo un valor de p = 0.053, lo que sugiere que no existe una relacion
de la frecuencia de los genotipos con el grupo genético, demostrando que este marcador
en la poblacion estudiada no resulto caracteristico de ninguin grupo genético.

SNP C357G (calpastatina)

Para el SNP C357G el genotipo GG fue detectado en todos los grupos genéticos, la

figura 8 muestra la deteccion de este genotipo en dos muestras del grupo genético Bos

indicus.
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Figura 8: Gel de acrilamida:bis al 12% para la evaluacion de RFLP para el SNP C357G para el
grupo genético Bos indicus, MP) marcador de peso, 1) control positivo para genotipo CC, 2)
Muestra 8, 3) Muestra 9, 4) Muestra 10, 5) Muestra 11, 6) Muestra 12.
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En la figura 8 se observé que las muestras de los carriles 3 y 6 son las que presentaron
el patron de corte caracteristico del genotipo GG (55 pb y 46 pb), el resto de las muestras
en el gel presentaron el patrén de corte correspondientes al genotipo ancestral CC (46
pb, 32 pb y 23pb). Ademas de estas dos muestras con genotipo GG en dos muestras

mas (19 y 22) se detectd este genotipo en el grupo genético Bos indicus.

Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas para el SNP C357G.

. Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Grupo Genético
GG CC GC G C
Bos taurus (31) 0.065 0.548 0.387 0.26 0.74
Bos indicus (29) 0.138 0.759 0.103 0.19 0.81
Bos taurus x Bos indicus (30)  0.033 0.833 0.133 0.10 0.90

Entre paréntesis se muestran el numero de individuos de cada grupo genético

En cuanto a las frecuencias genotipicas y alélicas (tabla 11), los resultados mostraron
que la mayor frecuencia para el genotipo GG corresponde al grupo genético Bos indicus
(13.8%), seguido del grupo genético Bos taurus donde se tuvo 6.5% de este genotipo, el
grupo genético Bos taurus x Bos indicus fue donde la frecuencia del genotipo GG fue
menor (3.3%). Por otro lado, las frecuencias alélicas senalan la predominancia del alelo
C, siendo el grupo genético Bos taurus donde se present6 la mayor frecuencia de este
(0.26). Sin embargo, cuando los resultados se analizaron por medio de una prueba de
Chi — cuadrada, esta frecuencia no resulto significativa con relacion a los otros grupos
genéticos (p = 0.067 > 0.05), por lo que este SNP no puede ser asociado a un grupo

genético en particular.

SNP G1795A (miopaladina)

El andlisis de genaotipificacion para el SNP G1795A permitio la identificacién de los
tres genotipos en los todos los grupos genéticos estudiados, el genotipo correspondiente
a la variante genética (AA) fue identificado en menor proporcion, la figura 9 muestra los
resultados, de acuerdo al patron de corte correspondiente, para la deteccion de este
genotipo, en el grupo genético Bos indicus.
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Figura 9: Gel de acrilamida:bis al 12% para la evaluacion de RFLP para el SNP G1795A en
el grupo genético Bos indicus, MP) marcador de peso, C*') control positivo para genotipo GG,
C*2) Control positivo para genotipo AA, 1) Muestra 16, 2) Muestra 17, 3) Muestra 18, 4) Muestra
19, 5) Muestra 20, 6) Muestra 21.

El genotipo AA fue el que presentd mayor frecuencia en el grupo genético Bos
indicus, ademas de la muestra 21 (figura 9) este genotipo fue detectado en 7 muestras
mas (muestras 1, 6, 10, 11, 27, 29 y 30)

Las muestras obtenidas de cada genotipo se contabilizaron por grupo genético para
realizar el calculo de las frecuencias genotipicas y alélicas para realizar el analisis

correspondiente (tabla 12).

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas para el SNP G1795A.

_ Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Grupo Genético
AA GG AG A G
Bos taurus (31) 0.226 0.258 0.516 0.48 0.52
Bos indicus (29) 0.310 0.138 0.552 0.59 0.41
Bos taurus x Bos indicus (30)  0.167 0.200 0.633 0.48 0.52

Entre paréntesis se muestran el nimero de individuos de cada grupo genético
El genotipo AA fue el que presento una menor frecuencia para los tres grupos

genéticos, de igual forma la frecuencia del alelo A asociado a la terneza fue menor
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comparada con la del alelo G, la frecuencia del alelo A detectada va de 48% a 59%,
mientras que la del alelo G fue de 41% a 52%. Un estudio previo realizado por Jiao et al.
(2010), en ganado europeo reporto frecuencias alélicas para el alelo A que van de 39.77%
hasta el 73.58%, mientras que las frecuencias alélicas G fueron de 26.42% a 60.2%,
estos resultados establecian que la baja frecuencia alélica de G pareciera estar
relacionada con las caracteristicas fenotipicas manifiestas y con la calidad de la carne en
ganado, asi como también lo ha sido en cerdos. Sin embargo, en este estudio la mayor
frecuencia del genotipo AA se detectd en el grupo genético Bos indicus (31.1%), de
acuerdo al a la prueba de Chi — cuadrada la frecuencia de los genotipos de este SNP no
tiene relacién con el grupo genético (p = 0.5946 > 0.05), lo cual demuestra que el
marcador no es caracteristico en la poblacion estudiada del grupo genético Bos taurus,
contario a lo sugerido por Jiao et al. (2010). Esta diferencia de resultados puede atribuirse
a factores como la variabilidad propia que se experimenta dentro de una poblacién bajo
condiciones especificas lo cual puede repercutir en la segregaciéon del SNP.

SNP G1181A (PPARGCI1A)

En la genotipificacion del SNP G1181A se detect6 solo en tres muestras el genotipo
AA, las cuales correspondieron a individuos del grupo genético Bos indicus, la figura 10
muestra la identificacion de este genotipo a través del patrén de corte correspondiente

(255 pb) para una de las tres muestras detectadas (muestra 7).
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Figura 10: Gel de acrilamida:bis al 12% para la evaluacion de RFLP para el SNP G1181A en
el grupo genético Bos indicus, MP) marcador de peso, C*!) control positivo para genotipo GG,
C*2) Control positivo para genotipo GA, 1) Muestra 1, 2) Muestra 2, 3) Muestra 3, 4) Muestra 4,
5) Muestra 5, 6) Muestra 6, 7) Muestra 7.

Las muestras obtenidas de cada genotipo se contabilizaron para realizar el calculo
de las frecuencias genotipicas y alélicas para su posterior analisis, las frecuencias

alélicas obtenidas se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 13. Frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas para el SNP G1181A.

. Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Grupo Genético
AA GG AG A G
Bos taurus (31) -- 0.516 0.484 0.24 0.76
Bos indicus (29) 0.103 0.414 0.483 0.34 0.66
Bos taurus x Bos indicus (30) -- 0.633 0.367 0.18 0.82

Entre paréntesis se muestran el numero de individuos de cada grupo genético

Los resultados obtenidos mostraron que la frecuencia mas baja correspondi6 al
genotipo AA (10.3%), mientras que el genotipo predominante fue el GG, la superioridad
de la presencia del alelo G fue notable obteniendo frecuencias de 82% a 66%, comparado

con el alelo A (34% a 18%), es importante mencionar que el genotipo AA sélo fue
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identificado en el grupo genético Bos indicus, registrandose también una mayor
frecuencia del alelo A en este grupo genético (34%), esto es consistente con los
resultados obtenidos por Soria et al. (2009), quienes determinaron que el genotipo AA
podria considerarse exclusivo para las razas Bos indicus, ya que en su estudio este
genotipo no fe detectado en ganado Bos taurus (Angus), de igual manera reportaron
predominancia del alelo G sobre el alelo A, ellos detectaron este alelo en ganado Bos
indicus, reportando frecuencias desde 40% a 15.9% para toros Brahman, Nelore y
Brangus. La presunta exclusividad de este SNP podria justificar las diferencias en la
composicién corporal y los rasgos de calidad de la carne entre las razas Bos taurus y Bos
indicus, sin embargo, de acuerdo al analisis por Chi — cuadrada que se realiz6 en este
estudio, se obtuvo que la frecuencia de los genotipos de este SNP no esta relacionada
con el grupo genético (p = 0.0816 > 0.05), es decir que la aparicion de los genotipos no

depende del grupo genético.

3.7 Analisis del efecto de los SNPs sobre la terneza

Para el analisis de asociacion de los SNPs con la terneza se calcularon las frecuencias
genotipicas y alélicas en la poblacién total estudiada, ademas se realizé la prueba de
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), la cual determina qué frecuencias deben observarse
en la poblacion para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los alelos (Iniesta et

al., 2005), estos resultados se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Frecuencias genotipicas y alélicas para los SNPs.

. Frecuencia Frecuencia Equilibrio
SNP Genotipo N genotipica Alelo Alélica HW

AA 1 0.011 A 0.122
G530A

GG 69 0.767 o
calpaina

AG 20 0.222 G 0.878

GG 7 0.078 G 0.183
C357G

CcC 64 0.711 NE
calpastatina

GC 19 0.211 C 0.817

AA 21 0.233 A 0.517
G1795A

GG 18 0.200 **
miopaladina

AG 51 0.567 G 0.483

AA 3 0.033 A 0.256
G1181A

GG 47 0.522 *
PPARGCla

AG 40 0.444 G 0.744

** n > 0.05 estan en equilibrio de HW, NE (no equilibrio de HW).

En la tabla 14, se observé que el equilibrio de Hardy-Weinberg no se cumplié solo

para el SNP de calpastatina (C357G), esto podria deberse a la presencia de diferentes

causas que estan modificando el equilibrio génico, las frecuencias genotipicas para un

gen se pueden ver afectadas por diferentes fuerzas evolutivas como; mutacion, deriva

genética, seleccion natural, seleccién dirigida de rasgos fenotipicos de produccion,

migracion, las cuales pueden aumentar la diferenciacion genética de las poblaciones
(Eguiarte et al., 2013).

Los resultados de la aplicacién del modelo propuesto, en donde se analiz6 el efecto

sobre la terneza de los genotipos de cada SNP se muestran a continuacion (los

resultados de la genotipificacion completa de cada SNP se localizan en el anexo E).
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Efecto del SNP G530A (calpaina)

El polimorfismo CAPN530 en el gen CAPN1 provoca un cambio de adenosina por
guanina en el codon 530 (GTC/ATC) del dominio Il de la enzima p-calpaina, dando como
consecuencia el cambio de un aminoacido, valina por isoleucina, esta alteracion es
relativamente conservada, aunque puede cambiar la estabilidad de la proteina y su
ensamblaje, lo que podria afectar su actividad proteolitica, por lo anterior el SNP G530A

se le ha asociado fuertemente con la terneza (Page et al., 2002; Curi et al., 2009).

En este trabajo el analisis del efecto del genotipo del SNP G530A sobre la terneza

demostré que no existe asociacion del genotipo con este rasgo (p > 0.05) (tabla 15).

Tabla 15. Efecto del SNP G530A sobre la fuerza de corte Warner-Bratzler (WBSF) en carne

bovina.
. WBSF (kg)
Genotipo N Media + ESM
AA - -
GG 69 6.4633 + 0.072 @
AG 20 6.2780 + 0.163 @

Literales iguales indican que no existen diferencias significativas (p > 0.05)

Los autores Casas et al., (2006), Van Eenennaam et al. (2007), Allais et al. (2011) y
Li et al., (2010), reportaron que el SNP G530A, en los individuos con genotipo AA
presentaron carne mas blanda al compararlos con animales con genotipos AG y GG. En
el presente trabajo el genotipo AA manifestd una muy baja frecuencia ya que soélo se
identificé en un animal del grupo genético Bos taurus, mientras que el genotipo GG fue
el predominante para todos los grupos genéticos, estos resultados son consistentes con
los observados por Casas et al. (2005), quienes reportaron la ausencia del alelo A en
animales Bos indicus. Por otro lado, Curi et al. (2009), mencionaron que no existia una
asociacion del SNP G530A con la terneza en diferentes grupos genéticos al encontrar
una muy baja frecuencia del genotipo AA y la predominancia del genotipo GG, de la

misma forma nosotros no encontramos una asociacion significativa de este SNP (p =
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0.537 > 0.05) con la terneza debido a que los valores de terneza obtenidos para los
genotipos GG y AG fueron similares (6.4633 kg y 6.2780 kg).

Efecto del SNP C357G (calpastatina)

En la actualidad, se han reportado 933 SNPs en calpastatina para bovinos (Lenis et
al., 2018), algunos de los cuales se han asociado significativamente con la variabilidad
en la terneza de la carne bovina (Motter et al., 2009; Chung y Davis, 2012). Sin embargo,
existen pocos estudios sobre las variaciones de secuencias o cambios en las regiones
reguladoras potenciales que pudieran explicar las diferencias fenotipicas en la calidad de
la carne (Juszczuk et al., 2009), por lo que en este estudio se analiz6 el SNP C57G,

localizado en el exén 1u, asociado al promotor .

De acuerdo a los resultados obtenidos mostrados en la tabla 16, el efecto del SNP

C357G sobre la terneza resulto no ser significativo (p > 0.05).

Tabla 16. Efecto del SNP C357G sobre la fuerza de corte Warner-Bratzler (WBSF) en carne

bovina.

. WBSF (k
Genotipo N Media J_r(Eg%\/l
GG 7 6.603 +0.186 @
CcC 64 6.441 £ 0.0752
GC 19 6.228 £+ 0.180 @

Literales iguales indican que no existen diferencias significativas (p > 0.05)

El SNP C537G fue analizado por Juszczuk et al. (2009) junto con otros siete nuevos
polimorfismos localizados en el exén 1u, estos polimorfismos fueron detectados como
haplotipos en bovinos de seis grupos genéticos europeos (Bos taurus), presentando
frecuencias de 0.55 a 0.39, estos resultados sugirieron que estos polimorfismos podrian
ser asociados de manera individual con rasgos de interés econdmico de la carne como
la terneza, en este trabajo se analiz6 la presencia del SNP C537G no solo en ganado
Bos taurus, sino también en ganado Bos indicus y la cruza de estos, sin embargo, para

el caso de la poblacion analizada el efecto de este SNP sobre la terneza no fue
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significativo (p = 0.989 > 0.05), estos resultados sugieren de manera preliminar que aun
cuando este SNP se localiza en una region importante asociada con la regulacion de
expresion genética la sustitucion que se da no afecta de forma determinante a la
expresion de la calpastatina para poder repercutir directamente sobre el fenotipo de la

terneza.

Efecto del SNP G1795A (miopaladina)

La interaccion demostrada del gen de miopaladina con la proteina cardiaca de
repetidos de anquirina (CARP), desarrolla un importante papel en cuanto a la irrupcién
de los componentes sarcoméricos, debido a una sobre expresiéon de la region de unién
CARP con miopaladina (Knéll et al., 2002), la afectacidon de la conformacion sarcomérica
repercute sobre rasgos de calidad de importancia, es por esto que el SNP G1795A se le
ha asociado significativamente con el area del ojo del lomo y la capacidad de retencién

de agua y la terneza.

En este estudio se evalud el efecto de los genotipos del SNP G1795A sobre la terneza
(tabla 17), de acuerdo con el andlisis realizado se demostré que este SNP no influye en
la terneza (p > 0.05).

Tabla 17. Efecto del SNP G1795A sobre la fuerza de corte Warner-Bratzler (WBSF) en carne
bovina.

. WBSF (k

Genotipo N Media i(Eg%\/I
AA 21 6.371 +0.1352
GG 18 6.540 + 0.1492
AG 51 6.378 + 0.0922

Literales iguales indican que no existen diferencias significativas (p > 0.05)

Los resultados de Jiao et al. (2010), en donde analizaron este SNP en 7 grupos
raciales de ganado Bos taurus, sugieren que el genotipo AA podria considerarse
determinante en las caracteristicas de calidad de interés en particular en el area del ojo
y la retencion de agua, ademas de estar relacionado con el grupo genético Bos taurus ya

gue las frecuencia de este genotipo fue la mas alta en la poblacién estudiada, con relacién
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a la terneza se obtuvieron resultados poco concluyentes, debido a que el valor de la
terneza para el genotipo GG fue ligeramente menor (1.67kg) comparado con el valor del
genotipo AA (1.84kg), estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de la evaluacion

de este SNP en diferentes poblaciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron mayor frecuencia del genotipo
heterocigoto AG (0.567), seguido del genotipo AA (0.233), es importante sefialar que el
genotipo AA tuvo mayor frecuencia en el grupo genético Bos indicus, por lo que en la
poblacion estudiada se descarta que este genotipo pueda considerarse como
caracteristico del ganado Bos taurus. De acuerdo con la evaluacion del efecto del SNP
sobre la terneza el andlisis estadistico demostré que no existe asociacién con este SNP
(p = 0.395), debido a que los valores medios de la terneza obtenidos para cada genotipo
fueron muy similares (AA =6.371kg, GG =6.540 kg AG = 6.378 kg).

Efecto del SNP G1181A (PPARGC1A)

Las diferentes funciones del gen PPARGC1A, como la regulacién del metabolismo de
la energia oxidativa en el masculo esquelético, sugieren una influencia potencial sobre la
terneza ya que el SNP G1181A, provoca la sustitucion del aminoacido serina por

asparagina, lo cual interrumpe un sitio de fosforilacién de la caseina kinasa Il.

De acuerdo a lo resultados obtenidos de la evaluacion del efecto fijo de los genotipos
del SNP G1181A (tabla 18), se establecié que este SNP no repercute sobre la terneza (p
> 0.05).

Tabla 18. Efecto del SNP G1181A sobre la fuerza de corte Warner-Bratzler (WBSF) en carne

bovina.

. WBSF (k

Genotipo N Media i(Eg%\/I
AA 3 6.890 + 0.040°
GG 47 6.401 +0.110°
AG 40 6.384 + 0.088*

Literales iguales indican que no existen diferencias significativas (p > 0.05)
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Los resultados obtenidos mostraron que el genotipo AA fue el que menor presencia
tuvo en la poblacion estudiada representando solo el 3.3%, el cual solo fue identificado
en el grupo genético Bos indicus, lo que concide con el reporte de Soria et al. (2009), el
valor de la terneza promedio (6.890 kg) determinado para este genotipo fue mayor
alrededor de 500gr comprado con los valores determinados para los genotipos GG
(6.401 kg) y AG (6.384 kg), sin embargo, de acuerdo al andlisis estadistico esta diferencia
de la terneza no es estadisticamente significativa (p = 0.803 > 0.05), por lo que a pesar
de la sugerencia de Soria et al. (2009), este SNP no puede considerarse en el caso de la
poblacion estudiada como un marcador candidato para su inclusion en un panel de
predictores de la terneza, esta no asociacion se puede atribuir en parte a que la region

donde se sitGa este polimorfismo es una regidon no conservada entre grupos.

3.8 Efecto de la sustitucion alélica de los SNPs G530A (calpaina), C357G
(calpastatina), G1795A (miopaladina) y G1181A (PPARGC1A) sobre la terneza

Los resultados del analisis de regresion lineal entre los alelos de cada SNP y las
variaciones de la terneza se muestran en la tabla 19. De acuerdo con el valor de 1, la
terneza se incrementa 0.261 kg con la presencia del alelo A para el SNP G530A, de igual
forma para el SNP G1181A la presencia del alelo A incrementa la terneza 0.091kg.
Mientras que para los SNPs C357G y G1795A los alelos de la variante genética
repercutieron en una disminucion de la terneza de 0.021kg y 0.081k, respectivamente. El
analisis estadistico mostrd que para todos los SNPs el efecto de la sustitucion alélica no
fue significativo (p > 0.05), estos resultados sugieren que la presencia del alelo de la
variante genética no tiene un efecto sobre la terneza de la carne de la poblacion

analizada.
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Tabla 19. Efecto de la sustitucién alélica de cada SNP sobre sobre la fuerza de corte Warner-
Bratzler; | (intercepto), B1 (coeficiente de regresion entre los genotipos de los diferentes SNPs y
la fuerza de corte).

G530A

(calpaina) 6.473 0.261 0.079
C357G 6.417 0.021 0847
(calpastatina)

G1795A 6.493 0.081 045
(miopaladina)

G1181A

(PPARGC1a) 2363 0091 0.452
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CONCLUSIONES

Los SNPs que fueron analizados en el presente trabajo no confirman la asociacion
descrita previamente con el rasgo de la terneza, la divergencia de los resultados
obtenidos podria tener relacién con los efectos ambientales y genéticos diferenciales,
entre otros, lo cual puede repercutir incluso con marcadores directos dentro de una raza.
Este desacuerdo también podria deberse a diferencias en la fase de enlace entre los
marcadores y el locus de rasgos cuantitativos (QTL), en interacciones epistaticas que
afectan el gen candidato y en la magnitud del efecto del gen candidato sobre el fenotipo.

Los resultados obtenidos en esta investigacion refuerzan la necesidad de la validacion
de SNPs propuestos para la seleccidn asistida por marcadores sobre rasgos de calidad
en el ganado bovino, es importante sefalar que la eficiencia de estos SNPs se ve
afectada posiblemente por la gran variacion entre razas existentes en las diferentes
poblaciones, ya que en cada region existe una mezcla distinta de razas en los animales,
aunado al nulo o deficiente registro de parametros tanto productivos como reproductivos,
lo cual dificulta tener una vision clara de lo que ocurre en las explotaciones ganaderas, lo
que indica la necesidad de llevar a cabo un analisis de validacion de los SNPs de interés
en cada unidad productiva, la informaciébn gendmica y el uso de algunas de sus
herramientas como la PCR y las enzimas de restriccidbn para la genotipificacion, se
pueden usar como un complemento con la informacién genealdgica e informacion
fenotipica de los animales, con el objetivo de poder introducir de manera favorable estos
polimorfismos mediante programas de manejo asistido por marcadores que acompafien
a los métodos tradicionales de seleccibn y cruzamiento y asi mejorar asi las
caracteristicas de importancia econémica como la terneza, con lo cual se busca el

beneficio a los productores de ganado y el incremento de la calidad de sus productos.
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ANEXOS

Anexo A. pH
Tabla Al: Valores de pH determinados a las 24 horas post- mortem.
Bos taurus Bos indicus Bos taurus x Bos indicus
ID No. ID No. ID No.
Muestra | Canal | pH1 [ pH2 | Media | Muestra| Canal | pH1 | pH2 | Media |Muestra| Canal | pH1 | ph2 | Media

241 543 |5.44| 5.44 2 247 553 | 5.6 | 5.565 1 244 5.62 |5.61| 5.62
2 242 | 550 [5.53 | 5.52 3 259 5.58 [5.56 | 5.57 2 256 5.58 |5.56 | 5.57
3 243 [ 557 [ 5.6 [ 5.59 4 264 554 [5.54| 5.54 3 257 5.55 [5.56 [ 5.56
4 246 | 5.46 [5.47| 5.47 6 266 5.45 [5.46 | 5.455 4 262 5.57 [5.56 | 5.57
5 250 [5.50( 55| 5.50 7 270 5.52 [5.54| 5.53 5 265 5.55 [5.53| 5.54
6 252 [ 5.45 (548 5.47 9 275 556 [ 5.6 | 5.58 6 273 542 [5.44 | 5.43
7 260 | 5.57 [5.52| 5.55 10 276 5.57 [5.58 | 5.575 7 278 5.56 [5.58 | 5.57
8 263 [ 554 |56 | 557 11 280 5.43 [5.44 | 5.435 8 283 5.54 [5.56 | 5.55
9 268 [ 5.46 [5.49| 5.48 12 51 5.5 |5.48| 5.49 9 258 5.50 [5.50 | 5.50
10 269 | 5.54 [554| 554 13 52 556 [ 55 | 5.53 10 255 5.64 [5.63| 5.64
11 271 | 5.50 [5.56 | 5.53 14 56 5.57 [5.56 | 5.565 11 254 5.46 [5.45| 5.46
12 272 [ 556 | 5.6 [ 5.58 16 63 5.53 [5.55| 5.54 12 253 5.58 [5.57 | 5.57
13 277 | 5.55 [5.53| 5.54 17 70 5.59 [5.58 | 5.585 13 251 542 [5.44 | 5.43
14 279 5.60 | 5.6 5.60 18 76 547 | 5.48 | 5.475 14 248 551 |1549| 5.50
15 281 [ 5.54 [5.56| 5.55 19 77 5.53 [5.52 | 5.525 15 261 5.56 [5.57 | 5.57
16 282 | 5.57 [5.55| 5.56 21 80 5.5 |552| 551 16 54 5.42 [5.43| 5.43
17 249 | 556 [5.56| 5.56 22 83 5.6 |5.62| 5.61 17 59 5.54 [5.56 | 5.55
18 49 5.48 [5.48 | 5.48 23 85 5.49 [ 5.5 | 5.495 18 60 5.56 [5.53 | 5.55
19 53 5.56 | 555 5.56 24 87 5.67 | 5.68 | 5.675 19 61 551 [ 55 | 551
20 55 557 | 5,5 | 5.54 25 93 5.6 |5.59[ 5.595 20 65 5.54 |5.58 | 5.56
21 58 5.53 [5.58 | 5.56 26 98 5.48 [5.49 | 5.485 21 66 5.48 [5.47 | 5.48
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22 62 5.56 [ 5.59 | 5.58 27 99 5.64 [5.65| 5.645 22 68 5.57 [5.58 | 5.58
24 67 5.49 [5.51 | 5.50 28 100 5.52 [5.53 | 5.525 23 72 5.58 [5.58 | 5.58
27 81 547 |5.45| 5.46 29 105 5.56 [ 5.5 5.53 24 73 5.57 [5.55| b5.56
29 96 5.42 [5.44 | 5.43 30 80 5.45 [5.42 | 5.435 25 74 5.57 [5.56 | 5.57
30 86 5.58 [ 5.58 | 5.58 23bt 64 5.52 [5.55| 5.535 26 79 549 [ 5.5 5.50
1bi 245 | 5,57 [5.58 | 5.58 25bt 69 5.55 [5.53| 5.54 27 82 5.62 [5.60| 5.61
5bi 267 | 5.51 [5.54| 5.53 26bt 71 5.63 [5.62 | 5.625 28 88 543 [5.42 | 5.43
8hi 274 | 5.56 [5.58| 5.57 26bt 84 5,59 [ 5.6 | 5.595 29 92 5.57 [5.58 | 5.58
15bi 57 5.49 [5.51 | 5.50 30 102 5.55 [5.54 | 5.55
20bi 78 5.44 [ 5.45 5.45 31

Media 5.526 | Media 5.543 | Media 5.535

Desviacion estandar 0.049 | Desviacion estandar 0.059 | Desviacion estandar 0.058

Coeficiente de variacion (%) 0.9 ] Coeficiente de variacion (%) 1.1] Coeficiente de variaciéon (%) 1.0
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Tabla A2: Valores de pH determinados 1 dias post- descongelacion.

Bos taurus Bos indicus Bos taurus x Bos indicus

Mucstra | canal [ PHL | PH2 | PH3 [Media | \yyecira | canat | PHL | PH2 | PH3 | Medial \yogira | cana | PHL [ PHZ| pH3 |Media
241 | 5.72|5.73| 5.72| 5.72 2 247 5.60( 5.61]| 5.60| 5.60 244 5.75(5.74| 5.75| 5.75

2 242 |[5.63[5.62| 5.63| 5.63 3 259 5.82| 5.83| 5.82| 5.82 2 256 5.56| 5.55| 5.56| 5.56
3 243 | 5.45(5.46| 5.45| 5.45 4 264 5.40( 5.42]| 5.40| 5.41 3 257 5.64| 5.66| 5.64| 5.65
4 246 [ 5.66[5.66[ 5.66| 5.66 6 266 5.62| 5.63| 5.62| 5.62 4 262 5.57| 5.55| 5.57| 5.56
5 250 |[5.73|5.72[5.73| 5.73 7 270 5.64| 5.63| 5.64| 5.64 5 265 5.58| 5.59| 5.58| 5.58
6 252 [5.62|5.64[5.62| 5.63 9 275 5.60| 5.63| 5.60| 5.61 6 273 5.45| 5.46| 5.45| 5.45
7 260 | 5.47|5.46| 5.47| 5.47 10 276 5.56| 5.55| 5.56| 5.56 7 278 5.83] 5.82| 5.83| 5.83
8 263 [5.80(5.78[ 5.80| 5.79 11 280 5.57| 5.57| 5.57| 5.57 8 283 5.66| 5.68| 5.66| 5.67
9 268 [ 5.52|5.50[5.52| 5.51 12 51 5.59| 5.57| 5.59| 5.58 9 258 5.60| 5.62| 5.60| 5.61
10 269 [5.37(5.36[5.37| 5.37 13 52 5.57| 5.59| 5.57| 5.58 10 255 544|542 5.44| 5.43
11 271 [5.63[5.62[5.63| 5.63 14 56 5.76| 5.75| 5.76| 5.76 11 254 5.88| 5.89| 5.88| 5.88
12 272 | 5.78| 5.77| 5.78 5.78 16 63 558] 5.54| 5.58| 5.57 12 253 570 5.71 5.70 5.70
13 277 | 5.48] 5.47| 5.48 5.48 17 70 551]5.57] 5.51 5.53 13 251 5.76| 5.77 5.76 5.76
14 279 [5.76|5.74[ 5.76 | 5.75 18 76 5.70| 5.73| 5.70| 5.71 14 248 5.69| 5.70| 5.69| 5.69
15 281 [5.65[5.63| 5.65| 5.64 19 77 5.87| 5.86| 5.87| 5.87 15 261 5.53| 5.54| 5.53| 5.53
16 282 | 5.64|5.62]5.64| 5.63 21 80 5491 5.48] 5.49 5.49 16 54 570 5.71 5.70 5.70
17 249 |[5.58|5.56 [ 5.58| 5.57 22 83 5.42| 5.41| 5.42| 5.42 17 59 5.72| 5.73| 5.72| 5.72
18 49 |5.39]5.42]5.39|] 5.40 23 85 5.64| 5.65| 5.64| 5.64 18 60 5.57| 5.58| 5.57| 5.57
19 53 | 5.63]5.62| 5.63| 5.63 24 87 5.64| 5.66| 5.64| 5.65 19 61 5.64| 5.63| 5.64| 5.64
20 55 | 5.61]5.63|5.61| 5.62 25 93 5.71] 5.70| 5.71| 5.71 20 65 5.62| 5.60| 5.62| 5.61
21 58 | 5.82]5.85|5.82| 5.83 26 98 5.61| 5.62| 5.61| 5.61 21 66 5.61| 5.62| 5.61| 5.61
22 62 5711 5.72| 5.71 571 27 99 5.57] 5.58]| 5.57 5.57 22 68 5.64| 5.63 564 5.64
24 67 |5.82]5.83|5.82| 5.82 28 100 5.63| 5.60| 5.63| 5.62 23 72 5.72| 5.72| 5.72| 5.72
27 81 |5.65]|566|565| 5.65 29 105 5.58| 5.59| 5.58| 5.58 24 73 5.46| 5.45| 5.46| 5.46
29 96 5.64| 5.65| 5.64| 5.64 30 80 5711 5.72]| 5.71 571 25 74 5721 5.71 5.72 5.72
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30 86 566|5.64| 5.66| 5.65 23bt 64 5.70] 5.68| 5.70| 5.69 26 79 571]5.72| 571| 5.71
1bi 245 | 5.65| 5.64] 5.65| 5.65 25 bt 69 551]5.53|551| 5.52 27 82 5.62]5.63| 5.62| 5.62
5hi 267 | 5.68| 5.67]| 5.68| 5.68 26 bt 71 5.69]|5.71]| 5.69| 5.70 28 88 569|568 5.69| 5.69
8hi 274 | 559]5.61]5.59| 5.60 28 bt 84 576|5.78| 5.76 | 5.77 29 92 560]5.61| 5.60| 5.60
15bi 57 57215741 5.72| 5.73 30 102 564]5.63| 5.64| 5.64

20 bi 78 5.65| 5.66| 5.65| 5.65
Media 5.64 | Media 5.62 | Media 5.64
Desviacién estandar 0.116 | Desviacion estandar 0.107 | Desviacion estandar 0.103
2.052 1.898 1.819

Coeficiente de variacion (%)

Coeficiente de variacion (%)

Coeficiente de variacion (%)
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Anexo B. Color

Tabla B1: Valores de perfil de color (L, a*, b*) determinados a las 24 horas post- mortem.

Bos taurus Bos indicus Bos taurus x Bos indicus
Mulet)étra Cg(r)lél L a* b Mulgs.tra ngél L ar b* Mulet)étra ngél L ar b
1 241 43.65 | 19.46 | 18.56 2 247 40.04 | 21.03 | 16.02 244 41.07 | 19.01 | 16.02
2 242 40.25 | 19.84 | 17.00 3 259 37.19 | 19.32 | 13.32 2 256 39.03 | 20.02 | 15.67
3 243 36.4 17.37 | 14.34 4 264 42.03 | 22.45 | 17.88 3 257 38.05 | 18.65 | 14.65
4 246 40.16 | 19.65 | 15.76 6 266 38.07 | 19.67 | 17.02 4 262 43.54 | 20.65 | 18.00
5 250 44.38 | 20.05 | 17.00 7 270 40.94 19 16.04 5 265 49.01 17 16.34
6 252 44.42 | 21.87 | 19.54 9 275 39.85 | 18.17 | 14.76 6 273 43.23 | 19.87 | 16.32
7 260 41.65 | 23.65 | 18.67 10 276 37.9 16.34 | 13.01 7 278 37.02 | 18.65 | 15.76
8 263 35.4 15.63 | 12.03 11 280 41.45 | 20.01 | 17.00 8 283 38.65 | 17.76 | 14.51
9 268 41.44 | 20.04 | 16.32 12 51 41.47 | 21.35 | 18.21 9 258 42.13 | 22.45 | 17.32
10 269 40.07 | 19.32 | 15.34 13 52 42.7 19.34 | 16.54 10 255 43 19.78 | 17.12
11 271 40.04 19.3 14.23 14 56 40.56 | 18.05 | 16.76 11 254 37.02 | 21.01 | 16.00
12 272 40 17.89 13.21 16 63 41.17 22 17.87 12 253 37.06 19.56 | 15.76
13 277 41.4 18.11 | 16.32 17 70 43.02 | 20.89 | 18.76 13 251 37.98 | 21.32 | 16.21
14 279 40.71 | 21.03 | 16.98 18 76 38.57 | 18.01 | 14.01 14 248 42.06 | 19.32 | 16.11
15 281 40.7 17.98 15.23 19 77 41.13 15.12 14.15 15 261 36.6 19.04 | 14.22
16 282 42.32 22 16.98 21 80 40.05 | 18.87 | 15.59 16 54 32.89 | 19.21 | 14.47
17 249 42.89 | 17.34 | 15.23 22 83 40.03 | 16.34 | 14.68 17 59 36 17.11 | 14.04
18 49 41.78 21.65 17.79 23 85 48.46 19.31 17.98 18 60 40.05 22 18.41
19 53 45 19 16.94 24 87 36.02 19 14.01 19 61 37.23 | 18.34 | 16.32
20 55 40 19.12 | 15.74 25 93 41.06 | 20.12 | 16.87 20 65 36.69 | 17.76 | 13.76
21 58 38.07 | 21.95 | 15.24 26 98 42,79 | 18.47 | 14.56 21 66 44.67 | 20.05 | 18.21
22 62 39.02 | 17.23 | 14.56 27 99 4354 | 20.98 | 17.01 22 68 43.89 | 18.03 | 16.03
24 67 37.01 20 15.43 28 100 42,28 | 19.32 | 16.65 23 72 40.78 | 15.01 | 13.25
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27 81 | 3605 | 16.87 | 1285 | 29 105 | 4477 | 21.02 | 1720 | 24 73 | 4276 | 21.12 | 1831
29 96 | 4144 | 1754 | 1512 | 30 80 | 3900 | 17.76 | 1543 | 25 74 | 3922 | 21.54 | 15.64
30 86 | 37.06 | 16.34 | 1342 | 2a3pt 64 | 3703 | 17.82 | 1434 | 26 79 | 371 | 156 | 12.21
1bi 245 | 406 | 1743 | 1653 | 25 bt 69 39 | 1667 | 1387 | 27 82 | 4017 | 206 | 17.76
5bi 267 | 37.98 | 1901 | 14.87 | 26 bt 71 | 3773 | 17 | 1343 | 28 88 | 3604 | 18.32 | 1481
8bi 274 | 4226 | 1932 | 1498 | 28 bt 84 | 4334 | 1932 | 17.02 | 29 92 | 3812 | 17.18 | 16.00
150 57 | 3876 | 18 | 15.01 30 102 | 3954 | 16.21 | 13.02
20 bi 78 | 39.42 | 16.23 | 13.23

Media 40.333 | 19.039 | 15.627 | Media 40.734 | 19.060 | 15.862 | Media 39.687 | 19.072 | 15.742

gsetsél‘ggg:ré” 2.475 | 1.926 | 1.760 eDsetsa\Qg;én 2638 | 1.790 | 1.666 Ssetsa‘;l'g;'ron 3361 | 1.872 | 1.613

Coeficientede | ¢ 145 | 10118 | 11.260 | COSTiCiente de 6.477 | 9.390 | 10502 |COCTicientede | g 4eq | 9818 | 10.249

variacion (%)

variacion (%)

variacion (%)
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Tabla B2: Valores promedio de perfil de color (L, a*, b*) determinados 1 dia post- descongelacion.

Bos taurus Bos indicus Bos taurus x Bos indicus
Mule?s;tra Clzgél L a* b Mulclajs:tra Cl;lgél L a* b Mulgétra Clzgél L a* b
1 241 44.68 17.84 | 17.25 2 247 39.94 | 18.88 | 15.55 1 244 40.37 | 17.34 | 14.86
2 242 40.36 18.16 | 15.59 3 259 37.94 | 16.19 | 12.38 2 256 39.24 | 17.84 | 1451
3 243 37.4 15.23 | 13.49 4 264 41.29 | 20.33 | 16.72 3 257 37.95 | 16.54 | 13.35
4 246 39.81 17.32 | 14.69 6 266 38.09 | 17.96 | 15.26 4 262 44,61 | 1857 | 17.13
5 250 43.38 18.79 15.97 7 270 41.29 17.77 15.20 5 265 48.41 15.12 | 15.09
6 252 45.28 20.71 18.34 9 275 39.55 15.91 13.02 6 273 42.74 17.69 | 15.43
7 260 40.77 20.92 | 17.59 10 276 36.97 | 1456 | 11.86 7 278 38.98 | 16.88 | 14.46
8 263 36.4 12.46 | 10.66 11 280 42.16 | 17.48 | 16.09 8 283 37.97 | 15.35 | 13.48
9 268 40.53 19.3 15.65 12 51 43.47 | 18.19 | 16.74 9 258 41.45 | 20.09 | 16.53
10 269 40.07 17.6 14.66 13 52 40.58 | 16.98 | 15.01 10 255 43.9 17.26 | 15.94
11 271 41.04 16.8 13.09 14 56 40.76 16.89 15.10 11 254 36.61 18.24 | 14.55
12 272 40 15.3 12.07 16 63 4291 | 19.24 | 17.16 12 253 38.38 | 17.84 | 14.59
13 277 41.94 16.68 | 15.42 17 70 42.53 18.6 17.25 13 251 38.19 | 18.44 | 14.52
14 279 41.71 18.76 16.00 18 76 38.87 15.22 12.95 14 248 41.53 17.68 | 15.00
15 281 40.9 16.72 14.14 19 77 42.31 13.04 13.28 15 261 36.6 17.5 13.01
16 282 42.13 19.55 | 16.76 21 80 39.52 | 16.64 | 14.67 16 54 32.25 | 16.77 | 13.56
17 249 43.63 14.98 14.36 22 83 40.69 14.11 13.45 17 59 36.4 1459 | 12.76
18 49 41.81 18.86 16.62 23 85 50.46 16.1 17.01 18 60 39.47 19.59 | 17.11
19 53 45.29 16.8 16.35 24 87 36.83 | 16.29 | 12.66 19 61 38.07 | 16.08 | 15.79
20 55 39.17 16.78 14.87 25 93 41.06 17.36 15.57 20 65 37.06 15.95 | 12.49
21 58 37.07 19.47 | 14.38 26 98 40.29 | 16.11 | 13.28 21 66 44.49 | 17.94 | 16.91
22 62 39.34 14.56 | 13.80 27 99 42,22 | 17.15 | 15.16 22 68 43.46 | 15.76 | 14.82
24 67 36.91 18.08 | 14.11 28 100 42.02 | 17.15 | 15.25 23 72 40.81 | 12.39 | 11.93
27 81 37.39 14.49 12.30 29 105 4477 17.22 16.16 24 73 41.59 19.76 | 17.16
29 96 41.14 14.93 | 13.91 30 80 39.97 | 15.67 | 14.32 25 74 38.98 18.1 | 14.22
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30 86 | 36.77 | 1452 [ 1196 | 23pt 64 | 37.03 | 155 | 13.12 26 79 | 36.93 | 12.62 [ 11.16
1bi 245 41 16.63 | 15.26 | 25 pt 69 | 39.22 | 1424 | 1264 27 82 | 4181 | 1859 | 16.44
5bi 267 | 3761 | 1657 | 1341 | o6nt 71 | 38.97 | 13.00 | 12.22 28 88 | 36.98 | 16.14 | 13.79
8bi 274 | 4126 | 1691 | 1434 | ogpt 84 | 4223 | 17.85 | 15.63 29 92 | 37.00 | 15.06 | 14.90
15bi 57 | 39.76 | 15.11 | 1353 30 102 | 38.37 | 1361 | 12.19
20 bi 78 | 38.14 | 1416 | 12.14

Media 40.409 | 16.935 |14.604 |Media 40.826 | 16.611 | 14.645 |Media 39.690 | 16.844 | 14.589

g;g;'g;é” 2.476 | 2.050 | 1.797 E;Z‘;'gg'ré” 2.729 | 1.753 | 1.647 5;2‘;'3;‘5” 3.271 | 1.938 | 1.620

Coeficiente de 6.128 | 12.102 |12.308 | COCficiente de 6.685 | 10.556 | 11.243 |Coeficiente de 8.241 |11.504 |11.102

variacion (%)

variacion (%)

variacion (%)
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Anexo C. Fuerza de corte (WBFS)

Tabla C1: Valores promedio determinados de fuerza de corte 1 dia post- descongelacion.

Bos taurus Bos indicus Bos taurus x Bos indicus
ID. No. WBSF ID. No. WBSF ID. No. WBSF
Muestra Canal (kg) Muestra Canal (kg) Muestra Canal (kg)
1 241 6.469 2 247 6.712 1| 244 6.672
2 242 4.636 3 259 7.394 2| 256 6.200
3 243 6.422 4 264 5.465 3| 257 6.181
4 246 5.728 6 266 6.769 4| 262 6.387
5 250 4.591 7 270 6.935 5| 265 6.231
6 252 6.675 9 275 6.806 6| 273 6.487
7 260 7.122 10 276 6.736 7| 278 6.436
8 263 6.634 11 280 6.637 8| 283 7.008
9 268 6.012 12 51 6.265 9| 258 6.728
10 269 4.920 13 52 6.848 10| 255 6.489
11 271 5.733 14 56 7.468 11| 254 7.205
12 272 6.038 16 63 6.928 12| 253 6.703
13 277 5.990 17 70 7.093 13| 251 6.003
14 279 6.121 18 76 6.739 14| 248 6.088
15 281 6.541 19 77 7.411 15| 261 5.902
16 282 6.081 21 80 6.735 16 54 6.358
17 249 5.832 22 83 6.810 17 59 6.958
18 49 5.296 23 85 6.726 18 60 6.035
19 53 5.206 24 87 7.218 19 61 5.936
20 55 6.129 25 93 7.340 20 65 6.255
21 58 6.276 26 98 7.910 21 66 6.636
22 62 5.795 27 99 6.817 22 68 7.149
24 67 6.467 28 100 5.968 23 72 5.818
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27 81 5.644 29 105 6.572 24 73 5.648
29 96 5.527 30 80 6.970 25 74 6.753
30 86 6.351 23 bt 64 6.358 26 79 6.123
1bi 245 7.274 25bt 69 5.718 27 82 5.945
Sbi 267 6.587 26 bt 71 6.057 28 88 7.983
8 bi 274 7.354 28 bt 84 6.670 29 92 6.069
15 bi 57 6.718 30| 102 5.782
20bi 78 6.408
Media 6.083 | Media 6.861 | Media 6.406
Desviacion estandar 0.688 | Desviacion estandar 0.527 | Desviacion estandar 0.509
Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
variacion (%) 11.325 ] variacién (%) 7.796 | variacion (%) 7.959
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Anexo D. ADN

Tabla D1: Valores ajustados de concentracién de ADN.

Bos taurus Bos indicus Bos taurus x Bos indicus

Mule[;s.tra ngél 260/280 | ng/ul MuleE)étra ngél 260/280 | ng/ul Mulgétra ng-al 260/280  ng/ul
241 1.88 78.5 2 247 1.85 92.0 1 244 1.84 66.7

2 242 1.76 64.2 3 259 1.71 73.1 2 256 1.86 60.9
3 243 1.83 63.4 4 264 1.71 72.2 3 257 1.82 59.3
4 246 1.92 70.6 6 266 1.81 61.6 4 262 1.80 60.1
S 250 1.87 64.5 7 270 1.89 69.1 5 265 1.82 62.6
6 252 1.84 83.2 9 275 1.87 61.9 6 273 1.84 68.1
7 260 1.89 63.7 10 276 1.76 64.3 7 278 1.82 68.4
8 263 1.75 60.5 11 280 1.85 105.0 8 283 1.91 63.9
9 268 1.87 64.8 12 51 1.91 71.4 9 258 1.77 68.6
10 269 1.87 65.9 13 52 1.86 79.3 10 255 1.77 68.7
11 271 1.89 60.6 14 56 1.85 91.6 11 254 1.84 79.2
12 272 1.79 87.9 16 63 1.84 97.8 12 253 1.79 86.7
13 277 1.81 66.7 17 70 1.86 92.5 13 251 1.94 69.0
14 279 1.90 74.2 18 76 1.85 85.7 14 248 1.87 64.0
15 281 1.87 63.0 19 77 1.84 83.7 15 261 1.83 73.0
16 282 1.84 78.4 21 80 1.84 83.7 16 54 1.78 88.1
17 249 1.87 97.1 22 83 1.77 88.3 17 59 1.87 90.5
18 49 1.86 66.3 23 85 1.89 91.5 18 60 1.83 84.9
19 53 1.81 76.6 24 87 1.83 89.1 19 61 1.79 76.9
20 55 1.88 84.3 25 93 1.81 93.8 20 65 1.80 72.7
21 58 1.80 104.2 26 98 1.88 84.5 21 66 1.81 93.0
22 62 1.81 71.1 27 99 1.89 96.2 22 68 1.84 83.2
24 67 1.77 74.5 28 100 1.81 86.7 23 72 1.85 77.7
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27 81 1.81 84.4 29 105 1.91 62.9 24 73 1.86 88.9

29 96 1.89 65.3 30 80 1.87 98.0 25 74 1.86 72.7

30 86 1.90 98.7 23Dbt 64 1.81 103.1 26 79 1.78 66.2
1bi 245 1.92 91.2 25 bt 69 1.91 61.3 27 82 1.73 63.7
5bi 267 1.82 66.2 26 bt 71 1.85 59.1 28 88 1.79 81.5
8bi 274 1.83 78.7 28 bt 84 1.90 76.8 29 92 1.77 97.6
15bi 57 1.83 90.3 30 102 1.81 69.2
20 bi 78 1.81 79.6
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Anexo E. Genotipificacion

Tabla E1: Genotipos de cada SNP determinados mediante PCR-RFLP.

Bos taurus Bos indicus Bos taurus x Bos indicus
ID. | G530A | C357G | G179A | G118A | ID. | G530A | C357G | G179A | G118A | ID. | G530A | C357G | G179A | G118A
Muestra Muestra Muestra
1 GG GC GG GG 2 GG cc GA GG 1 GG cc GG GG
2 GA GC AA GA 3 GG GC GA GA 2 GG cc GA GG
3 GG GC GA GG 4 GG cc GA GA 3 GA GC GA GA
4 GA cc GA GG 6 GG cc AA GA 4 GG cC GA GG
5 GG GC GA GG 7 GG cc AA AA 5 GG GC GG GG
6 GG GC GA GA 9 GG GG GG GG 6 GG cC GG GG
7 GA GC GA GG 10 GG cc AA GA 7 GG GC GA GG
8 GG cc GG GA 11 GG GG AA GG 8 GG cc AA GG
9 GG GG GA GA 12 GG cc GA GA 9 GG cC GA GG
10 GG cc GG GA 13 GG cc GA GA 10 GG cC AA GG
11 GG cc GG GG 14 GG GC GA GG 11 GA cc GA GA
12 GG cc GG GG 16 GG cc GA AA 12 GA cC GA GA
13 GG cc AA GA 17 GG cc GA GG 13 GA GG AA GA
14 GG cc AA GA 18 GG cc GG GG 14 GA cc AA GA
15 GG GG GG GG 19 GG GG GG GA 15 GA cC GA GA
16 GG cc AA GA 21 GG GC AA GA 16 GG cC GA GG
17 GG cc GA GA 22 GG GG GA AA 17 GA cc GG GA
18 AA cc AA GG 23 GA cc GA GG 18 GG cC GA GG
19 GG GC GA GA 24 GG cc GG GG 19 GG cC GA GG
20 GG GC GA GG 25 GG cc GA GA 20 GG cc GA GG
21 GG GC GA GA 26 GG cc GA GG 21 GG cC GA GG
22 GA cc GA GG 27 GG cc AA GA 22 GG cC GG GG
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24 GG CC AA GG 28 GG CC GA GG 23 GG CC AA GG
27 GG CC GA GG 29 GG CC AA GA 24 GA CC GA GA
29 GG GC GA GG 30 GG CC AA GA 25 GG CC GA GG
30 GA GC GA GA 23 bt GG CC AA GA 26 GG CC GA GG
1bi GG CC AA GA 25bt GA CC GA GG 27 GA CC GA GA
5bi GG CC GG GA 26 bt GG CC GA GG 28 GA CC GA GA
8 bi GG CC GG GG 28 bt GA CC GA GA 29 GG GC GA GG
15 bi GG CC GA GA 30 GA CC GG GA
20bi GA GC GA GG
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