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Resumen

El uso de herramientas como la genética aplicada al mejoramiento de las caracteristicas de interés
econdmico y productivo, hace que se puedan identificar animales élite para ser incluidos en
programas de reproduccion. Entre estas caracteristicas se encuentra la terneza, la cual es
influenciada de manera directa por la interaccion de los genes Calpaina y Calpatatina, que juegan
un papel significativo en la protedlisis durante la conversion del musculo en carne. El objetivo del
estudio fue identificar SNPs en los genes CAPN y CAST en una poblacién de 80 ovinos criollos
provenientes de cuatro zonas de Colombia. Se tomaron muestras de sangre y se realizo la
extraccion de ADN gendmico, los patrones (AA, AB, BB), las frecuencias alélicas para el
marcador CAPN 316 fueron A 54.4, B 45,6 con un 38.75 % de heterocigotos, para el marcador
CAST1 el alelo A presento mayor frecuencia con un 93.8% evidenciando un alto indice de
heterocigotos para el genotipo AA con un 88.75 %. El andlisis del equilibrio de Hardy Weinberg
mostro que la poblacion esta en equilibrio (p<0,05). Los resultados obtenidos demostraron que los
dos marcadores son polimorficos, con esta informacion obtenida se logra aportar al conocimiento
de la genética de los ovinos en Colombia que pueden ser de gran ventaja para los programas de
mejoramiento y conservacion de estos individuos.

Palabras claves: Alelos, Genotipos, Mutacién, SNP, Terneza
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Introduccion

La produccion de ovinos en Colombia ha sido desarrollada principalmente en los departamentos
del Magdalena, Guajira, Cesar, Boyaca, Narifio, Cundinamarca y Cdrdoba (Marquez, 2014).
Donde la principal representante es la oveja de pelo la cual presenta una alta habilidad al adaptarse
al medio ambiente tropical, asi mismo ha demostrado sobrevivir por su rusticidad, produccion,
prolificidad y mansedumbre, que le convierte en una innegable alternativa para contribuir al
desarrollo de las comunidades, en especial las menos favorecidas (Vivas, 2012). El censo realizado
por el instituto agropecuario ICA para el afio 2012, la poblacién ovina se estimo en 1.142.893

cabezas de ganado, las cuales estan distribuidos por todo el territorio nacional (Ocampo,2014).

Hoy en dia la ganaderia ovina enfrenta problematicas relacionadas principalmente con sistemas de
produccidn extensivos, deficiencia en la toma de registros, ausencia de programas de seleccion
genética, control reproductivo ineficaz y desconocimiento de los procesos sanitarios; produccion
de carne con calidad inadecuada siendo poco competitivos en el mercado estos problemas
disminuyen de manera significativa la produccion. A esto se le agrega la poca investigacion
cientifica que ha limitado el conocimiento de la productividad de las razas, debido a esto, la
industria Colombiana tiene una estructura artesanal, donde hay una deficiencia en la
comercializacion y baja calidad del producto (Vivas, 2012). Para conseguir que la cadena ovina
sea productiva es necesario generar bases de datos con informacion detallada de indices
productivos, reproductivos, sanitarios, diversidad genética y genealogia, con el objetivo de que los
productores e investigadores puedan disponer de estos datos y fomentar programas de
mejoramiento genético, con la finalidad de ser competitivos en mercados internacionales

(Ocampo, 2014).
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Actualmente se tiene conocimiento que se ha exportado en mayor proporcion a las Antillas
Holandesas y en menor proporcion a paises como estados unidos, Uruguay, Venezuela y Perl
(Espinal et al., 2006), del mismo modo con la apertura del tratado del libre comercio se pueden
establecer nuevas oportunidades para el desarrollo competitivo de la ganaderia ovina en Colombia.
Con lo mencionado anteriormente como es bien sabido dentro de la comercializacion de carne de
cualquier especie la satisfaccion del consumidor esté ligada a un conjunto de propiedades entre las
que se destacan la terneza, jugosidad y sabor. Sin embargo no se han desarrollado estudios donde
se pueda identificar los niveles de terneza adecuados para los consumidores por lo tanto juega un
papel importante trabajar en este atributo ya que es considerado como uno de los principales
criterios de seleccidn por parte del consumidor (Soria & Corva, 2004). Actualmente se consumen
carnes duras que son desagradables para el consumidor, por lo que se generan pérdidas econémicas
en la industria cérnica, por este motivo los productores deben implementar tecnologias en
busqueda del mejoramiento genético, con el objetivo de ofrecer carnes con caracteristicas
organolépticas de excelente calidad.

Por eso el desarrollo de marcadores moleculares tiene un gran potencial para mejorar
caracteristicas que han sido un poco complejas, como la terneza de la carne. Para esto se busca
marcadores eficaces que efectivamente identifiquen los alelos de una manera confiable que
permitan la evaluacién precisa del mérito genético en un locus basado Unicamente en el genotipo
de cada animal (Londofio, 2012).

El complejo enzimatico encargado de la protedlisis muscular en el proceso de maduracion esta a
cargo de dos enzimas denominadas Calpaina (CAPN) y Calpastatina (CAST), las cuales juegan un
rol importante en la suavidad de la carne en el periodo post mortem (Pereira et al., 2015). El gen

(CANP) esté situado en el cromosoma veintiuno (Ensembl, 2015), del ovino y tiene un papel
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fundamental en la lisis de la banda Z, que tiene un alto contenido en titina y nebulina, también
degradan tropomiosina y a las troponinas T y | (Chacdn, 2004). Por otro lado el gen CAST esta
ubicado en el quinto cromosoma y esta involucrado en la formacién de musculo y la terneza de la
carne (Garbor, Trakovicka & Miluchova, 2009). Estudios realizados en bovinos han demostrado
variaciones en el ADN en los genes CAPN y CAST con una asociacién altamente significativa a
terneza de la carne, (Castro, 2013; Page et al., 2004; White et al., 2005).Por otro lado Ortiz et
al.,(2015), en una poblacion de 160 ovinos criollos colombianos, realizé un estudio de asociacion
del componente genético del animal y la suavidad del mdsculo Longissimus dorsi mediante la
técnica de Warner Bratzler y el uso de un microchip de alta densidad, reportando una asociacion
significativa de tres SNPs en el genoma relacionados con la terneza de la carne.

En Colombia son muy pocos los estudios genéticos que se han desarrollado para calidad de la
carne en ovinos, por lo tanto esta investigacion tiene como objetivo Identificar mutaciones
puntuales en los genes candidatos a terneza CAPN y CAST en ovinos criollos colombianos y de

esta manera aportar al conocimiento propio de esta raza.

Justificacion

La ganaderia ovina colombiana se maneja en un sistema de produccion extensivo, deficiencia en
la toma de registros, ausencia de programas de seleccidn genética, control reproductivo ineficaz y
desconocimiento de los procesos sanitarios; produccion de carne con calidad inadecuada siendo
poco competitivos en el mercado. A esto se le agrega la poca investigacion cientifica que ha
limitado el conocimiento de la productividad de las razas, debido a esto, la industria Colombiana
tiene una estructura artesanal, donde hay una deficiencia en la comercializacién y baja calidad del

producto (Vivas, 2012).
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Por otro lado, la demanda interna del producto por parte de individuos extranjeros establecidos en
el pais (asiaticos, judios, &rabes y europeos) y la poblacion en general han generado la importacion
de carne de primera calidad provenientes de paises como Uruguay, Nueva Zelanda y Chile, por
medio de los supermercados o expendidos que manejan la cadena de importacion. Segun reportes
de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura (FAO), el sector ovino en Colombia
ha tenido una evolucion en los ultimos ocho afios, debido a esto el pais esta importando sementales
para el mejoramiento genético del pie de cria, provenientes de paises como México, Chile y
Uruguay; se evidencia la apertura de mercados internacionales que demandan carne de alta calidad
( Restrepo et al., 2010), estudios realizados por (Segura, 2013) afirman que la carne producida en
Colombia es pretendida en paises como Arabia Saudita, Dubai, Qatar, China y EE.UU, por eso
uno de los grandes retos que tiene la produccion ovina es mejorar la asistencia técnica como su
genética. Con los acuerdos comerciales que se pueden establecer hay un futuro prometedor para
el hato ovino y es el momento de aprovechar estas oportunidades. Al mismo tiempo, las
condiciones geogréaficas colombianas son adecuadas para que esta produccion se desarrolle.

Teniendo en cuenta que la ganaderia ovina es una buena produccién del sector agropecuario, por
sus cualidades que presenta esta especie como lo son: bajos costos por unidad de produccion, mejor
capacidad de conversion de alimentos en carne, resistencia a las enfermedades, excelente demanda

de sus carnes y por ultimo la obtencién de productos de alto valor comercial (Otero, 2013).

1. Marco Tedrico

1.1 Estructura del tejido muscular
El masculo esquelético se encuentra constituido por fasciculos, que a su vez, son conformados por
un conjunto de fibras musculares. Estas estructuras se en encuentran rodeadas de varias capas de

tejido conjuntivo. El epimisio, la cual tiene como funcidn cubrir la parte superficial del musculo,
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en la mayoria de los masculos el epimisio y los tendones son los encargados de unir los musculos
a los huesos. El perimisio asocia las distintas fibras musculares en haces de fibras y finalmente una
delgada capa de tejido conectivo, llamada endomisio, se encarga de cubrir cada fibra muscular
(Huff & Lonergan, 2005), en la figura 1 se puede detallar la estructura del musculo. Con referencia
a lo anterior el masculo esquelético de los vertebrados contiene aproximadamente 75% de agua,
19% de proteina, 0,5-8% de lipidos, el 1% de glucégeno y se compone de varios tejidos como lo
son: adipocitos intramusculares, tejido nerviosos y tipos de células incluyendo principalmente las
miofibras musculares que se caracterizan por sus propiedades contractiles, rasgos morfol6gicos y

metabolicos (Lefaucheur, 2010).

Sarcémero
Banda A
T ﬁ
RS
Baval - — .
TS
ZoraH i —

*
|'
whs
»
Miofibrilla 5 V2

=
\ /98 C—® Fibra Muscular

/ -\(_E : g Endomisio

Epimisio Penmisio

Figura 1: Organizacion estructural del musculo (Chacon, 2004).

1.1.1 Tipos de fibras
Existen tres tipos de fibras, que son Unicas y se diferencian por sus distintas propiedades; Las fibras

rojas 0 tipo I, contienen numerosas mitocondrias, mioglobina, actividad enzimatica oxidativa, alta
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cantidad de lipidos, y su contraccion es relativamente mas lenta, sus procesos se dan
fundamentalmente por via aerobia ya que presenta irrigacion de vasos sanguineos. Las fibras
blancas que estan divididas en dos subtipos, intermediarias 6 tipo I1A son intermediarias entre las
fibras tipo | y tipo 1I1B asumiendo capacidades metabolicas alternativas, obteniendo la energia a
partir de la via aerobia como de la anaerobia mediante la lisis del glucogeno (Huff & Lonergan,
2005), segun Choi & Kim (2009) describieron las fibras tipo 11B utilizan constantemente glucosa
como fuente de energia, estas fibras tienen un sistema de tdbulos T, que estdn ampliamente
desarrollados para ejercer una contraccion mas rapida que las fibras tipo I, en efecto las fibras 11B
se agotan rapidamente, pero tienen la destreza de transferir energia para una reaccion muscular

mas répida.

1.1.2 El sarcémero
En referencia a la clasificacion anterior de las fibras, cada una de estas se compone por unidades
de menor tamafo llamadas miofibrillas, estas a su vez estan envueltas longitudinalmente por el
reticulo sarcoplasmatico. La unidad funcional del musculo estriado es la sarcomera comprendida
entre 2 bandas Z. Compuesta de pequefios filamentos unos gruesos de miosina o bandas A y unos
finos de actina también denominados bandas i, (Huff, Zhang, & Lonergan, 2010). Durante el
proceso de contraccion, los filamentos finos de los sarcomeros adyacentes son empujados hacia el
centro de la banda A, lo que produce el acortamiento del sarcomero. Como consecuencia de este
proceso, se oblitera la banda H y disminuye la longitud de la banda I, sin que se modifique la
longitud de la banda A, en la figura 1 se puede observar la estructura del sarcomero (Sparrow,

2009).
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1.1.3 Proteinas involucradas en la contraccién y relajacion muscular

Las proteinas del musculo han sido clasificadas segun su solubilidad en agua o soluciones salinas.
Las proteinas sarcoplasmaticas son solubles en soluciones de baja fuerza ionica (0.05 M) y las
proteinas miofibrilares son en alta fuerza iénica a (0.5 M). Las principales proteinas miofibrilares
son: la actina, la miosina, las troponinas y la tropomiosina, en la figura 2 se pueden observar las
proteinas involucradas en la contraccion muscular. La forma basica de la actina es la actina G, esta
es una cadena lineal delgada, dos cadenas de actina G se polimerizan dando como resultado la
formacion de una doble hélice lineal denomin&ndose actina F. A estas se le suman la tropomiosina
que es una molécula fibrosa lineal bicatenaria, que se adhiere al surco de la hélice que forman las
dos actinas G cuando estas se agrupan para formar la actina F. Por consiguiente la tropomiosina a
la vez se le unen las troponinas que son tres proteinas denominadas TnT, Tnl y TnC con un peso
molecular de 17.000 Da. La fraccion TnT une a la troponinas restantes con la tropomiosina, la
fraccion Tnl interacciona con la miosina y la TnC tiene como objetivo de ligar el Ca?* (Chacon,
2004).

La miosina presente en musculo (miosina Il), constituye un 55% de la proteina miofibrilar y es un
hexamero lineal asimétrico de unos 46.000 Da. Esté constituida por dos cadenas pesadas idénticas
y dos pares de cadenas ligeras, cada cadena pesada consta de una cabeza globular y de una cola
larga en a-hélice. Las colas en a- hélice de dos cadenas pesadas se entrelazan una alrededor de la
otra en una estructura de espiral enrollada para formar un dimero y dos cadenas ligeras se asocian
con el cuello de cada region de la cabeza para formar la molécula completa de miosina Il. La parte
globular de la proteina puede interactuar con el ATP mientras la parte lineal no globular se une a

la actina F (Mooseker & Foth, 2008).
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Thin filament _ Tropomyosin ;
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Figura 2: Estructura de las proteinas del tejido muscular (Goodship, Cunningham, & Kenwright,

1998).

1.1.4 Fisiologia de la contraccion muscular
El proceso de contraccion comienza por un estimulo eléctrico por parte de la neurona motora, este
estimulo traducido en un potencial de accion alcanza las partes terminales del axon generando la
apertura de canales de calcio que permiten la entrada de iones Ca*? al interior de la neurona, con
el objetivo de liberar el neurotransmisor (acetilcolina) contenido en las vesiculas presinapticas
(Klein, 2013), una vez liberada la acetilcolina es recibida por los receptores muscarinicos y
nicotinicos que son especificos para ésta, cuando esta union entre el receptor y neurotransmisor
(ligando) se produce, los canales idnicos dependiendo de ligando se abren para dar entrada a iones
de Na* y simultaneamente la salida de iones de k* de esta manera se origina una despolarizacién
que conlleva a la apertura de canales idnicos dependiendo de voltaje por donde ingresaran iones
de Ca*? extra celular que llegaran a los receptores de ryanodina (RyR2) del reticulo sarcoplasmico
(Calderén & Figueroa, 2009), cuyo objetivo es fomentar la liberacion del Ca*? intracelular, el cual
se dirige al sarcomero donde se liga a la troponina C (TnC), generando la rotacion de los filamentos
de tropomiosina dejando expuesto el punto de unién para que la actina y la miosina interactden,

en este punto se produce un deslizamiento de filamentos gruesos de miosina y delgados de actina,
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y asi se genera una disminucién en la longitud del sarcomero (Heinze & Bruggemann, 1994) . El
ATP (Adenosintrifosfato) se pega a la cabeza de miosina, aqui la enzima adenosintrifosfatasa
hidroliza el ATP a adenosindifosfato (ADP) y fosfato inorganico (pi), permaneciendo adheridos a
la miosina, cuando esta se une con la actina hay una formacion de puentes, la cabeza de la miosina
en un entrecruzamiento a 45 ° se mueve sobre la actina débilmente liberando el pi y produciendo
un golpe que permite el deslizamiento de la actina, liberando ADP y causando la contraccion
muscular asi la cabeza de miosina empuja la actina. La unién de un nuevo ATP a la cabeza de
miosina origina un cambio en la forma de la proteina, la cabeza se desdobla perdiendo la afinidad
por la actina, rompiendo los puentes e iniciando el cicld de nuevo (Klein, 2013).

Después de haberse realizado la contraccion muscular se origina el impulso nervioso, la
acetilcolinesterasa degrada a la acetilcolina en colina y acetil lo cual no puede desencadenar el
potencial de accion, por lo tanto el Ca*™? nuevamente es almacenado en el reticulo sarcoplasmatico
por accion de la calsecuestrina, por ende los complejos troponina, tropomiosina bloquean
nuevamente los sitios de unién a la miosina de la actina y se produce la relajacion muscular

(Muscatello, 2008).

1.2 Conversién de musculo a carne

En vista al método en el que se desarrollan los animales productores de carne, en términos de
crecimiento muscular, no se ha insistido en las diferencias que hay entre musculo y carne. Lo que
se consume hoy en dia como carne depende de la forma estructural y quimica de los muasculos en
su estado postmorten y difiere de los masculos en su desencadenamiento de cambios bioquimicos

y biofisicos que se inician en el musculo al fallecimiento del animal. La oxidacion y la proteolisis
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son probablemente dos procesos involucrados en el desarrollo de una carne mas tierna (Lawrie,
1998).

Por lo tanto los procesos de conversién de musculo a carne son:

1.2.1 Muerte del animal
Para un adecuado faenamiento, el animal debe ser aturdido (insensibilizacién) con una pistola de
percutor, en el caso de los ovinos se insensibilizan eléctricamente o son anestesiados con dioxido
de carbono, posteriormente se cortan las venas yugulares y arterias carotidas ubicadas en el cuello,
produciendo el desangrado del animal, para iniciar el periodo de los cambios posmortem en el
musculo. Después de la exanguinacion del animal, todas las células estardn en anoxia y no
recibirdn mas nutrientes. En estas condiciones, cada célula puede iniciar un proceso con destino a

la apoptosis (Rincon & Sanchez, 2008).

1.2.2 Falla respiratoria
Después del sangrado del animal, todas las células y tejidos son privados de nutrientes y oxigeno.
En estas condiciones la célula se programa para entrar en proceso de muerte celular o apoptosis,
este puede estar coordinado por el sistema nervioso central o por la propia célula diana, la apoptosis
esta mediada por las peptidasas denominadas caspasas, las principales enzimas responsables de la
muerte celular (Uzcategui & Jerez, 2008). Por otro lado las mitocondrias son un elemento central
en el proceso de apoptosis debido a que pierde su capacidad en la cadena respiratoria para oxidar
el oxigeno molecular, la membrana externa de la mitocondria se vuelve permeable, permitiendo el
ingreso de proteinas del espacio intermembrana, entre los que podemos destacar el citocromo C
una caspatasa 9 activador central, el Ca?" se libera del reticulo endoplasmatico causando
alteraciones en su membrana interna. El oxigeno no serd oxidado por la cadena respiratoria, por

ende se formaran radicales libres, estos a su vez seran encargados de oxidar los compuestos
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celulares, después de la muerte los radicales de oxigeno se pueden originar por la mitocondria y

esto desencadenara el proceso autocatalitico (Herrera et al., 2006).

1.2.3 Rigor mortis
En la conversion de musculo a carne los procesos bioquimicos dan origen al rigor mortis, un
proceso clave es la lisis de ATP originado en la célula muscular (miosito), este proceso es
fundamental para mantener el sarcomero relajado (Pearce et al., 2011), bajo condiciones
anaerobias, aqui el ciclo de krebs se detiene por completo. La célula ahora utilizara la via
glucolitica anaerobia, en este proceso por cada molécula de glucosa se generan dos moléculas de
ATP y dos moléculas de piruvato, consecutivamente la enzima lactato deshidrogenasa cataliza una
reaccién que integra un hidrogeno a la molécula de piruvato y posterior a esta reaccion se genera
el &cido lactico, la generacion del ATP por via anaerobia continuara hasta terminar las reservas del
glucdgeno. Posterior a esto se presenta un descenso del pH muscular debido a la acumulacién de

acido lactico, alcanzando valores aproximados de 6.5 a 5.8 (Estévez, 2003).

Para la contraccion y relajacion del musculo se requiere de ATP como fuente energética, una vez
que el musculo se empieza a agotar la fuente de energia, las cabezas de miosina empiezan a ser
permanentemente unidas a los filamentos de actina, dando como resultado la formacion del
complejo actomiosina. Debido a que se agotd el ATP generado por la glucolisis anaerobia el
musculo se endurece notablemente, y entra en estado que se denomina rigor mortis, este es
alcanzado en un tiempo de 10 y 24 horas post morten (Pearce et al., 2011). En la figura 3 se puede

observar el proceso de rigor mortis.
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Figura 3: Proceso de Rigor mortis durante el sacrificio del animal.

1.2.4 Maduracion
Las carnes PSE (palidas blandas y exudativas) y DFD (oscuras, firmes y secas) son los dos
principales problemas que afectan a la industria carnica, la carne PSE se caracteriza por presentar
una glucolisis rapida y un alta produccién de acido lactico, como consecuencia se produce un
descenso del PH a 5.4 (figura 4) aun cuando la canal esta caliente, todo este desencadenamiento
afecta las caracteristicas tales como el color, la textura y la retencion de agua, esta anomalia es
mas frecuente en carne de cerdo (Castro, 2013; Gallo, 2006; Uzcategui & Jerez, 2008). Las carnes
DFD se caracterizan por ser oscuras debido a una elevacién del pH final medido a las 24 h de

expuesta la canal al frio, presentando un aspecto seco en su superficie, un color rojo oscuro y una
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consistencia firme, esto se debe a que las reservas de glucogeno muscular fueron agotadas porque
el animal fue sometido a factores que le generan estrés antes del sacrificio, estas caracteristicas se
presentan casi en todas las especies (Castro, 2013; Zimerman, Safiudo, & Gonzalez, 2008). En la

figura 4 se observan las diferencias entre las curvas normales y las carnes DFD.

7,00

6,20

pH

5804 NORMAL

5,40

5,00 T T T T T \
Hora Post Mortem

Figura 4: Representacion del comportamiento del pH en las carnes DFD, PSE y normal
(Zimerman et al., 2008).

Una vez completada la fase de rigor mortis, se inicia la degradacién de proteinas musculares,
debido a que el masculo es sometido a temperaturas de refrigeracion. En el proceso de maduracion,
los sistemas enzimaticos enddgenos juegan un rol importante, ya que estan relacionados con la
ruptura de las proteinas miofibrilares que son las responsables de la estructura muscular (Jones et
al., 1991).

Para que las enzimas proteoliticas se activen, estas se encuentran ligadas al pH que se da durante
la formacion del rigor mortis. Debido a esta variacion fuerte del pH, se acelera el rompimiento de
la membrana de los lisosomas, ya que estas son sensibles a los pH extremos, liberandose asi las
enzimas causantes de la actividad autolitica (Chacén, 2005). Segun Motter et al., (2009) dice que

el descenso del pH es de 7 hasta 5.8 0 5.4, en un rango de tiempo que va desde las 15 a las 36 hp
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postmortem, este decrecimiento del pH y con bajas temperaturas entre 4 y 5°C a la cual se almacena

la carne favorece la accién de las Calpainas.

Durante el periodo de maduracion, el aumento de la suavidad de la carne se da rapidamente durante

los primeros 3 6 7 dias, etapa después de la cual esta mejoria es relativamente baja. La caida del

pH, el rigor mortis y la maduracion estan estrechamente relacionadas, pero hay que tener en cuenta

que entre mayor sea la dureza que alcanza el musculo en el periodo de rigor mortis, es mucho

menor lo que la maduracion puede lograr para revertir a esta (Chacéon, 2005; Lawrie, 1998).

1.3. Terneza de la carne

1.3.1 factores antemortem

Musculo: en este influye el pH final, que varia en una correlacion inversamente
proporcional al contenido del glucdgeno en el momento del sacrificio. Siendo la velocidad
metabolica de la glicolisis diferente en los dos tipos de musculos de fibras rojas y blancas.
Los musculos de fibras rojas tienen un bajo contenido en glucdgeno, al contrario que los
musculos de fibras blancas, cada musculo esta conformado por diferente nimero de fibras
blancas y rojas, por ende sus valores de pH medidos en diferentes partes del musculo son
distintos (Lawrie, 1998). Segun Ruiz (2012), reporta que valores elevados de pH se
encuentran en los musculos del tercio posterior debido a que durante el transporte y
sacrificio estos musculos tienen mayor gasto de glucégeno que en los musculos del tercio
anterior. Asimismo el musculo Semitendinosus de ovino es mas sensible a la degradacion
del glucégeno por efecto del estrés que el masculo Longissimusdorsi.

Raza: La terneza de la carne puede variar con la raza, ya que hay diferencias raciales en
los tejidos conjuntivo y muscular. Asimismo los musculos que tengan mayor contenido de

fibras blancas con menor cantidad de colageno van a ser mas susceptibles a la hidrolisis de
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las proteinas en el periodo de maduracién de la carne, dando como resultado una carne mas
tierna (Soria & Corva, 2004).

Edad: el colageno, que es una proteina que forma parte del tejido conjuntivo que envuelve
las fibras musculares. El contenido de colageno varia poco con la edad de los animales,
pero los enlaces internos del colageno aumentan con la edad (disminuyendo la solubilidad)
(Garriz, 2001). Esto explica que la carne de los animales adultos tenga mas dureza que la
de los animales jovenes, ya que presenta una menor solubilidad del colageno (Lawrie,
1988).

Sexo: segun Hilton et al., (2004) reporta que hay diferencias entre sexos en ganado bovino,
en cuanto al contenido del tejido conjuntivo, por otro lado analizo que los machos enteros
tienen una mayor proporcion de colageno que los machos castrados. Ruiz (2012), reporto
que las diferencias entre sexos estan bien definidas, a la misma edad, las hembras tienen la
carne mas tierna que los machos y los animales castrados son mas tiernos que los machos
enteros. Sin embargo existen conclusiones contradictorias entre los diferentes autores al
respecto. Onega & Ruiz (2003), afirma que los machos tienen mayor contenido de colageno
por eso presentan una carne mas dura y una menor cantidad de grasa de infiltracion que las
hembras.

Nutricion: el contenido de energia en la dieta mejoran la terneza de la carne, debido al
incremento del contenido de grasa intramuscular (Sierra, 2010). Estudios realizados por
Sullivan et al.,(2003) demostraron que la racién afecta la composicion quimica de la carne
de los bovinos, ya que las dietas basadas en la suplementacion producen una mayor
proporcion de grasa en comparacion con la carne procedente de animales alimentados con

forrajes. La nutricion que se le suministre al individuo tiene una incidencia en el valor
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nutritivo de la carne sobre su jugosidad, textura y terneza (Crouse et al., 1993).

Estrés: Es un conjunto de estimulos fisiolégicos y emocionales inducidos por el medio
ambiente, que desencadenan en el cuerpo animal la activacion de los sistemas nervioso
(central y auténomo), endocrino, circulatorio y las glandulas adrenales, alterando la
homeostasis interna y generando cambios en el organismo del individuo, en situaciones
que corra riesgo su bienestar o su vida (Diaz et al., 2009; Romero et al., 2011).

Cuando en los animales son transportados y manejados, desde la granja hasta el frigorifico
desarrollan una serie de factores que generan un estado fisioldgico de estrés, debido a: el
arreo con elementos punzantes, mezcla de animales con distinta procedencia, densidad de
carga, ruido, cambios climaticos, privacion de agua y alimento. Todas estas consecuencias
dan origen a reacciones inevitables en los animales que se traducen en estrés fisico,
fisiolégico y psicologico, debido a estas reacciones afecten las caracteristicas
fisicoquimicas de la carne despueés del faenado (Rincon & Sanchez, 2008; Romero et al.,
2011).

Antes de la muerte del animal el estrés afecta las reservas de glucégeno a nivel muscular,
esto se relaciona con la caida del pH y su valor final en el musculo, lo cual influye en el
color y la terneza de la carne. La actividad del sistema enzimatico responsable de la
hidrolisis de proteinas musculares depende del pH, la temperatura y la concentracion de
Ca?" (Muir, Deaker, & Bown, 1998). Los animales sometidos a estrés ante-mortem poseen
menores reservas de glucdgeno en las célula muscular, debido a esto la produccion de acido
lactico es menor y como consecuencia el pH final de la carne esta en rangos mas altos, lo

que conlleva a una escasa proteo6lisis (Soria & Corva, 2004).
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1.3.2 factores post-mortem

Enfriamiento: la temperatura que tiene la canal tras el sacrificio oscila entre 37 a 39 °C,
esta temperatura va ir descendiendo tras el faenado y la consiguiente refrigeracion de hecho
las canales tienen que alcanzar una temperatura inferior o igual a 7°C antes del despiece
de la canal (Garcia, 2006). Las bajas temperaturas post mortem pueden causar un alto
acortamiento del musculo, originando el problema denominado acortamiento por el frio,
este se presenta por la exposicion de la canal caliente a bajas temperaturas por debajo de
10 °C antes de que se haya instaurado el rigor mortis, como consecuencias, genera la
contraccion de las fibras musculares y por ende el endurecimiento de la carne, por este
motivo el enfriamiento de la canal debe ser lento (Locker & Hagyard, 1963). Estudios
realizados por Hamm (1981), reporta que la causa de este proceso se relaciona con la
imposibilidad del reticulo sarcoplasmatico para secuestrar el exceso de ca?* liberados por
el mismo reticulo sarcoplasmico y las mitocondrias, bajo la influencia de las bajas
temperaturas y el descenso del pH en el masculo en pre rigor. Si se mantienen las canales
a 37°C durante las primeras 2-4 horas post mortem, se incrementa la terneza.

Estimulacion eléctrica: Tanto en bovinos como en ovinos esta técnica es usada para
prevenir el efecto negativo de un enfriamiento rapido sobre la terneza de la carne, este
estimulo es de aproximadamente 300 voltios. Las canales estimuladas eléctricamente
aceleran los procesos post mortem, causando una fuerte contraccion del sarcomero, como
consecuencia de la contraccion muscular se agotan las reservas energéticas que van a
producir un rapido descenso del pH y por lo tanto el rigor mortis se va a instaurar de forma

rapida, como la temperatura de la canal esta elevada el reticulo sarcoplasmico puede volver
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a reabsorber el Ca?*, todos estos procedimientos van a permitir el enfriamiento de las
canales y asi prevenir el acortamiento por frio (Franco et al., 2009). Estudios realizados
por Bird et al., (1980) de mostraron que canales de bovino sometidas a estimulacion
eléctrica alcanzan el rigor mortis en 4 horas, cuando el tiempo estipulado es de 15 a 20
horas.

Congelacion: El rigor de la descongelacion puede ser prevenido, retrasando la congelacion
de la carne, hasta completar el proceso de rigor mortis, 0 también puede ser por medio del
proceso de estimulacion eléctrica de la canal que acelera los procesos post mortem,
permitiendo congelar la carne en fase pre rigor sin problemas posteriores (Utrera,
Morcuende, & Estévez, 2014). Estudios realizados por Lépez & Carballo (1991), reportan
efectos de este fendmeno indeseable puede ser minimizado descongelando lentamente la
carne. Ademas indican gue la glicolisis continta durante la congelacion, y que un periodo
suficiente de almacenamiento en congelacién puede llegar a prevenir el rigor por
descongelacion.

Al descongelar la carne que se ha congelado en pre rigor, pasa por una etapa en la que las
miofibrillas tienen la capacidad de contraerse, el reticulo sarcoplasmatico dafiado por los
cristales de hielo durante la congelacion, es incapaz de detener la contraccion. si se logra
una temperatura elevada después de la congelacion y todavia hay una alta presencia de
ATP, el reticulo sarcoplasmico puede retomar su funcion normal y por ende puede
producirse la relacion muscular (Onega & Ruiz, 2003).

Coccidn: durante este proceso la suavidad se mejora al transformase el colageno de su
forma viscosa en gelatina, dando un aspecto mas suave, por otro lado las fibras musculares

se tornan mas duras por coagulacion (Gonzélez, Suarez, & Martinez, 2009). Debido al
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calentamiento de la carne se presenta una coagulacién de las proteinas musculares, que
comienza entre 30 y 40 °C, al llegar a los 50°C se completa la degradacion de la a-actina
que es la méas débil de todas las proteinas. A los 55°C se vuelven insolubles las cadenas
ligeras de la miosina, y a los 70-80°C lo hace la actina. La miosina y la troponina2 son las
proteinas que mas resisten el calor y coagulan a 80°C, la degradacion del colageno
comienza alrededor de los 70°C, pero la gelatinizacion completa no se produce hasta

alcanzar los 100°C (Lawrie, 1998).

1.4 Tiernizacion de la carne Complejo Calpaina y Calpastatina

1.4.1 Calpainas
Las principales calpainas que se expresan en el tejido muscular son: calpaina 1 (u-calpaina),
calpaina 2 (m-calpaina) y calpaina 3 (P94) (Muto, Morton, & Palmer, 2015), se encuentran
sustituidas por dos subunidades diferentes asociadas entre si, debido a que cada calpaina es un
heterodimero, estan conformadas por una subunidad larga de aproximadamente de 80 kDa (kilo
Dalton) denominadas uCL, /mCL 6 mCL de acuerdo al tipo de calpaina, y la subunidad pequefia
de aproximadamente 30 kDa. En la figura 5 se puede observar la estructura de la calpaina, la
unidad larga y corta, cada dominio presenta funciones diferentes. La unidad larga esta conformada
por cuatro dominios (I, 11, I, IV). La funcién de los dominios I y Il de la subunidad larga ain no

ha sido establecida (Sorimachi, Ishiura, & Suzuki, 1997).
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Figura 5: subunidades larga y corta que conforman el heterodimero en las calpainas (Chacon-
Villalobos, 2004).

Sorimachi et al., (1997) plantean que el dominio | puede estar relacionado con la activacion de la
enzima, por otro lado el dominio Il tiene que ver con la parte proteolitica que contiene residuos
cataliticos de cisteina, aspargarina e histidina, este dominio corresponde a las subunidades largas,
la actividad de hidrdlisis de las calpainas es realizada por estas subunidades del dominio Il, el
dominio Il tiene un papel en la identificacion de los sustratos y finalmente el dominio IV
corresponde a una seccion proteica y su respectiva funcion es ligar el Ca?* por medio de cinco
estructuras llamadas EF (figura 5), una sexta estructura EF se encuentra ubicada entre el medio de
los dominios Il y Ill. La subunidad corta esta constituida por dos dominios, el dominio V
corresponde a una regién N-terminal formada por residuos de glicina. Finalmente esta el domino
IV el cual es muy similar al dominio IV de la subunidad larga, este dominio también es el
encargado de ligar el Ca®*y posee igualmente 5 estructuras EF. Sin embargo la estructura EF

terminal no liga Ca* sino que esté relacionada con la formacion del heterodimero.
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Ono, Sorimachi, & Suzuki, (1998) han sugerido que las unidades largas como las cortas pueden
asociarse, en ausencia de Ca®", para generar la estructura de un heterodimero, debido a la
interaccion no polar reciproca de la quinta estructura C terminal EF de los dominios IV y IV
respectivamente. La funcion de la 30K no es del todo comprendida, aunque su presencia es
indispensable para la actividad proteolitica, algunos autores reportan que esta subunidad actla
como chaperona de la subunidad larga regulando la sensibilidad de esta por el calcio. En la figura

6 se puede observar la estructura de la calpaina con la funcién de cada dominio.
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Figura 6: Dominios de la calpastatina con sus respectivas funciones.
Segun Geesink et al., (2000) el papel de las calpainas 1, 2 y 3 en terneza de la carne concluyeron:
la terneza post mortem es causada principalmente por la p-calpaina, haciendo la lisis de proteinas

del enrrejado muscular. Su actividad en condiciones post-mortem in vitro e in situ han sido
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confirmadas, estudios realizados en ovinos por (Geesink & Koohmaraie, 1999) en p-calpaina
obtuvieron como resultados que la lisis muscular es producida durante el almacenamiento post
mortem de la carne y que la protedlisis dura hasta los 21 dias. Por otro lado la m-calpaina no esta
involucrada en la terneza post-mortem muscular, debido al insuficiente Ca?* para su activacion,
esta enzima se activa cuando los niveles de Ca®"son elevados artificialmente. El papel que
desempefia la P94 en la terneza de la carne queda por determinar, sin embargo algunos estudios
realizados en calpaina 3 determinaron que se expresa en el masculo esquelético, uniéndose a la
titina efectuando la lisis post mortem, se ha sugerido que juega un papel importante en la terneza,
algunos resultados discordantes se han obtenido, una correlacion positiva entre la calpaina 3 y el
nivel de expresion de terneza en corderos (Gandolfi et al., 2011). Su estructura es similar a la
subunidad grande de las calpainas 1 y 2 con sus cuatro respectivos dominios y tres secuencias
especificas NS, IS1, IS2 y situadas en el extremo N-terminal, en el dominio de proteasa DIl y DIlI

y entre el DIV donde se liga el Ca?* (Muto et al., 2015).

1.4.2 Calpastatina
Esta formada por cuatro dominios que van del (I a 1V), cada dominio esta conformado por tres
subdominios (A, By C), a través de estos se une a las calpainas. EI subdominio B es esencial para
la actividad inhibitoria, el tetrapétido Glul0, Leull, Glyl2, Lys13 del subdominio IB de
calpastatina forma un loop que es esencial para la union a la p-calpaina. Ademas de los cuatro
dominios con accién directa sobre las calpainas, la calpastatina presenta un dominio en el extremo
NH2 denominado L, el que no tiene accidn directa sobre las calpainas, pero su funcién es
determinar la localizacion de la enzima en la célula. Hay diferentes isoformas de esta enzima, estas
estdn denominadas en cuatro tipos (I, I, Il y 1V). Las tres primeras han sido identificadas en

bovinos en el musculo esquelético, cardiaco e higado, la tipo 1V sélo actla en testiculo. En la



34

figura 7 se puede observar la estructura de la Calpastatina, la region XL, L y I a IV corresponden
a cada dominio. A, B y C son los tres subdominios, con la numeracion se demuestran los

aminoacidos. (* * *) Sitios fosforilados por proteinkinasas (Motter et al., 2009).

gt [ N M MIE AT |

| XL 81 I 233 | 367 1l S9 i 645 v K00 aa
I 68 220 354 496 632 787 aa

1 40 148 284 439 aa

Figura 7. Tipos de Calpastatina que corresponden a diferentes tejidos de bovino (Motter et al.,
2009).

Se ha demostrado que en presencia Ca®" una molécula de calpastatina inhibe hasta cuatro
moléculas de calpainas, este ion es fundamental para que la interaccion se produzca, por otro lado
la calpastatina inhibidor especifico de las calpainas, se unen a los dominios IV y IV de las
subunidades cortas y largas evitando que el Ca?* se una a esta zona. De esta manera se reduce tanto
la velocidad como la actividad proteolitica de las calpainas. Varios estudios realizados demuestran
que la p-calpaina es la responsable de la protedlisis y por ende la terneza de la Carne (Uzcategui

& Jerez, 2008).
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La calpastatina y la calpaina estan ubicadas intracelularmente en forma exclusiva, no se encuentran
libres en el citoplasma del miosito, estas enzimas estan localizadas en la linea Z de los sarcomeros,
y en menor cantidad se encuentran presentes en la banda | estudios realizados por Dayton &
Schollmeyer (1981), han demostrado el papel de las calpainas es la hidrolisis de la linea Z, rica en
titina y nebulina, y de otras proteinas que sirven de unién entre las miofibrillas y la membrana
plasmaética, esta protedlisis estad directamente relacionada con la terneza de la carne post mortem.
Las calpainas degradan a la tropomiosina y a las troponinas T y I. Estas proteinas contribuyen a la
estabilidad de los filamentos gruesos de miosina y en el mantenimiento de los mondmeros de actina
en la forma filamentosa, también lisan la nebulina, desamina y titina, la funcion de estas proteinas
es mantener la estabilidad del enrejado que forman los filamentos gruesos y delgados. Los tres
tipos de calpainas son las encargadas de la protedlisis que le dan la estructura al sarcobmero por
igual, estas enzimas hacen el principal sistema proteolitico responsable de la hidrélisis post

mortem (Goll et al., 1991).

1.5 Warner-Bratzler

La terneza de la carne es una caracteristica de gran importancia que influye en la satisfaccion del
consumidor, esta puede ser evaluada utilizando métodos objetivos, métodos instrumentales o
sensoriales con un grupo de paneles entrenados o de una forma subjetiva con un panel de
consumidores (Silva et al., 2015). El protocolo de Warner-Bratzler es utilizado desde 1930 para
estimar la dureza de la carne, midiendo la cantidad de fuerza necesaria para cortar las fibras
musculares, para llevar a cabo el corte se puede realizar en muestras crudas y cocidas, estas se
deben llevar al horno hasta alcanzar una temperatura interna de 71 °C (Girard et al., 2012).

Para realizar la evaluacion de terneza se utiliza un equipo de célula Warner-Brazler aplicada a un

texturémetro instron® para medir la fuerza méaxima de corte (shear force kg), arrojando valores de
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resistencia al corte de una muestra de carne en forma de cilindro o prisma, este corte con la célula
se debe realizar con un trozo de carne, deshuesado, cortado en forma perpendicularmente a la
direccion de las fibras musculares, la muestra debe tener un espesor aproximado de 2.5 cm, al cual
previamente se le retira la grasa periférica o subcutanea, con la ayuda de dos cuchillas, una de estas
tiene forma triangular. La méaquina toma la fuerza maxima del corte que es ejercida durante la
ruptura completa del tejido (Brafia et al., 2011).

Estudios realizados por Safari et al., (2002) en canales de cordero comercializadas en almacenes
de cadena y diferentes expendidos de carne en Australia. Fueron tomadas muestras del masculo
Longissimus lumborum caudal y se midié la terneza objetivamente mediante el protocolo de
Warner-Bratzler (WB) determinando la fuerza de corte, encontrando resultados de mas de 5 Kg,
ademas, el 20,3% de las muestras registraron valores de fuerza de corte WB por encima de 5 kg,
un valor por encima del cual los consumidores Australianos consideran que la carne de cordero no
tiene una terneza aceptable. Por otro lado estudios realizados por Belew et al., (2003) en bovinos,
los musculos fueron clasificados de acuerdo a los valores que presentaron ante la fuerza al corte
como: carnes muy suaves (<3.2 kg), suaves (entre 3.2 y 3.9 kg) y duras valores superiores a 4.0

kg.

1.6 Genética de la calidad de la carne

1.6.1 Mejoramiento genético

El mejoramiento genético es la principal herramienta para resolver los problemas de baja
productividad en animales con fines zootécnicos, en conjunto con el avance de otras ciencias como

la reproduccion, la nutricion y el manejo de cada explotacion, han buscado crear métodos de
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produccidn enfocados en una genética eficiente para transformar las materias primas en productos
(Herrera, 2011).

Con lo mencionado anteriormente el mejoramiento genético tiene como objetivo seleccionar las
frecuencias de los genes productivos dentro de una poblacién, para llevar a cabalidad dicho
objetivo hay que implementar un plan de mejoramiento genético, seleccionando los animales élite
con las caracteristicas deseables que un animal es capaz de transmitir a su descendencia (Ossa &
Suérez, 2008). Sin embargo las necesidades que tiene el mercado y el propésito de los productores
es tomar decisiones en base a ciertas caracteristicas relacionadas con el valor econémico de la
produccion, se han tenido en cuenta una serie de aspectos para ser implementados en los planes de
mejoramiento genético enfocados a la calidad de carne, entre los que podemos encontrar: el area
del masculo y su variedad de cortes, porcentaje de grasa y terneza, algunas de estas caracteristicas
son complejas imposibles de medir en el animal vivo, por lo que pueden ser evaluadas por medio

de la genética molecular (Montaldo & Barria, 1998).

1.6.2 Mejoramiento genético en ovinos

En Uruguay las evaluaciones genéticas de las razas ovinas empezaron con Diferencias Esperadas
en la Progenie (DEP), para identificar las caracteristicas de interés econémico en la produccion, el
uso de esta herramienta no solo permite la evaluacion de los padres utilizados, sino que también
todas las de su descendencia (machos y hembras), es una manera segura y eficaz con el objetivo
de aumentar el beneficio de los productores (Ciappesoni, Gimeno, & Coronel, 2011).

Por otro lado los avances en técnicas moleculares que identifican mutaciones puntuales (SNP), en
el genoma animal, a muy temprana edad, aportando informacion acerca de su composicion
genética con respecto a una caracteristica deseable (Marin, Cadavid, & Mufioz, 2013). En ovinos

ya se ha disefiado un panel de marcadores (chip) que permiten evaluar mas de 54.000 SNP en cada
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animal, en Colombia (Ortiz et al., 2015) realizaron un estudio con un microchip de alta densidad
identificando 3 SNPs asociados a terneza de la carne. Por otro lado la produccion ovina del pais,
esta realizando planes de mejoramiento genético con la importacion de sementales provenientes
de paises como Chile, Mexico y Uruguay, con el fin de mejorar el pie de cria que se tiene

actualmente en Colombia (Restrepo et al., 2010).

1.7 Genes que afectan la terneza de la carne

1.7.1 Gen Calpaina (CAPN)
El gen de la calpaina localizado en el cromosoma 21 del ovino, esta conformada por 25 exones
(Ensembl, 2015), estudios realizados por Zhou, Hickford, & Fang (2007) en ovinos de raza
Merino, Corriedale y Romney se identificaron tres polimorfismos en el exén 10 los cuales fueron
C>T, G>T, C>T sin ningun tipo de asociacion. Todas las sustituciones de los nucledtidos son

sinénimas y la secuencia de los aminoacidos no tuvo ninguna variaron en esta region.

1.7.2 Gen Calpastatina (CAST)
La Calpastatina es una enzima inhibidora de la actividad proteolitica de las calpainas, esta
codificada por el (gen CAST), este se encuentra localizado en el cromosoma 5 del ovino y esta
constituido por 29 exones, la proteina tiene 786 aminoacidos (ensembl, 2015), en bovinos este gen
expresa diferentes isoformas de calpastatina debido a la existencia de cuatro promotores, estos se
localizan en el extremo extremo 5 de los exones 1xa, 1xb, 1uy 14t de dicho gen (Raynaud et al.,
2005). Segun Dagong et al., (2012) en ovejas de la raza Priangan y Fat Tail encontraron un
polimorfismo en el exdn 6, de una sustitucion de nucledtido A>T, era una mutacion no sinénima

que habria incluido una sustitucién de un aminoacido GIn por Leu.
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1.8 Herramientas usadas en el mejoramiento genético

1.8.1Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizada con la técnicas fenol-cloroformo-alcohol isoamilico o un Kit
comercial, con la finalidad de separar los acidos nucleicos, proteinas y lipidos en solventes
organicos. La etapa de lisis celular consiste en desestabilizar las estructuras que rodean al
citoplasma y asi liberar el material genético que hay en ellas. Para ser utilizado con fines

investigativos (Moore & dowhan, 2003).

1.8.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (pcr)
La reaccion en cadena de la polimerasa, es una técnica especializada innovadora para el estudio
del DNA, se identifica por ser una técnica de alta eficiencia, que arroja resultados confiables
encorto tiempo y faciles de analizar. La PCR es una reaccion enzimatica in vitro donde se amplifica
una secuencia de ADN millones de veces, durante varios ciclos repetidos donde la secuencia diana
es copiada finalmente. Para que esta reaccion se lleve a cabo hay que introducir la muestra en un
termociclador el cual cumple con las condiciones ideales de temperatura y el tiempo estipulado

(Tamay 2013).

1.8.3 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
Este método se lleva a cabo con la técnica PCR y la digestion con enzimas de restriccién, el ADN
puede ser gendbmico o mitocondrial, con el uso de primers se amplifica el fragmento diana y
posterior a esto se procede a la digestion de la muestra, este método es ideal ya que detecta las

mutaciones puntuales que afectan los puntos de restriccién (Jiménez & collada, 2000).
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1.8.4 Polimorfismo de conformacion de cadena simple (SSCP)
El Polimorfismo de conformacién de cadena simple (SSCP) es una técnica utilizada para el rastreo
de mutaciones, especialmente entre 150 a 200 nucle6tidos, el rango de sensibilidad que tiene este
método esta entre el 80 al 90% para detectar polimorfismos menores a 200 Pb, la técnica se
fundamenta que bajo condiciones no desnaturalizantes una cadena individual de DNA toma una
conformacién espacial que es especifica de la composicién de su secuencia nucleotidica, esta
conformacién es dependiente de la hibridacion entre diferentes lugares del segmento de DNA
replegado sobre si mismo. De acuerdo a la forma adquirida por la molécula esta migrara con mayor
o menor facilidad a través de un gel de electroforesis, logrando observar dos hebras de DNA, donde
sus secuencias son muy similares, esta técnica tiene una alta potencia, debido a que la variacion
de un solo nucle6tido es capaz de hacer que la cadena adquiera una conformacion tridimensional

totalmente distinta (Estrada et al., 2005; Herrera, 2011).

1.9 Polimorfismos de nucleotido Simple (SNP)

Los cambios en el DNA son llamados mutaciones, estos son originados por los errores en los
mecanismos de replicacion y reparacion del DNA, tan bien se pueden dar por factores ambientales.
Las mutaciones pueden tener efectos deletéreos y pueden causar enfermedades, las mutaciones
que dan origen a lo que se conoce como polimorfismo, los cuales dan variacion alélica ente los
individuos y diversidad de la misma especie. Un SNP o polimorfismo es una sustitucion de un sélo
nucleétido de una base por otra, esto se da entre genomas de individuos de la misma especie
(Caratachea, 2007).

Un SNP puede estar presente en las regiones codificantes y provocar un cambio en un aminoacido
por otro, estas mutaciones son conocidas como no sinénimas. Otro tipo de SNP son los sinébnimos

o silenciosos, estos no alteran la conformacion del gen, sin embargo, algunas mutaciones de estas
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pueden generar consecuencias funcionales por algun tipo de mecanismo aun desconocido (Nebert,
1997). Ademas, existen variaciones funcionales que estan asociadas a alguna enfermedad o
susceptibilidad a ésta, se pueden encontrar localizadas en la region promotora del gen, influyendo
en la actividad transcripcional del gen (modulando la unién de factores de transcripcién), en los
intrones (modulando la estabilidad de la proteina), en sitios de splicing (sitios donde ocurre la

eliminacién de intrones y unidn de exones) o en regiones intragénicas (Caratachea, 2007).

e Mutaciones de pequefia escala

Estan divididas en dos tipos: las transiciones, se presentan por la sustitucién de una base pdrica
(adenina o guanina) y es remplazada por otra base purica o una base pirimidinica (citosina, timina
y uracilo) es sustituida por otra base pirimidinica. Por otro lado encontramos las transversiones,
estas se originan cuando hay el cambio de una base purica por una base pirimidinica, o viceversa.
Estas sustituciones se pueden dar por que algunos de los &tomos de hidrogeno de cada una de las
cuatro bases pueden cambiar sus posiciones, para originar formas tautoméricas (isémeros que se
originan por la emigracion intramolecular de un dtomo pequefio) distintas a las usuales, en una
proporcién muy baja (Valenzuela, 2003).

Las mutaciones por pérdidas e insercion de bases son mas graves que las mencionadas
anteriormente, ya que a partir de la delecion o adicion, todos los codones de bases estaran
cambiados, por lo tanto el mensaje codificado sera totalmente diferente. Se producird un
emparejamiento anomalo durante la replicacion de la hebra molde y la que se esta sintetizando

(Estrada et al., 2005).
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1.10 Determinacion del Equilibrio de Hardy-Weinberg.

El equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) es clave para el estudio de asociaciones entre mutaciones
geneticas y enfermedades, estableciendo la composicion genética de un grupo de individuos, que
permanece en equilibrio mientras no intervenga la seleccion natural y no se genere una mutacion
(Lessa, 2001).

La genética de poblaciones tras una generacion de apareamientos al azar, las frecuencias
genotipicas de un gen individual se fijaran en un valor de equilibrio particular, también define que
esas frecuencias de equilibrio se pueden representar como una funcién sencilla de las frecuencias
alélicas en ese locus. Un gen diploide que tiene dos variantes alélicas, puede generar solamente
tres genotipos diferentes (AA, Aa y aa), si un animal hereda alelos A y a, con frecuencias alélicas
de p y g respectivamente, el EHW pronostica que la frecuencia genotipica para el homocigoto
dominante AA es P2, la del heterocigoto Aa es 2pq y el homocigoto recesivo aa es g2 (Uribe, 2001),
Posteriormente se hace una comparacion entre las frecuencias esperadas (esp) y observadas (0bs),
las diferencias entre estas son minimas, luego se realiza una prueba de chi cuadrado, que se usa
para observar si las desviaciones entre las frecuencias (esp y obs) tienen significancia. Calcular el
chi cuadrado e interpretacion del resultado teniendo en cuenta que existe un grado de libertad.
Como resultado si la poblacién esta en equilibrio de Hardy-Weinberg quiere decir que esta
cumpliendo con las siguientes hipotesis: estd conformada por organismos diploides, su
reproduccion es sexualmente, no fue sometida a migracion o seleccion, las frecuencias alélicas y

genotipicas se mantienen constantes de generacion en generacion (Lessa, 2001).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Identificar mutaciones puntuales en los genes candidatos a terneza calpaina (CAPN u) y

calpastatina (CAST) en ovinos criollos colombianos.

2.2 Objetivos especificos

e Obtener ADN de alta calidad mediante la utilizacién y estandarizacion de dos técnicas a partir
de muestras de musculo y sangre de ovinos criollos Colombianos.

e Determinar la presencia de cambios nucleotidicos tanto en regiones intergénicas como
codificantes en los genes (CAPN u) y (CAST).

e Establecer la frecuencia alélica y genotipicas de la mutacion en los genes candidatos

propuestos en el estudio.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Poblacion

Animales: Se evaluaron 80 Ovinos de la raza Camuro, entre los 8 y 12 meses de edad, 23
provenientes de las zonas de piedemonte (Meta y Caquetd), 26 animales de los valles interandinos
(Tolima, caldas y Palmira) y 31 individuos de la Llanura del Caribe (Cordoba). Para la realizacién
de este proyecto, fueron utilizadas muestras de musculo y sangre procedentes del banco de tejidos
del laboratorio de Biologia Molecular Animal de la Universidad Nacional de Colombia,
pertenecientes a animales obtenidos a través del desarrollo exitoso de los proyecto EVALUACION
GENOMICA ASOCIADA A LA CALIDAD DE CARNE DE CAMURO CRIOLLO COLOMBIANO

durante el periodo de 2013 a 2014 y ANALISIS GENOMICO DE POBLACIONES OVINAS
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MEDIANTE EL USO DE UN MICROARREGLO DE ALTA DENSIDAD ASOCIADO A
CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y CALIDAD DE LA CARNE, CON UNA
APROXIMACION A UN SISTEMA DE CLASIFICACION DE CANALES”. Estos animales fueron
alimentados bajo un sistema de pastoreo, las praderas estaban compuestas por mezclas de
diferentes gramineas dependiendo de la zona. Los animales fueron sacrificados y el musculo
Longissimus dorsi fue evaluado para varias caracteristicas de calidad en las instalaciones de la

planta piloto de carnes del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA).

3.2 Evaluacion genotipica

3.2.1 Extraccién de DNA

El aislamiento de ADN se realiz6 a partir de 0,015 gramos de musculo y 3 ml de sangre
procedentes del banco de tejidos del laboratorio de Biologia Molecular Animal de la Universidad
Nacional de Colombia, mediante el uso del protocolo Kit Instruction for Invisorb Spin Tissue Mini
Kit ® y fenol cloroformo.

La cuantificacion de la concentracion del ADN se realiz6 mediante espectrofotometria utilizando
luz UV. Debido a los anillos presentes en las bases nitrogenadas del ADN, esta molécula posee
una absorbancia maxima a 260 nm. Para determinar pureza, se utiliz6 la razon de ADN/proteinas.
La abundancia de proteinas residuales en el extracto se determina midiendo absorbancia a 280 nm.
La visualizacion se realiz0 en geles de agarosa al 0.8%, tefiidos con SYRB green® (Invitrogen™,
USA). La concentracion final de trabajo sera 10 ng/ u/ ADN en buffer TLOE1. EI ADN se rotulo
con el nimero de identificacién de cada individuo, se depositaron en cajas plasticas marcadas con
el nombre del proyecto, la fecha de extraccion y el responsable de las muestras. Finalmente se

almacenaron a -4°C y -20°C respectivamente.
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3.2.2 Marcadores moleculares
Para la amplificacion de los marcadores de CAPN y CAST se utilizaron los primers descritos por
(Page et al., 2004; Majidi et al., 2009 ).
Cuadro 1

Marcadores de los genes CAPN y CAST

Region Peso del
Locus amplificada Secuencia del primer (5 '— 3") fragmento (pb)
exones 8, 9,10 F.GGGCCAGATGGTGAACCTGA

CAPN316 | yelintron8y9 | R: TTGCGGAACCTCTGGCTCTT 739

exones 10,11y | FIAGCAGCCACCATCAGAGAAA

CAST1 el intron 10 R: TCAGCTGGTTCGGCAGAT 1552

Locus, método, regién del fragmento amplificado, secuencia del iniciador (5 '— 3') F: forward y R: reverse, peso del

producto de los genes Calpaina y Calpastatina.

3.2.3 Amplificacion y genotipificacion de los individuos

Las reacciones de PCR para los marcadores fueron llevadas a un volumen total de 17.3 pl. Las
reacciones consisten en 1X de Buffer de PCR, MgCl> a una concentracion final de 2.5 pl, 4,2 ul
de concentracion para cada uno de los dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) mas 0,20 ul de ADN
polimerasa Tth (Thermus thermophilus) y 1,6 ul de cada cebador (delantero y marcha atras), 5,7
ul de agua ultra pura, asi como 1,5 ul de ADN genomico ovino. Las muestras fueron amplificadas
bajo las siguientes condiciones: denaturacion inicial a 95 °C por 5 min; 32 ciclos de denaturacion
a 95 °C por 30 seg; temperatura de anillamiento correspondiente a cada marcador (CANP 316)

61.1°C y (CAST 1) 60.1 °C por 1 min; extension 72 °C por 1 min posteriormente 1 ciclo de
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extension final 72 °C por 10 min usando un termociclador PCR Multigene Gradient (Labnet,
International). Los productos de amplificacion fueron evaluados en geles de agarosa al 1.5 %
tefiidos con SYRB-GREEN (Invitrogen, USA) Para la amplificacién se empled un termociclador
MULTIGENE (Labnet, Inc., USA). Metodologia estandarizada por el laboratorio de genética y
biologia molecular animal.

La Identificacion de polimorfismos se realizd mediante el uso de la técnica SSCP (polimorfismo
conformacional de cadena simple) (Schenkel et al., 2006), donde los genotipos fueron visualizados

en geles de poliacrilamida, tefiidos con nitrato de plata (Taylor, 1997).

3.2.4 PCR-SSCP
La genotipificacion de los genes CAPN y CAST se realizé mediante la técnica de PCR-SSCP
(Sheffield et al.,1993) después de amplificadas las muestras se les adiciono 10 ul de buffer de carga
para acrilamida, la mezcla se denaturo a 95°C por 5 minutos y se refrigero a -20 °C por 5 minutos,
posterior a esto 10 ul de la mezcla fue sembrada y corrida en geles de poliacrilamida (89:1
acrilamida-bisacrilamida) con una concentracion del 10% durante 12 horas para el marcador
CANP 316 Y 17 horas para el marcador CAST1 a 30 W, la electroforesis se realiz6 en buffer
TBE1X. Los fragmentos fueron visualizados por medio de tincion de nitrato de plata (Benbouza

et al., 2006).

3.3 Analisis estadistico

Para cada uno de los marcadores tipo SNPS se determinaron las frecuencias genotipicas, alélicas,
heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) vy el
coeficiente de endogamia (Fis). Mediante el uso del oftware libre GenAIEX (Peakall & Smouse,

2006)
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4. Resultados y discusion
e Cuantificacion de ADN
El ADN extraido de los ovinos criollos Colombianos provenientes del banco de tejidos se encontro

en 6ptimas condiciones, para determinar sus concentraciones

Figura 8: Visualizacion de ADN en gel de agarosa al 1.5%, carril 1 al 9 muestras de ADN.

La identificacion de mutaciones puntuales en el genoma de un individuo permite que los genetistas
puedan identificar la asociacion de los SNPs con caracteristicas de importancia econémica, esta
informacién permitird hacer la seleccion de los animales élite de acuerdo a su genotipo (la
identificacion se puede hacer por la seleccion asistida por marcadores tipo SNPs), lo que es un

gran avance en los rasgos cuantitativos que es compleja su medicion como es el caso de la terneza.

Los marcadores CAPN 316 y CAST 1 fueron elegidos para la presente investigacion, han sido
evaluados por la comunidad cientifica en poblaciones bovinas por su asociacién con caracteristicas
de terneza de la carne, por esta razén se buscé la homologia de estos SNPS en el genoma ovino,
esta investigacion fue realizada haciendo uso de la herramienta bioinformatica BLAST

perteneciente a la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Encontrando la homologia de los marcadores (CAPN 316 y CAST 1) que fueron totalmente
complementarios a la secuencia del genoma ovino.
e Genotipificacion

A partir del ADN gendmico extraido de los animales, se amplificaron los fragmentos
correspondientes a los genes CAPN y CAST ver figuras 9 y 10, haciendo uso de la técnica PCR,
se utilizaron los primers que se muestran en la cuadro 1, la identificacion de los genotipos se realizo
utilizando la técnica SSCP para la deteccién de los polimorfismos diferentes conformaciones de
las cadenas se detectaron por electroforesis en gel de poliacrilamida, identificandose tres patrones
los cuales fueron denominados como genotipo AA, AB, BB para los dos marcadores, dando como

resultado que fueron polimérficos ver figuras 11y 12.

Forward —»

GTGAGGGGCCGTGGACACTGGCCGGGGAGGCCTGGGAAGACTGTTCAGTGCCAC
TGGCATTTCTGCTGGGGTCTCTGCCAGCCCACAGTGGACTCAGGCTTGAACAGAGGGGCCCATCTG
CGTGTGACTGGGTCTGGGGACTGCCCTGGTAAAGCTCAGGCTGTGCATGTGGGCGGCTGTGCCCA
CCTACCAGCATCCTCGGAGTGTCTGACCCGGCCCTCCTAAGATAACCCCTGGGACTGGGGTCTCTG
GACATGACCTTGTGGAAGCTTCCTGAGCCGGGCCAGGGAAGGACAGGCCCCAGGGATAGAGGCT

GGGCAGGTTGGTGGCCGCCAGCCCCTGGCAGTGCCCTTTTCCCGCAG
GTGAGCAGC

CCCCTCCTCAGTCTGAGTGGGCACCCCAGCTCCCAAGCCCCCTCCCCCCCCCCCAGAAAGCCAGC

TGTGCCATGTCTCTCGATGCCCCGCCTGGGCACCCTGGﬂCACTCTCACCTCGACCCCCCCAG.

4——— Reverse

Figura 9: Ubicacion del fragmento amplificado del gen CAPN 316, resaltado en verde: primers,

en rojo los exones 8, 9,10 y en negrilla los intrones 8,9 y su Peso es de 739 Pb.
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Forward ——»

GTAAATAAAGCAGACAGATAGATGAAAGAAA
GAAAGTGAAGTCTCTCAATCGTGTCCAACTCTTTGAGACCCCATGGTTCCCCCAGGAACCTGCCAA
GTTCCTCTGTCCACGGAATTTTCCAGGCAAGAGTGCAGGAGTGGGTTGCCATTTCCTTCTCCAGGG
GATCCCGACCCAGGGATTGAACCCAGGTCTCCTGCATTGTAGGCAGATGCTITACCAGGTGGATAG
ATGGGGAAACACTAATGTCAGCTAGGGGATAAGATACAGATCCTCTGCCTATACTGATGTGTGCAG
GTGACTCTTCGGAGCTATGCCAAATGTATCTGGTATAGTCAAGATTTGGTGTTATCACTTTCCTGGT
GTTGCAAATAGCCTTGAGGGGACCTGGGACTATGTAAGGCCTGAGGAGGGCATCAGATGGGTCTG
AGGGATGTTCCATCACACCCTGCCACTGCCCAGCAAGCAGTGCCCAGTTGTGACCTTGAGGGAGC
AGGCTCTGGTGTCTTACAGAGAGGAAGCTGGGAGTTGAGGCTGCCTCCTGCACCCCTCTCCTCATG
GTGGTTTAGTTIGCCAAGTTGTGTCTGATGCTTGCAACCCCATGGACTGTAGCCCACCAGGTTCCTCT
GTCGGGATTCTCCAGGCCAGAATACTGGAGTGGGTCACCATTTCCTICTTTAGGGGATCTTCCCGA
CCCAGGGATCGAACCTGGGTCTCCCACATTGCGGGCAGATGATTITACCGACTGAGCTATGAGGGA
AGCCCTCTCCTTATGGACTGTGGGAATTCACATGCCCTGCGTGATCTGCTCCTTACCTGGAGGTCTT
AGAATTTTGTGGCTCTTACTGGAGACATCAACTTACAGAGCCAAAAAAATTAGAAAAATATICTGTA
TTTCCAGAAGTAACAGTAGTCATATATAAGAAGAATAAGCATCCGTGAGAAGAACTTTTTCATTATG
AGCTCTTGGAAGACCATATATCTCGTACACAACAATATACCTTGTATCAGGATTGCTGTGTGGCCCA
CCAGCTACAGCCACTTGTGTGTTICTATTTGGCTTACCATAATCAAAATGAATTTCAGTTAGCTGCCA
ACAGTCACAGTCAGAATAGTTCACATAAAATGCCAATGTCTAGCTTCTCTTGAAGAACTGGAATCGC
TGGCAGCAGTGGGCCCCCATGGCAACACTTGACTGGCATCCCTGCAGCCTGGTGTGAGCCTCCCC
GGCCCACTTCACCTGTGTGTTTTACCCACGTGGCCTCTGTAAGCTCTGGAGTCCAGCTCTGTGTCCC
CCACATTGCATCATGTCCAGCAGAAGCTAGTGACCATTTCTCTACAAGATGTCCACGAGGGGAAAC
GGGCTCCCTGGTAACATTTGAAATGTATGATCTTGAAAATGGGCATTCAAAGTTAACTTAGTTCTGT
CGATCTTTCAG

Reverse -
Figura 10: Ubicacion del fragmento amplificado del gen CAST1, resaltado en verde: primers,

en rojo los exones 8,9 y en negrilla los intrones 8 y su Peso es de 1552 Pb

Figura 11: Gel de acrilamida genotipos del gen CAPN. Carril 1, 3,4 genotipos BB, carril 2, 6,

8,11 genotipo AB carril 5, 7, 9,10 genotipo AA
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Figura 12: Gel de acrilamida genotipos del gen CAST. En los carriles 1, 3, 4, 5 genotipo AA,

carril 2 genotipo BB carriles 6 y 7 genotipo AB.

Frecuencias Alélicas y Genotipicas
En la cuadro 2 se presentan los valores de las frecuencias alélicas y genotipicas de los marcadores

tipo SNPS CAPN Y CAST, seran discutidos para cada marcador.

Cuadro 2

Frecuencias Alélicas y genotipica, de los marcadores CAPN316 Y CAST1.

Frecuencia Frecuencia

Locus Alélica % Genotipica %

A B AA AB BB

CAPN | 544 | 45.6 35 38.75 | 26.25

CAST [93.7] 6.3 88.75 10 1.25
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4.1 Gen calpaina (CAPN)

En bovinos hay diversas variantes del gen CAPN localizado en la regiéon del cromosoma 29, se
han asociado por tener efectos sobre la terneza de la carne, el SNP 316 esta localizado en el exon
9 de la regidn reguladora (28k Da) y su nombre se debe a que hay un cambio en el amino&cido 316
de la cadena de polipéptidos (Bracho, 2011; Van et al., 2007), el resultado es una transversion
Citosina por Guanina (C/G) en la posicion 5544 del gen ocasionando un cambio en los
aminoacidos de una Glicina por una Alanina, este SNP es no sinénimo y fue reportado en ganado
Bos taurus (Page et al., 2002), en los ovinos el gen CANP esta localizado en el cromosoma 21 'y
ha sido poco estudiado en esta especie (Ensembl, 2015).

Para el presente estudio en el SNP 316 se observaron frecuencias génicas para A y B las cuales
fueron 54.4 % y 45.6 % respectivamente, y en cuanto a las frecuencias genotipicas se evidencio
un 38.7% de heterocigotos, Ver cuadro 2 Page et al., (2004) reportaron en ganado Bos taurus una
asociacion de la variante alélica C a una reduccidn en la fuerza de corte Warner Bratzler (FCWB).
Sin embargo (White et al., 2005) realizaron un estudio en animales cruzados con Bos indicus,
donde obtuvieron una disminucién significativa (FCWB) de 0,55 Kg para el genotipo homocigoto
CC y 0,18 Kg para el heterocigoto CG, cabe resaltar que esta presente la variante alélica C que
tiene una asociacion con la terneza. Parra & Sifuentes (2007), encontraron las frecuencias alélicas
para C con un 46% y G con 54 % en ganado Brahman, mientras que Cuetia et al.,(2012) realizaron
un estudio en bovinos criollos Colombianos y reportaron una frecuencia del 21% para el alelo C,
por otro lado Corva et al., (2007) observaron alelos C Y G con frecuencias de 0.29 y 0.71% en
animales Brangus de Argentina. En los estudios mencionados anteriormente se encontré que el

alelo G es més frecuente que el alelo C en las poblaciones estudiadas, hay que resaltar que el alelo
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C presenta una reduccion en la en la fuerza de corte en la prueba de Warner Bratzler, por esta raz6n
es importate hacer una secuenciacion del fragmento del gen calpaina para identificar claramente
cudl es la modificacion genética que sucede en estos animales. Lo que indicaria que al hacer la
secuenciacion en la poblacion de ovinos se encuentra presente el alelo C se debe llevar a cabo un
plan reproductivo en donde se pueda incrementar las frecuencias con los genotipos favorables en

la poblacion de ovinos criollos colombianos.

4.2 Gen calpastatina (CAST)

Diversos trabajos cientificos han confirmado que la Calpastatina es un inhibidor de las enzimas
dependientes de calcio la u-calpaina y la m-calpaina, Sin embargo hay una alta asociacion del
complejo enzimético encargado de la prote6lisis muscular en el proceso de tiernizacion de la carne,
donde una alta concentracion de calpastatina al momento del faenado del animal, es considerado
un factor correlacionado con la reduccién de la terneza de la carne (Castro, 2013; Motter et al.,
2009), la protedlisis muscular postmortem determina la terneza de la carne, este proceso también
esta relacionado con la raza del animal. La carne de animales Bos indicus generalmente posee
menor terneza que la obtenida de animales de razas Bos taurus (Motter et al., 2009).

En los bovinos el gen Calpastatina esta ubicado en el cromosoma siete (Bracho, 2011), varios SNP
han sido reportados en literatura y asociados con a fuerza de resistencia al corte (Casas, 2006;
Reardon et al., 2010; Schenkel et al., 2006). EI marcador CAST1 ha sido reportado como un SNP
localizado en el intron 6 del gen CAST donde una pirimidina es sustituida por otra pirimidina,
citosina por timina (C/T) en la posicion 7615 (Castro, 2013).

Para el marcador CAST1 el alelo A se encontro en frecuencia del 93.8% y el B 6.3%, se observd
que los animales con genotipo AA presentaron la mayor frecuencia con un 88.75% ver cuadro 2.

Por el contrario (Majidi et al., 2009) tomaron una poblacion de ganado Nelore e identificaron



53

alelos A y B con frecuencias de 42 y 58 %, respectivamente reportando un alto indice de
heterocigotos para el genotipo AB con un 58.53 %, las frecuencias reportadas fueron muy
diferentes a las del presente estudio. En bovinos Bos indicus por Bos indicus y Bos taurus por Bos
indicus encontraron variantes alélicas para C y T de 60 y 40% respectivamente (Castro, 2013).

Leal (2013), encontraron frecuencias similares para los alelos C y T con un 63 y 37%. Estos
estudios coinciden que el alelo C es méas frecuente en las poblaciones estudiadas, en la presente
investigacion se observo que el patron denominado alelo A fue més predominante en la poblacion
que el alelo B, por eso el paso a seguir es secuenciar el fragmento de ADN para identificar si el
patron A corresponde al alelo C o al alelo T o cual es la sustitucién que se estd presentando en
dicho fragmento, es pertinente hacer pruebas de Warner Bratzler para determinar cuéles son los
genotipos que presentan menores valores de fuerza de corte.

De los 80 animales muestreados 52 son machos, donde se evidencio que el genotipo AA presentd
un mayor indice para los dos marcadores, sin embargo en el marcador CAST1 se identificd un
individuo para el genotipo BB, en contraste las 28 hembras donde se observé la misma frecuencia
en los genotipos AB y BB con un 39 % para el SNP 316, por otro lado el genotipo AA presentd el
indice mas alto para el marcador CAST1 (Cuadro 3).

La produccion ovina inicia con la cria de machos y el reemplazo de hembras productoras, estas
son las encargadas de mantener el rebafio para la produccion de animales tipo carne, en el estudio
se evidencid una presencia elevada de machos, se puede considerar que estos animales son
destinados para la cria, ceba y posterior a esto el sacrificio, ya que su desarrollo es mas precoz.
Por este motivo es esencial Implementar programas de mejoramiento genético con el objetivo de

realizar estudios méas profundos en los genes que estén asociados a calidad de carne.
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Cuadro 3

Frecuencia genotipica para los genes Calpaina y Calpastatina en machos y hembras.

Frecuencia | Frecuencia
Marcador | Genotipo | Machos % | Hembras %
AA 42.3 21.4
CAPN AB 38.4 39
BB 19.2 39
AA 88.4 89
CAST AB 9.6 11
BB 2 -
Total 52 28

El equilibrio genético de la poblacion se evalué mediante la prueba de X?, se estimaron los valores
de heterocigosidad esperada (he) y observada (ho) (ver tabla 4) en la presente investigacion no se
encontraron diferencias significativas (P<0,05) con respecto a la prueba de X2 dando valores de
3.84 y 1,72 lo que indica que la poblacion esta en equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) con lo
que se puede confirmar con el coeficiente de endogamia o indice de fijacidn (FIS) que describe la
distribucion de los genotipos dentro de una poblacion, en términos de exceso o deficiencia de
heterocigotos. El valor de este indice esta dentro de un rango de -1 y 1 cuando este tiende a 0
significa que la poblacion esta cerca del EHW (los apareamientos fueron estrictamente al azar), si
el valor es negativo, quiere decir que se tiene un exceso de heterocigotos mientras que un valor
positivo indica una deficiencia significativa de estos (Bejarano et al., 2012) en el presente estudio

el indice Fis fue 0.219 y 0.147 para CAPN y CAST respectivamente, los resultados encontrados
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mostraron una clara tendencia hacia un valor positivo esto es un indicativo que hay una deficiencia
de heterocigotos en la poblacion estudiada. Sutikno, Yamin, & Sumantri (2011), define que una
poblacion esta en EHW cuando se cumplen las siguientes hipotesis: las frecuencias genotipicas y
génicas se mantienen constantes de generacion en generacion, el apareamiento es totalmente al
azar y la poblacion es suficientemente grande, por otra parte Vasconcellos et al., (2003) dicen que
la seleccién, endogamia y deriva genética son factores que pueden alterar el equilibrio de la
poblacion porque aumentarian los indices de consanguinidad, se llevaria a cabo la seleccion
genética y habrian estrategias de mejoramiento genético. Nuevamente se reitera que la poblacion
se encuentra en EHW, ya que cumple con los supuestos mencionados anteriormente, a pesar que
la produccion ovina en Colombia es manejada sin registros y sin mayores conocimientos técnicos
lo que conlleva a un alto indice de consanguinidad de los animales, perdiendo los estandares de

calidad en la produccion cérnica.

Cuadro 4:

Valores de heterocigosidad para los marcadores CAPN y CAST.

Locus | Ho | He FIS X?

CAPN | 0.38 | 0.49 | 0,219 | 3.84

CAST | 0.1 | 011 | 0,247 | 1,72

Grados de libertad (nimero de alelos -1), (p<0,05), (Ho) Heterocigocidad observada, (He) Heterocigocidad esperada,

indice de fijacion (Fis) y prueba de chi-cuadrado (X?.

Algunas investigaciones realizadas en otra region del genoma ovino, han demostrado que existen
otros polimorfismos en los genes Calpaina y Calpastatina y que pueden estar asociadas a terneza

de la carne. Kumar et al., (2015) realiz6 un estudio en 100 corderos de raza Bandur, donde se
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evidencio una mayor frecuencia del alelo A con 82 % con respecto al alelo B 18 %, también
observaron genotipos AA y AB con frecuencias de 67.2 y 29 % respectivamente, para esta
poblacion analizaron los exones 5 y 6 incluyendo el intron del gen calpaina, por otro lado Dehnavi
et al., (2012) observo un resultado similar para los alelos A y B con frecuencias de 84.5y 15.5 %
respectivamente, reportando genotipos AA y BB. Sin embargo en contraste con las anteriores
investigaciones Azari et al.,(2012) tomo los mismos primers reportados en los anteriores estudios
y observo tres patrones diferentes G1, G2 y G3 con frecuencias genotipicas de 8.2, 89.2 y 2.7%,
respectivamente, en una poblacion de 110 ovejas Dalagh de irén.

Otros estudios realizados en el gen Calpastatina donde Azari et al., (2012) identific6 un
polimorfismo utilizando el método PCR-RFLP, en el exdn e intron 1 con un peso de 622 Pb, realizo
la digestién del producto con la enzima de restriccion Mslp y observo frecuencias para los alelos
M 55.45 y N 44.45 %, identificando tres genotipos MM, MN Y NN con frecuencias de 36, 38 y
26 % respectivamente. Asi mismo Dehnavi et al., (2012) en su estudio hizo una asociacion entre
los genotipos de PCR- RFLP y el anélisis PCR-SSCP, donde encontrd alelos A, B 'y C con
frecuencias 83.5, 14.5 y 2 % respectivamente, con la técnica SSCP observando patrones AA, AB,
BB y AC con frecuencias genotipicas de 71, 21, 4 y 4 % respectivamente, por otra parte con la
técnica RFLP observé alelos M y N con frecuencias genotipicas para MM 75%, MN 21% y NN
4%, los resultados fueron muy similares para las frecuencias alelicas y genotipicas con las dos
técnicas. Resultados parecidos fueron observados en una poblacion de ovejas Makoei Ranjbari et
al., (2012) encontro alelos A, B y C, el alelo con mayor frecuencia fue el alelo A 63.13 %, también
observo cuatro genotipos AA, AB, BB, AC, donde identifico que los animales con genotipo AB

presentaron mayor frecuencia con un 63%.
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Sin embargo en las investigaciones anteriores no han logrado identificar si existe una interaccion
clara de los polimorfismos encontrados en estos genes y su asociacion con la terneza de la carne.
Por lo tanto es importante seguir haciendo estudios que permitan hacer analisis asociativos de
diferentes variantes alélicas y asi mismo realizar la secuenciacion de los fragmentos para

identificar cuél es la mutacion puntual en las regiones amplificadas.
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5. Conclusiones y recomendaciones

El uso de un kit para la extraccion de ADN gendmico permitié obtener un ADN més puro y de

mejor calidad, siendo esta técnica mas rapida y menos toxica que el método fenol — cloroformo.

Los resultados obtenidos mostraron que los marcadores (CAPN316) y Calpastatia (CAST1),
tomados del genoma del bovino son polimorficos, en la poblacion ovina analizada. Estos SNPs
han sido reportados en literatura por su importante influencia sobre la terneza de la carne de
bovinos y al ser polimorficos en la poblacién ovina podrian ser considerados para la realizacion
de analisis de asociacion genética a esta caracteristica esperando encontrar igual o similar

significancia a la reportada en bovinos.

Se calcularon las frecuencias alélicas, genotipicas, y el indice de fijacion, encontrando que la

poblacidn esté en equilibrio de Hardy Weinberg.

El método de PCR-SSCP permitié genotipificar la totalidad de la poblacion, se recomienda
secuenciar varios fragmentos tanto del genotipo AA, AB y BB para confirmar los resultados

obtenidos

Se recomienda implementar en los planes de mejoramiento genético el uso de marcadores

moleculares para identificar los animales élite para la conservacion de estos individuos.

Para el presente estudio es de vital importancia tomar medidas fenotipicas de los animales y

realizar pruebas de Warner Bratzler en los cortes que tiene preferencia el consumidor, estos datos
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pueden ser asociados con la genética del animal y determinar si el SPN identificado tiene un efecto

0 no en la suavidad de la carne.

Se recomienda trabajar con un nimero més elevado de individuos para realizar estudios mas
profundos en los genes CAPN y CAST, con la totalidad de los marcadores tipo SNP que se han
reportado en literatura, para asi realizar futuros programas de seleccion genética asistida por

marcadores en poblaciones de ovinos criollos Colombianos.
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