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“Evaluacion de la administracion de glicerol en ganado de engorda 24 h antes del
sacrificio en relacion a su efecto con algunos indicadores bioquimicos de estrés
fisiologico y de estrés oxidativo”

Mariana Huerta Jiménez, D. en C.

Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

La administracion de fuentes de energia antes del sacrificio puede tener efecto sobre algunos
indicadores fisiologicos manteniendo la homeostasis durante la exposicion inevitable de
estrés por el manejo. El objetivo de esta investigacion fue la evaluacion de los niveles basales
de marcadores bioquimicos indicadores de estrés fisiologico en novillos de engorda proximos
al sacrificio. Se eligieron al azar 50 novillos cruza (Bos taurus x Bos indicus). Se evaluaron
dos tratamientos (T1= 25) administrando 600 ml de glicerol 24 h antes del sacrificio y (TO=
25) sin glicerol. Se colectaron muestras de sangre de la vena yugular para evaluar los niveles
basales de indicadores de estrés y 24 h después de aplicar los tratamientos y muestras de
carne para observar los cambios de estrés oxidativo en vida de anaquel. El disefio
experimental fue DCA, los datos se analizaron por PROC MIXED de SAS, la diferencia entre
medias por la prueba de Tukey. En el analisis de los biomarcadores de estrés fisiol6gicos
reportados como indicadores de estrés agudo, se observaron diferencias (P<0.05) entre
tratamientos y por tiempo para las variables PROT (P=0.0005) y LACT (P=0.0004), por
tiempo para UREA (P < 0.05) y por tratamiento para LDH (P=0.021). Los biomarcadores de
estrés oxidativo indicaron diferencias (P<0.05) entre tiempos de muestreo para las variables
FRAP (P = 0.021) y GSH (P = 0.006). Los indicadores FRAP y TBARS en la carne
mostraron diferencias (P<0.05) por tiempos de vida de anaquel. Se concluye que la
administracion de glicerol no modifica la homeostasis del ganado ni causa cambios
significativos en la vida de anaquel de la carne.

La terneza y el marmoleo son caracteristicas poligénicas, indicadoras de calidad en la carne
bovina. Algunos de los genes relacionado con la terneza en la carne son la calpastatina
(CAST) en el cual se han identificado SNP asociados significativamente con variabilidad en
la terneza de la carne bovina y el gen de la tiroglobulina (TG5) en el cual se ha identificado
un polimorfismo asociado a la deposicién de grasa intramuscular. Se determiné la presencia
de estos dos marcadores en ganado bovino procedente de una engorda comercial de
produccion de carne con exigencias de calidad suprema. Se obtuvieron muestras de sangre de
400 bovinos préximos al sacrificio, las cuales fueron procesadas por PCR Directa utilizando
los iniciadores CAST (AF159246) y TG5 (M35823). Los productos de amplificacion
esperados 495 pb (CAST) y 545 pb (TG5), se corroboraron en gel de agarosa al 1 % con
bromuro de etidio, purificados por la técnica de PEPSIs-97 y enviados a secuenciar. Las
secuencias fueron ensambladas y editadas con el programa Vector NT Suite 8.0 para obtener
las secuencias consenso, las cuales fueron comparadas con la base de datos del NCBI con las
secuencias homologas del BLAST. Los resultados de esta investigacion fueron que se
corroboraron los fragmentos tanto para el gen CAST y TG5 con los iniciadores utilizados y
las secuencias consenso tuvieron una maxima identidad del 85y 84 % para el gen CAST y
para el TG5 una méaxima identidad del 99 y 98 %. Se concluye que el uso de las herramientas
de la gendmica permite identificar la expresion de un gen de caracter productivo.

PALABARAS CLAVE: Glicerol, Bienestar animal, Calidad de la canal, Rumiantes,
Calpastatina, Tiroglobulina, SNP, Terneza, Marmoleo.
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""Evaluation of glycerol administration in beef cattle 24 h before slaughter in relation to
its effect with some biochemical markers of physiological stress and oxidative stress"

Mariana Huerta Jiménez, D. en C.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The administration of energy sources before slaughter can have an effect on some
physiological markers maintaining homeostasis during the inevitable stress exposure by
handling the animals before and during slaughter. The objective of this research was to assess
the basal levels of some biochemical and physiological markers of stress in steers before
slaughter. Fifty crossbreed steers were randomly assigned to two treatments (T1 = 25), where
animals were given 600 ml of glycerol orally, administered 24 h before slaughter, and (TO =
25), control animals without glycerol. Blood samples were collected from the jugular vein in
all animals before giving glycerol, in order to measure the basal levels of stress indicators,
and 24 h after and evaluated meat to observe the changes of oxidative stress. The
experimental design was completely random, the data were analyzed by PROCMIXED, and
means by the Tukey test. The results of the markers of physiological stress showed
differences (P<0.05) between treatments and time for PROT (P=0.0005) and LACT
(P=0.0004), variables, time for urea (P<0.05) variable and treatment to LDH (P=0.021).
Biomarkers of oxidative stress main effects indicate differences (P <0.05) between sampling
times for FRAP (P = 0.021) and GSH (P = 0.006). The FRAP and meat TBARS indicators
showed differences (P <0.05) by time shelf life. It is concluded that the administration of
glycerol as an energy supplement 24 h before slaughter did not affect the homeostasis of
livestock or cause significant differences in meat shelf life.

Marbling and tenderness are polygenic and quality indicator of beef meat characteristics.
Some of the related genes in meat tenderness are the calpastatin gene (CAST) in which have
been identified SNP some of which have been associated with significant variability in
tenderness, and thyroglobulin gene (TG5) in which it has been identified a polymorphism
associated with the deposition of intramuscular fat in cattle. The objective of this research
was to identify the presence of these two markers in beef meat from animals of a commercial
feedlot dedicated to the production of meat with supreme quality requirements. Four hundred
animals were sampled before slaughter, and the blood obtained was processed by the
polymerase chain reaction Direct using the primers CAST (AF159246) and TG5 (M35823).
The expected products of 495 bp larger preview (CAST) and 545 bp (TG5), were confirmed
in gel agarose 1% with ethidium bromide, and the purified technique pepsis-97, and sent to a
laboratory for sequencing. Sequences were assembled and edited with the Vector NT Suite
8.0 software for the consensus sequences and compared with the database of the NCBI with
homologous sequences BLAST. The results corroborate the fragments expected for both
CAST and TG5 gene by primers reported in AF159246 and M35823, respectively. The
consensus sequences showed a maximal identity of 85 and 84% for the CAST gene compared
to sequences in BLAST. For TG5 the maximal identity was 99 and 98%. It is concluded that
the use of genomic tools help to identify the expression of a gene which codifies for a
productive characteristic.

KEYWORDS: Glycerol, Animal Welfare, Carcass Quality, Markers of Stress, Ruminants,
Calpastatin, Thyroglobulin, SNP, Marbling, Tenderness.

Xiv



CAPITULO |
1 INTRODUCCION

El uso del glicerol o glicerina en la alimentacion animal, basicamente en los rumiantes,
no es algo novedoso. Debido a su alta disponibilidad por la industria del biodisel y a que
puede utilizarse como suplemento o remplazo de otras fuentes energéticas como el maiz y la
cebada ha tomado de nuevo gran interés durante esta ultima década. Las investigaciones
realizadas, indican que el potencial del glicerol en la alimentacion de los animales depende de
varios factores, entre los que se mencionan: el tipo de dieta base en la que se incorpore (dietas
altas en granos vs dietas altas en fibra), el nivel de inclusion (< 15 % de la MS total) y el
grado de pureza (definida como aquella con altos contenidos de glicerol y bajo concentracion
de metanol y sales).

Con la expansion de la industria de los biocombustibles, el glicerol o glicerina cruda
como subproducto en la produccion de biodiesel, se convierte en una alternativa para la
alimentacion del ganado ya que posee caracteristicas nutricionales de gran interés (Donkin,
2008). Se ha reportado que tiene propiedades gluconeogénicas incorporandose en el
metabolismo de la glucosa por diferentes vias al igual que otros precursores gluconeogénicos,
sintetizando glucosa via porta en higado o rifiones (Wang et al., 2009).

El glicerol también puede sufrir una rapida fermentacion en el ambiente ruminal,
sugiriendo que el glicerol puede mejorar o mantener los parametros de degradacion, asi como
también incrementando los acidos grasos volatiles que contribuyen a la produccion de
glucosa, siendo el propionato como el de mayor sintesis cuando se alimenta con glicerol
(Drackley, 2008, Kijora et al., 1998). Otras investigaciones han enfocado el uso del glicerol
con fines terapeuticos como en el tratamiento de problemas de cetosis en vacas y ovejas,
obteniendo éxito en el tratamiento. En cerdos se ha reportado que el uso del 5 % de glicerol

como fuente de energia de reemplazo en la dieta no modifica el consumo de alimento ni los

1



cambios de la canal, posterior al sacrificio (Della Casa et al., 2009). En otra investigacion
realizada por (Seneviratne et al., 2011) reportan que la inclusion del 10 % de glicerol en la
dieta como fuente de energia administrada por un periodo de 0 - 28 dias no mostrd ningln
cambio en el consumo de alimento diario, ni en la ganancia diaria de peso, asi como
conversion alimenticia. En aves, el 7.5 % de glicerol empleado en la dieta no afecta el peso
corporal, ni se observan cambios en la conversion alimenticia, o en la produccion y/o en el
peso del huevo (Swiatkiewicz and Koreleski 2009; Yalcin et al., 2010). Otros investigadores
reportan que la adicién de glicerol en la dieta de aves no causa ningun efecto significativo al
evaluar parametros como el rendimiento de la canal, el contenido magro, el peso y cortes
magros. Asi como tampoco cambios en la composicion intramuscular de los acidos grasos
(Della Casa et al., 2009; Terré et al., 2011). Por su parte (Della Casa et al., 2009) observaron
que dosis mayores de 7.5 % de glicerol aumentan la concentracion de &cido octadecenoico y
una baja tendencia en la concentracion de los niveles de &cido palmitico, esteérico y linoléico.

La inclusién de glicerol en la dieta de los animales puede aumentar el aporte energético,
sustituyendo a otros alimentos como los granos, por lo que el objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de la administracion de glicerol via oral en rumiantes expuestos a estrés
por practicas deficientes de manejo en el transporte, embarque y desembarque de ganado
antes del sacrificio, que generalmente son etapas que generan altos niveles de estrés en el
bovino que a su vez demandan energia para contrarrestar la pérdida de la homoestais y
caracteristicas en la canal y calidad de la carne que causan péerdidas econdémicas relacionadas
con decomisos por hematomas, mortalidad animal y alteracion de las caracteriticas

organolépticas de la carne (Gallo y Tadich, 2005).



2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la suplementacion de glicerol a una dosis de 600 mL animal™ via oral 24 h
previas al sacrificio en ganado de engorda, como medida preventiva para disminuir los
efectos del estrés durante el manejo antes del sacrificio y su relacion con la presencia de

cortes oscuros y vida de anaquel de la carne.

3 OBJETIVOS PARTICULARES
Evaluar los niveles basales de marcadores bioquimicos indicadores de estrés fisiol6gico

y estrés oxidativo en novillos de engorda préximos al sacrificio.

Evaluar el estrés oxidativo y vida de anaquel en la carne de animales a los que se les

proporcionaron 600 ml de glicerol antes del sacrificio

4 HIPOTESIS
El empleo de fuentes de energia, como el glicerol 24 h previas al sacrificio, disminuira
el estrés fisioldgico y oxidativo, asi como la presencia de cortes obscuros, por lo que mejorara

la calidad de la carne.



5 REVISION DE LITERATURA
5.1 Generalidades y propiedades fisicas del glicerol

El glicerol es el mas simple de los alcoholes y es conocido como propano 1, 2, 3-triol
de acuerdo por la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry 1993.

www.iupac.org). También se le conoce comercialmente como glicerina 1, 2, 3-propanotriol,

trihidroxipropano, glicerol o alcohol glicérico. El glicerol es un liquido viscoso, inodoro,
incoloro y de un sabor dulce almibar. Contiene tres grupos hidroxilo hidréfilos que son
responsables de su caracteristica higroscopica y su solubilidad en agua (Silva et al., 2014). Su
punto de ebullicién es de 294 °C, se puede disolver en agua o en alcohol, pero no en aceite. El
glicerol es un componente principal de los acilglicéridos, se encuentra en la grasa animal,
aceite vegetal o en el petroleo crudo. También se deriva del jabén o de la produccién de
biodiesel. Desde 2800 A.C., fue aislado por calentamiento de la grasa mezclada con cenizas
para producir jabon (Hunt, 1999), pero se considera que fue descubierto en 1779 por el
farmacéutico suizo Scheele, quién aislé el compuesto al calentar una mezcla de Litargirio
(PbO) con aceite de oliva. En 1811, el quimico francés Chevrel le da el nombre de glicerina,
patentando el método industrial para su obtencién a partir del jab6n por reaccién del material
graso con cal y material alcalino (Gesslein, 1999). Este producto se emplea como solvente,
plastificante, edulcorante, suavizante, en la produccion de nitroglicerina, cosméticos,
perfumeria, lubricantes, licores, tintas, anticongelantes, produccién de resinas y mas
recientemente como alimento energético para los animales. En la Figura 1., se presenta la

estructura molecular del glicerol, compuesto con hidroxilos.


http://www.iupac.org/

Flgura 1. Estructura molecular del glicerol (Blieck et al., 2005).

El glicerol también contiene metanol y sales minerales. ElI metanol es utilizado en la
fabricacion de biodiesel y fuentes de baja pureza de glicerol pueden contener grandes
cantidades de metanol. Shroder y Sudekum (1999), analizaron una fuente de glicerol de baja
pureza que contenia 26.7 % de la MS como metanol. El metanol puede ser detoxificado en el
rumen pero altas concentraciones pueden ser dafiinas para el animal, por lo que concluyeron
que el consumo de glicerol procedente de fuentes poco puras puede ser toxico. EI metanol
puede ser incluso dafiino para los terneros y animales monogéastricos como el cerdo. Se
reporta que niveles mayores a 150 ppm de metanol, pueden causar efectos negativos en la
alimentacion de los rumiantes (Drackley, 2008).

Otro compuesto importante del glicerol, son las sales, resultado de la neutralizacion al
momento de ocurrir la transesterificacion (Drackley, 2008). En el estudio realizado por
(DeFrain et al., 2004) reportaron que la glicerina puede contener hasta un 11.5 % de sales,
principalmente de potasio y fosfatos. Sin embargo también se han reportado fuentes con
menor contenido de sales de potasio, como la glicerina examinada por (Schrdéder and
Stidekum, 1999) oscilando entre un 2.2 % y un 2.3 % de la MS y el fosforo entre 1.05% y
2.36 %. La purificacion del glicerol (Cuadro 1) puede ser variable dependiendo de la planta 'y

los procesos utilizados (Hippen et al., 2008).



Cuadro 1. Composicion del glicerol dependiendo de su pureza. (Adaptada de Schroder y

Stdekum, 1999).

PUREZA DEL GLICEROL

Baja Media Alta

Humedad % 26.8 1.11 25

COMPOSICION DE LA MATERIA SECA! %

Glicerol 63.3 85.3 99.8
Extracto Etéreo 0.71 0.44 NA?2
Fosforo 1.05 2.36 NA?2
Potasio 2.20 2.33 NA?2
Sodio 0.11 0.09 NA?2
Plomo 0.0003 0.0002 NA?
Metanol 26.7 0.04 NA?2

!Las concentraciones de cadmio, mercurio y arsénico estuvieron por debajo de los limites detectables.

2NA= no analizados

5.2 Metabolismo energético en los rumiantes y efecto del glicerol

La mayoria de los carbohidratos presentes en la dieta, tanto estructurales como no
estructurales, a través de la fermentacion ruminal son convertidos en acidos grasos volatiles,
ya sean lipogénicos (acetato y butirato) o gluconeogénicos (propionato) (Quintero et al.,
2011). De estos acidos, el propidnico en su gran mayoria es transformado en glucosa en el
higado a través del proceso de gluconeogénesis. Quintero et al., (2011), reportaron que la tasa
de produccion de &cido propidnico esta relacionada directamente con el consumo de almidén,

capaz de sobrepasar la digestion microbiana y ser absorbido directamente como glucosa en el



duodeno. De esta forma la glucosa que se absorbe directamente en el intestino constituye otra
fuente de energia para el rumiante, pero la misma no es suficiente para suplir las necesidades
energéticas. Razon por la que toma gran importancia la gluconeogénesis hepatica
principalmente realizada a partir de precursores como el &cido propionico, aminoacidos,
lactato y glicerol proveniente tanto de la movilizacion del tejido adiposo durante la lipolisis,
asi como de los triglicéridos presentes en la dieta (Quintero et al., 2011).

En el rumen el metabolismo del glicerol principalmente se realiza por bacterias del
grupo Selenomonas ruminantium (Daza, 2009). La forma préctica de suministrar glicerol a
los animales es mezclandolo con otros ingredientes, como el pasto fresco, heno, ensilado y
subproductos agroindustriales como harinas, salvados, blogues multinutricionales, entre
otros.

Daza (2009) y Trabue et al. (2007) describen tres rutas metabolicas que sigue el glicerol
al ser suministrado a los animales y ser asimilado. Distribuyendo el porcentaje como se
describe a continuacion: 13 % del glicerol atraviesa la pared ruminal, se absorbe en el
intestino y es eliminado, 44 % es fermentado en el rumen por accién de las bacterias
ruminales principalmente del grupo Selenomonas ruminantium y 43 % se absorbe
directamente. Indicando con esta distribucion que el glicerol tiene una digestibilidad mayor
del 80%. Daza (2009), reporta que el glicerol ofrecido de diferentes formas varia en cuanto a
su tiempo de asimilacion, encontrando que dosis de 200 ml se absorben en maximo dos horas
y dosis de 300 ml en un periodo no mayor a cuatro horas.

En otras investigaciones donde se han realizado pruebas in situ con animales canulados
a nivel de rumen, utilizando del 15 al 20 % de glicerol como parte del volumen total del
contenido ruminal, los resultados han mostrado que el glicerol desaparece del rumen dentro
de las 6 h posteriores a su administracion y que la tasa de desaparicion esta directamente

relacionada con la cantidad de glicerol adicionado y del tiempo de incubacion (Bergner et al.,
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1995). Por su parte Kijora et al. (1998) al utilizar novillos y proporcionar 200 g de glicerol
divididos en dos tomas diarias via canula ruminal, observaron que las concentraciones de
glicerol en el plasma sanguineo fueron mayores que en novillos canulados que no fueron
suplementados (0.06 mM vs 0.19 mM), reportando ademas que el 85 % del glicerol se
absorbi6 dentro de las dos horas posteriores a su administracion. Kristensen y Raun (2007)
indican que solo el 10 % de glicerol fue recuperado via porta, cuando se utiliz6 una dosis de
925 g d* por vaca con canula ruminal, siendo probablemente utilizado en higado para
producir glucosa.

La fermentacidn ruminal del glicerol podria contribuir como un producto con capacidad
gluconeogénica por ser precursor principalmente del &cido propionico en el rumen.
Resultados obtenidos por Trabue et al. (2007) indican que el 80 % del glicerol es
metabolizado por los microorganismos del rumen después de 24 h de incubacién in vitro.

Por su parte Ferraro et al. (2009) evaluaron la produccion in vitro de gases y la
fermentacion ruminal. Para esto utilizaron fluido ruminal de ovejas Suffolk. EI glicerol
incubado fue de 320 y 640 pl. Concluyendo que la fermentacién del glicerol reduce el acetato
y aumenta la proporcién molar de butirato.

En relacion al metabolismo de los lipidos, el glicerol que es ingerido por los rumiantes
como parte de los fosfolipidos contenidos en la pared celular o de los lipidos de semillas que
conforman la dieta a nivel ruminal pasa por cuatro transformaciones: hidrdlisis,
biohidrogenacion, sintesis y saponificacion de acidos grasos. La primera transformacion de
los lipidos en rumen es la hidrolisis, que consiste en romper el enlace entre el glicerol y los
acidos grasos por enzimas lipoliticas microbianas, dando origen a glicerol y tres acidos
grasos; el glicerol es fermentado rapidamente en rumen para producir acidos grasos volatiles
(AGV) (Wattiaux, 1995). Posteriormente el proceso de biohidrogenacion, comprende la

saturacion de dichos &cidos. Diferentes tipos de bacterias y protozoos del rumen poseen la
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capacidad de hidrogenar los &cidos grasos insaturados que llegan a éste, siendo la primera
fase de este proceso iniciada por Butyrivibrio fibrisolvens (Baldwin, 1983). La
biohidrogenacién conlleva varias fases bioquimicas. Muchas veces la biohidrogenacion no es
completa quedando productos intermedios, de los cuales algunos tienen funciones
metabdlicas en los animales; dentro de estos productos se encuentran el acido linoléico
conjugado, 18:3 &cido linolénico, 18:2 &cido linoléico, trans-11 18:1 &cido vacénico, cis 18:1
acido oleico, 18:0 acido estedrico. El porcentaje de hidrogenacion esta en relacion con la
cantidad de &cidos grasos poli insaturados que lleguen al rumen y del pH ruminal. A mayor
cantidad de &cidos grasos insaturados, menor va a ser la proporcion de biohidrogenacion.
Cuando maés bajo es el pH ruminal, mayor es la inhibicion del crecimiento de las bacterias
encargadas de la biohidrogenacién, sobre todo del grupo que realiza el Gltimo paso (de 18:1 a
18:0), quedando de esa forma mayor cantidad de metabolitos intermedios (Quintero et al.,
2011).

La importancia del metabolismo del glicerol es que podria ser una importante fuente
para desencadenar procesos de hidrogenacion ruminal, sintetizando &cidos grasos como el
rumenico (CLA cis-9, trans-11 C 18:2) a partir del acido linoléico (cis-9, cis-12 C18:2) y el
acido vaccénico (trans-11 C18:1), principales acidos grasos componentes del acido linoléico
conjugado (CLA), dada su concentracion mayoritaria en la grasa de la leche y carne (Giraldo,

2008).

5.3  Suplementacion con glicerol en la produccion de bovinos en corral

El glicerol como subproducto del biodiesel y como ingrediente en inclusion del 10 %y
hasta el 15 % de la materia seca total de la dieta, ha mostrado resultados importantes como

una potencial fuente de energia para los rumiantes (Drouillard, 2012; Schroder y Stidekum,



2009; Versemann, Wiegand, y Kerley, 2008). Los cambios en la canal y calidad de la carne de
animales suplementados con glicerol es el resultado del aumento de la disponibilidad de
compuestos gluconeogénicos que se utilizan como precursores para la sintesis de &cidos
grasos que favorecen el marmoleo de la carne (Evans, Wiegand, y Kerley, 2008; Versemann
et al., 2008). También por la capacidad de que el glicerol puede ser convertido a propionato
en el rumen o absorbido por el epiteio ruminal y por lo tanto convertido en glucosa (Krehbiel,
2008) que a su vez es la principal fuente de carbono utilizada para la sintesis de &cidos grasos
(Schoonmaker, Fluharty, y Loerch, 2004).

Existe pocas investigaciones que nos aporten resultados de la suplementacion de
glicerol en la ganaderia, por lo que su efecto en el comportamiento productivo de los
animales no parece muy claro. Por ejemplo, se ha observado que la suplementacion diaria del
5 % a 10 % de glicerol en el total de la dieta, que para una vaca representa de 500 a 1000 ml*
animal® dia?, tiene un efecto adecuado en la adaptacién microbiana, lo que permite
considerar adecuada la administraciéon de dosis de glicerol dentro de los rangos de
dosificacion mencionados. Por su parte Schroeder et al. (2007), reportan que una dieta con el
10 % de glicerol no mostré efecto en el consumo de alimento ni present alteraciones en la
eficiencia ruminal en vacas lecheras, de igual forma no se han observado diferencias en el
consumo de alimento cuando el glicerol es mezclado con alimentos concentrados, ya que se
obtiene una mejor conservacién del producto, gracias a que puede inhibir la proliferacion de
hongos (Groesbeck, 2007). También se ha reportado que dosis de 200 a 500 ml de glicerol
dia! en vacas recién paridas contribuye a evitar la cetosis (Daza 2009). DeFrain et al (2004),
observaron que la administracion de glicerol a vacas en transicion disminuye el consumo de
materia seca antes del parto, pero no después. En otras investigaciones (Bergner et al., 1995;
Kijora et al, 1998; Kristensen y Raun, 2007), en las que se suplemento a los animales glicerol

por via oral, se encontraron pocos beneficios de la suplementacion alimenticia en los niveles
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de glucosa en sangre. Probablemente lo anterior puede deberse al hecho de que la mayoria del
glicerol consumido en la dieta es fermentado en el rumen a propionato y butirato. Sin
embargo, cuando se administran volimenes mayores en forma de bolos, una proporcion de
glicerol puede absorberse directamente a través del epitelio del rumen, por lo que el glicerol
absorbido en este compartimento puede convertirse en glucosa en el higado (Kristensen y
Raun, 2007).

En vacas lactantes suplementadas con concentrados, el glicerol reemplaza al maiz en un
15 % de la materia seca, sin efectos negativos en la produccion. A medida que se aumenta el
glicerol en la dieta de 1 al 15 % de la materia seca total, se disminuye la concentracion de
urea (amoniaco) en la leche y en el rumen, por incremento de la microflora bacteriana al
desdoblarlo maés réapidamente, produciéndose mayor cantidad de proteina microbiana,
resultando mayor produccion de leche y carne. Esto indica que el glicerol efectivamente posee
una tasa de fermentacion ruminal mayor que el grano seco y molido de maiz (Donkin, 2008).
En otra investigacion realizada por Daza (2009), la cantidad de glicerol ofrecida a novillos
estabulados de 280 kg a 480 kg, en un sistema de engorda intensiva, oscilaba entre 200 ml y
600 ml-tanimal™? dia, mezclado con los demas ingredientes que hacen parte de la dieta,
encontrando una aceptacion adecuada por parte del ganado y un reemplazo de la melaza en un
100% por el glicerol.

La energia requerida para la actividad muscular en un animal vivo se obtiene del
glucogeno presente en el masculo. En un animal sano y descansado, el nivel de glucégeno de
sus musculos es alto, una vez sacrificado el animal, este glucdgeno se convierte en acido
lactico y el musculo y la canal se vuelven rigidos (rigor mortis). El &cido lactico es necesario
para producir carne suave, de buen sabor, calidad y color, pero si el animal esta estresado
antes y durante el sacrificio, se consume todo el glucdgeno y se reduce el nivel de acido

lactico que se desarrolla en la carne luego del sacrificio. Este estado de estrés, puede tener
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efectos adversos en la calidad de la carne, en canales de ganado bovino u ovino se presenta
una condicién conocida como DFD (carne oscura, firme y seca, por sus siglas en inglés) y
ocasionalmente en cerdos y aves, al poco tiempo del sacrificio. La carne de la canal es mas
oscura y mas seca de lo normal y tiene una textura méas firme. Esta condicion se presenta
cuando el glucégeno muscular se consume durante el transporte y el manejo en el periodo
antes del sacrificio (ante mortem), ocasionando que exista una minima produccién de acido
lactico despues del sacrificio, dando como resultado carnes DFD. Esta carne es de una calidad
inferior y tiene una menor vida util por sus niveles de pH altos (6.4 — 6.8). Indicando que una
carne con la condicion DFD implica que la canal procedi6 de un animal estresado, lesionado
o0 enfermo antes del sacrificio.

Conocer el efecto de la suplementacion de glicerol para mantener los niveles adecuados
de glucogeno en sangre de los animales proximos al sacrificio y que posiblemente seran
sujetos a estrés ya sea por condiciones de manejo o de transporte, es un area que ha sido poco
investigada, en base a la literatura revisada, es importante conocer si por sus caracteristicas
gluconeogénicas, la suplementacion de glicerol 24 h antes del sacrificio puede afectar el

estrés fisiologico y el estrés oxidativo en el animal y en la carne después del sacrificio.

5.4 Indicadores bioguimicos que permiten la evaluacion del estrés
5.4.1 Estrés fisioldgico

La respuesta al estrés es muy variable y dependiente de la capacidad de cada animal
para responder a este efecto. Resulta evidente que si el agente estresante actia por largo
tiempo el efecto encontrado serd mayor, sea alta o baja la capacidad individual de respuesta
de cada animal. Cuando el ganado es llevado al corral de engorda, surgen una serie de
cambios a los cuales los animales se van adaptando, uno de los méas importantes es el tipo de

alimentacion, de una dieta alta en forraje a una alta en concentrado, ademas de la introduccion
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a nuevas condiciones de manejo durante el periodo de engorda que en promedio es de 90 a
120 dias. Como se habia mencionado anteriormente, la capacidad de los animales para
responder a situaciones de estrés puede mejorar y con ello minimizar las pérdidas en el
rendimiento de las canales, dependiendo de la remocion de glucégeno que requiera para
responder a situaciones de estrés, lo cual ya se ha determinado proporcionando niveles
adecuados de energia en la dieta y con la adicion de electrolitos previo al sacrificio de los
animales.

En cuanto a factores relacionados con la produccion, se tiene informacion de este
proceso, sin embargo, en lo que se refiere a pardmetros relacionados con estrés fisioldgico
(constante remocion de glucdgeno) y estrés oxidativo (lipoperoxidacion debido al aumento de
radicales libres), existe poca informacién que nos indique si existe alguna interaccién
metabdlica con la vida de anaquel y la calidad de la carne. Existen al menos dos métodos para
cuantificar el estrés en los animales: el analisis de su conducta y las mediciones de diferentes
parametros (Shaw y Tume, 1992). Entre las respuestas fisioldgicas de adaptacion sobresale el
aumento en la secrecién de catecolaminas, lo que da lugar a un aumento del gasto cardiaco,
consumo de oxigeno y temperatura corporal; disminucion del pH, acumulacion de &cido
lactico y aumento de la gluconeogénesis, con lo que se incrementa el metabolismo basal.
Moberg (1996) menciona que estos cambios fisiologicos asociados al estrés se relacionan con
cambios en las concentraciones sanguineas de cortisol, glucosa, acidos grasos volatiles (B-
hidroxibutirato), volumen globular aglomerado (VGA), y algunos indicadores enzimaticos
como la creatinfosfoquinasa (CK). Todo esto conduce a pérdida de peso y a una canal de
mala calidad (Cardenas et al., 1987). Otros factores que alteran el perfil metabolico y
ocasionan desajustes acido-base y repercuten sobre la calidad de la carne, son la genética del
animal, el estrés social, la estimulacion eléctrica, el estrés caldrico, y la privacion de agua y

alimento (Dantzer, 1982; McGlone et al., 1993; Shaw y Trout, 1995; Bradshaw et al., 1996;
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Chevillon, 2000). Estas variables se utilizan como indicadores bioquimicos del estrés,
especialmente cuando se estdn comparando valores previos y posteriores a un determinado
manejo que se cree induce el estrés, siempre que las comparaciones se hagan entre animales
de caracteristicas generales semejantes (edad, raza, sistema de crianza). Sin embargo, como lo
menciona Warriss (1990) también en las canales de animales destinados a producir carne se
pueden observar y medir las consecuencias del estreés.

Inmediatamente después del sacrificio, comienzan en el mdsculo esquelético una serie
de procesos metabolicos anaerdbicos, debido a la interrupcién de la circulacion sanguinea. En
esa condicion, se acumula acido lactico como producto del metabolismo y consecuentemente
desciende el pH muscular. Este proceso de acidificacion requiere aproximadamente 15 a 36 h.
El pH final influye directamente en la conservacion y en la transformacion de la carne a
productos con valor agregado o también conocidos como productos con valor tecnolégico de
la carne, un valor apropiado de pH oscila en el rango de 5.4 a 5.8 (Warriss, 2000). Por esta
razén, es relevante la magnitud de las reservas de glucdgeno en el musculo, que a su vez
dependeran de la dieta, del trato y el nivel de estrés de los animales antes del sacrificio (Muir
et al., 1998; Warriss, 2000). En la investigacion realizada por Immonen et al. (2000),
observaron que en dietas con baja y alta energia la disminucién de glucdgeno es mejor
tolerada por animales que reciben una mayor cantidad de energia para contrarrestar el estrés
inducido por altas temperaturas y por el transporte, reportando que la respuesta de los
animales sometidos a diferentes tipos de dieta mostro una diferencia en las lecturas de pH de
0.65 unidades, siendo los valores de pH de la carne de 5.69 + 0.03 para los novillos
alimentados con una dieta alta en energia y 5.93 + 0.03 para los alimentados con una baja
(Immonen et al., 2000).

Existen problemas asociados con el manejo de los animales como la mezcla de

animales desconocidos, el cambio de alimentacidn que se da durante el periodo de engorda, el
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estrés que genera el transporte previo al desembarque en los corrales de engorda. Cuando los
operadores o responsables de movilizar y/o transportar al ganado que ha llegado al peso
adecuado de su periodo de engorda para ser llevados al rastro, realizan un mal manejo, todo el
trabajo que se realizé en el tiempo que permanecieron los animales en los corrales de engorda
podria reflejarse en pérdidas econdmicas por la presentacion de carne con hematomas,
pérdida de peso y una carne que no tendrd las caracteristicas adecuadas para ser transformada
en alimentos con un valor agregado. Otro punto importante para disminuir la presentacion de
canales oscuras (DFD) debido al incremento de pH durante el proceso postmortem, es la
adecuada inclusion de niveles de energia proporcionados en el corral de engorda para
disminuir los efectos del desgaste excesivo de glucdégeno muscular generado por mal manejo.
Immonen et. al., (2000) sugieren la inclusion de energia dos semanas previas al sacrificio.
Siendo esta una medida para prevenir la presentacion de canales con pH elevado,

especialmente si los animales son transportados por periodos prolongados.

5.4.2 Parametros para medir estrés fisiol6gico

Estos parametros evallan el estado de salud de un individuo y / o su estado nutricional.
Se basan principalmente en la determinacion e interpretacion de la concentracion de ciertos
elementos sanguineos que representan las principales vias metabodlicas (Kaneko et. al., 1997).
Otros autores (Knowles y Warriss, 2006) describen a estos indicadores como marcadores
bioquimicos, que al obtener informacion de sus niveles en sangre, permiten evaluar el
bienestar del ganado (Cuadro 2). Entre los que se encuentran el cortisol (COR), la
concentracion de albumina plasmatica, urea, globulina, proteinas totales, la actividad de la
creatinfosfoquinasa (CK), PB-Hidroxibutirato (BHT), haptoglobina, fibrindgeno, glucosa
(GLU), volumen celular acumulado o hematocrito (VGA), proteinas totales en suero (PTS),

conteo de leucocitos y la proporcion de acidos grasos libres (AGL) entre otros (Amtmann et
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al., 2006; Buckham-Sporer et al., 2008). En el Cuadro 3 se presentan los rangos biol6gicos
normales para bovinos, de las variables fisiologicas utilizadas como biomarcadores de estrés

agudo (Knowles y Warriss, 2006; Romero et al., 2011).

Cuadro 2. Indicadores de estrés agudo en bovinos, que permiten evaluar el bienestar animal

durante el manejo.

INDICADOR INDICES

indices de privacion de alimento: incremento de acidos

grasos no esterificados, B—hidroxibutirato (BHT), urea,

disminucion de glucosa.

Indicadores de deshidratacion y/o hemoconcentracion:

incremento de la osmolalidad, VGA, proteina total,

albumina.
MARCADORES

BIOQUIMICOS Indices de esfuerzo fisico: incremento de CK, lactato,

lactato deshidrogenasa

indices de miedo/excitacion y la liberacién de

catecolaminas: aumento VGA, glucosa, urea, BHT.

Indicadores de ayuno: peso vivo, BHT, Ac. Grasos libres,

glucégeno muscular.

Fuente: Adaptado de Knowles y Warris 2006.
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Cuadro 3. Biomarcadores de estrés agudo y rango bioldgico normal para bovinos.

BIOMARCADOR RANGO TIPO DE INDICADOR
NORMAL

Cortisol (ng'ml™) 0-20 Neuroendocrino primario
Glucosa (mmol L) 3.0-4.4 Miedo o excitacién
B-Hidroxibutirato (mmol-L™?) 0.02-0.46 Miedo, excitacion y ayuno
Acidos Grasos Libres (mmol'L?) 0.06 Ayuno
Creatinfosfoquinasa (U'L™) 35-280 Esfuerzo fisico
Proteinas Plasmaticas (g-dl™) 6.8 Deshidratacion,

Hemoconcentracion
Hematocrito (%) 24-46 Miedo o excitacion

Temperatura Corporal (°C) 37.7-38.5 Hipertermia o hipotermia

(Knowles y Warriss, 2006; Romero et al., 2011).

5.4.3 Estrés oxidativo

Los radicales libres (RL) cumplen una importante funcién en diversos procesos
homeostaticos como intermediarios en reacciones de oxidacion-reduccion (REDOX)
esenciales para la vida. Las concentraciones bajas de RL son benéficas e incluso
indispensables; sin embargo, en cantidades excesivas son toxicos, ya que al oxidar moléculas
bioldgicas las alteran y desencadenan trastornos en el metabolismo celular. Los organismos
aerobicos poseen un sistema antioxidante (AO) protector que limita la accion nociva de los
RL, capturar aquellos que se han formado y remover o reparar las biomoléculas dafiadas. La
generacion de RL y la defensa de AO se encuentran en equilibrio; al romperse este equilibrio
se crea una situacion llamada estrés oxidativo, que puede producir dafio celular, desencadenar

trastornos fisioldgicos y favorecer la presentacion de procesos patoldgicos. Se ha reportado
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también que algunos factores como la edad de los animales afecta los tejidos biol6gicos
debido a los cambios que ocurren en los tejidos a través del tiempo (Bokov et al., 2004). De
ahi que se ha definido al envejecimiento como la disminucion de las funciones fisioldgicas
debido al estrés oxidativo en las células o tejidos (Beckman y Ames, 1998). Este proceso de
envejecimiento es impulsado por los radicales libres de oxigeno, de aniones superdxido (O e
-), radical hidroxilo (OH ¢), peroxidos y aldehidos que se producen durante el metabolismo
basal del organismo (Harman, 1956). Debido a esta circunstancia, los muasculos esqueléticos
pueden ser vulnerables al estrés oxidativo debido a un alto nivel de oxigeno metabdlico (O>)
(Carmeli et al., 2002). Halliwell (1994) reporté que la edad del animal induce el dafio
oxidativo a macromoléculas celulares, como los lipidos, proteinas y ADN., en los musculos.

Otro factor, es la oxidacion lipidica en la carne almacenada, siendo el principal factor
relacionado con la pérdida de la frescura y calidad de la carne, ya que deriva caracteristicas
indeseables tales como el mal sabor, produccién de toxinas, y cambios en el color (Gray et
al., 1996). También los procesos de carbonilacion, fragmentacion o polimerizacion de las
proteinas se ha reportado que disminuye la capacidad de retencion de agua y la calidad
sensorial de la carne, principalmente la jugosidad y ternura (Xiong, 2000).

Como consecuencia de que la presentacion del dafio oxidativo puede atribuirse a una
deficiencia de sustancias protectoras, queda establecida una estrecha relacion entre el estrés
oxidativo y el estado nutricional. El uso de estrategias nutricionales para mejorar la calidad de
la carne juega un papel importante debido a su efecto regulador en los procesos bioldgicos del
musculo que se reflejan en la calidad de la carne (Andersen et al., 2005). Los antioxidantes se
pueden incorporar en el masculo a través de la dieta. Por ejemplo la suplementacion de dietas
con vitamina E ha demostrado ser eficaz en la reduccion de la oxidacion de lipidos,
mejorando el color de la carne y la obtencion de productos carnicos con mayor vida de

anaquel, ya que los antioxidantes incorporados dentro de las membranas celulares son mas
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eficientes que los afiadidos después del sacrificio para preservar la carne de dafio oxidativo
(Kerry et al.,, 1999). Por otra parte las enzimas antioxidantes constituyen una barrera
intracelular contra los radicales libres. Su actividad in vivo depende de diversos factores como
la lesion celular, el estrés y procesos inflamatorios (Descalzo y Sancho 2008). En los
musculos esqueléticos las més importantes son la catalasa, superdxido dismutasa y glutation
peroxidasa. Después del sacrificio de los animales, todas las células estdn en proceso de
anoxia y agotamiento de los nutrientes, por lo que las investigaciones sobre la actividad
antioxidante de la carne suelen ser inconsistentes en sus resultados (Descalzo y Sancho,

2008).
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CAPITULO I
6. TITULO: “Evaluacion de la administracion de glicerol en engorda de novillos 24
h antes del sacrificio y su efecto con algunos indicadores bioquimicos de estrés
fisiolégico y oxidativo”
6.1 RESUMEN

El estrés agudo experimentado por los animales en el area de recepcion de ganado en
el rastro, puede afectar la conversion del musculo en carne. Manifestdndose una respuesta
fisioldgica del estrés antes del sacrificio que incluye procesos de deshidratacion, desequilibrio
de electrolitos, balance negativo de energia, agotamiento de glucdgeno en el musculo y
catabolismo de proteinas y grasa. En consecuencia, los acontecimientos en el lapso de 24 y 48
h ante mortem son de gran importancia ya que se ha demostrado que influyen en la pérdida de
peso, el rendimiento en canal, la retencidn de grasa intramuscular y la presentacion de carnes
secas, firmes y oscuras (DFD), generando pérdidas econémicas importantes para el productor.
La administracion de fuentes de energia antes del sacrificio puede tener efecto sobre algunos
indicadores fisiologicos manteniendo la homeostasis durante la exposicion inevitable de
estrés por el manejo de los animales antes y durante el sacrificio. Siendo el objetivo de esta
investigacion; la evaluacion de los niveles basales de marcadores bioquimicos indicadores de
estrés fisiologico en novillos de engorda proximos al sacrificio al proporcionar glicerol via
oral como fuente de energia 24 h antes del sacrificio. Se eligieron al azar 50 novillos cruza
Cebu, Pardo Suizo y Simental de una engorda comercial en etapa de finalizacion y préximos
al sacrificio. Se proporcionaron dos tratamientos (T1= 25) administrando 600 ml de glicerol
24 h antes del sacrificio y (T0= 25) sin glicerol. Se colectaron muestras de sangre de la vena
yugular de los 50 novillos para evaluar los niveles basales de indicadores de estrés y 24 h
después de aplicar los tratamientos. Los indicadores bioguimicos de estrés fisiologico y estrés
oxidativo evaluados en suero bovino fueron: hematocrito (VGA), lactato deshidrogenasa
(LDH), lactato (LAC), cortisol (COR), glucosa (GLU), B—hidroxibutirato (BHT),
creatinfosfoquinasa (CK), proteinas totales (PT), albumina (ALBU), urea (N), acidos grasos
libres no esterificados (NEFA), actividad antioxidante (FRAP), sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) y reaccion de la Glutation Peroxidasa (GSH-Px). Las variables
evaluadas en carne para observar los cambios de estrés oxidativo en vida de anaquel fueron
TBARS, FRAP, pH y textura. El disefio experimental fue completamente al azar, los datos se
analizaron usando el PROC MIXED de SAS (2002), la diferencia entre medias se realiz6 por

la prueba de Tukey. En el andlisis de los biomarcadores de estrés fisiologicos reportados
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como indicativos de estrés agudo mostré que no hubo diferencias (P>0.05) para las medias de
los tratamientos TO y T1 para las variables CORT, VGA, GLU, NEFA, BHT, ALB y CK;
pero si entre tratamientos y por tiempo para las variables PROT (P=0.0005) y LACT
(P=0.0004), por tiempo para la variable UREA (P < 0.05) y por tratamiento para LDH
(P=0.021). Los biomarcadores de estrés oxidativo por efectos principales indicaron
diferencias (P<0.05) entre tiempos de muestreo para las variables FRAP (P = 0.021) y GSH
(P = 0.006). Los indicadores FRAP y TBARS en la carne muestreada en esta investigacion,
no mostraron diferencias (P>0.05) entre tratamientos pero si por tiempos de vida de anaquel
para ambas variables FRAP y TBARS (P<0.05), siendo un comportamiento normal por efecto
de la refrigeracién. Para los indicadores de calidad pH mostro diferencia por tiempo (P=
0.0002) y por textura no mostraron efecto (P>0.05), los resultados se encontraron dentro de
los rangos Optimos para mantener una calidad tecnoldgica de la carne., es decir algin proceso
tecnolégico como maduracién, picado, congelacion y coccion, Se concluye que la
administracion de glicerol como suplemento energético 24 h antes del sacrificio no modifica

la homeostasis del ganado ni causa cambios significativos en la vida de anaquel de la carne.

PALABRAS CLAVE: Glicerol, Bienestar animal, Calidad de la canal, Marcadores

bioquimicos del estrés, Rumiantes.

25



TITLE: "Evaluation of glycerol administration in beef cattle 24 h before slaughter and their

effect on some biochemical markers of physiological stress and oxidative stress.”

6.2 ABSTRACT

The acute stress experienced by animals in the reception area of cattle on the trail, can affect
the conversion of muscle to meat. The physiological response to stress before slaughter
processes including dehydration, electrolyte imbalance, negative energy balance, depletion of
muscle glycogen and catabolism of protein and fat. Consequently, the events in the 24 to 48 h
before slaughter are of great importance since it has been shown to influence weight loss,
carcass yield, retention of intramuscular fat and presentation of dried, firm and dark meat
(DFD), generating significant economic losses to the producer. The administration of energy
sources before slaughter can have an effect on some physiological markers maintaining
homeostasis during the inevitable stress exposure by handling the animals before and during
slaughter. The objective of this research was to assess the basal levels of some biochemical
and physiological markers of stress in steers before slaughter. Fifty crossbreed steers were
randomly assigned to two treatments (T1 = 25), where animals were given 600 ml of glycerol
orally, administered 24 h before slaughter, and (TO = 25), control animals without glycerol.
Blood samples were collected from the jugular vein in all animals before giving glycerol, in
order to measure the basal levels of stress indicators, and 24 h after. Biochemical markers of
physiological stress and oxidative stress were evaluated in bovine serum hematocrit (VGA),
lactate dehydrogenase (LDH), lactate (LAC), cortisol (COR), glucose (GLU),
B—hidroxibutirato (BHT), creatine (CK), total protein (TP), albumin (ALBU), urea (N), non-
esterified free fatty acids (NEFA), antioxidant activity (FRAP), thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and glutathione peroxidase reaction ( GSH-Px). The variables evaluated
in meat to observe the changes of oxidative stress were TBARS, FRAP, pH and texture. The
experimental design was completely random, the data were analyzed by PROCMIXED, and
means by the Tukey test. The results of the markers of physiological stress showed no
differences (P> 0.05) for any treatment for CORT, VGA, GLU, NEFA, BHT, ALB and CK
variables; but there were differences (P<0.05) between treatments and time for PROT
(P=0.0005) and LACT (P=0.0004), variables, time for urea (P<0.05) variable and treatment to
LDH (P=0.021). Biomarkers of oxidative stress main effects indicate differences (P <0.05)
between sampling times for FRAP (P = 0.021) and GSH (P = 0.006). There were sampling
time differences (P = 0.0002) for pH, but not for texture (P> 0.05). The results showed that
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the meat in both treatments had a good quality. It is concluded that the administration of

glycerol as an energy supplement 24 h before slaughter did not affect the homeostasis of

livestock or cause significant differences in meat shelf life.

KEYWORDS: Glycerol, Animal Welfare, Carcass Quality, Markers of Stress, Ruminants.
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6.3 INTRODUCCION

El glicerol ha tenido una amplia gama de aplicaciones en alimentos para humanos y en
la industria farmacéutica, se ha sido utilizado para la produccion de polimeros sintéticos,
cosméticos y productos de cuidado personal. El glicerol es un liquido viscoso que se ha
empleado en bebidas como agente espesante y en la alimentacién humana, con propiedades
humectantes (SDA, 1990). Contiene en promedio 60 % de sacarosa, atributo que lo hace
atractivo para la adicion en alimentos para animales y para mejorar el texturizado y control de
alimentos en polvo.

Se ha reportado que tiene propiedades gluconeogénicas incorporandose en el
metabolismo de la glucosa (Wang et al., 2009). Otras investigaciones han enfocado el uso del
glicerol con fines terapéuticos como en el tratamiento de problemas de cetosis en vacas y
ovejas y se ha reportado que el uso del 5 al 10 % de glicerol como fuente de energia de
reemplazo en la dieta no modifica el consumo de alimento ni las caracteristicas de la canal
(Della Casa et al., 2009).

Al transportar el ganado se conjugan numerosos factores de perturbacion, como son: la
exposicion a un nuevo ambiente, la agrupacién con animales desconocidos, el hacinamiento,
el ruido, los movimientos del vehiculo, el hambre y la sed (Dantzer y Morméde, 1984). La
distancia en el transporte varia de pocos a varios cientos de kilometros. Durante la carga,
transporte y descarga de los animales, es comdn que se presenten problemas de traumatismos,
pérdida de peso, hematomas e inclusive la muerte (Amtmann et al., 2006); sin embargo, un
buen manejo en estas etapas puede contribuir considerablemente a aminorar la incidencia de
estos problemas. EI manejo de los bovinos previo al sacrificio provoca estrés, presentandose
cambios de tipo metabolico y hormonal en el animal vivo, induciendo efectos adversos en la

calidad de la carne, especificamente en el pH, color, textura y la capacidad de retencion de
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agua (Van de Water et al, 2003). Dentro de los cambios de tipo metabolico y las respuestas
fisiologicas de adaptacion sobresale el aumento en la secrecion de catecolaminas, lo que da
lugar a un aumento del gasto cardiaco, consumo de oxigeno, temperatura corporal,
disminucion del pH, acumulacién de &cido lactico y aumento de la gluconeogénesis, con lo
que se incrementa el metabolismo basal (Moberg, 1996; Warriss, 1990). Otros agentes que
pueden alterar el perfil metabdlico y ocasionar desajustes acido-base y repercutir sobre la
calidad de la carne son la genética del animal, el estrés social, la estimulacién eléctrica, el
estrés calorico y la privacion de agua y alimento (Chevillon, 2000). Todos estos factores
causan disminucion de peso, que se traduce en menor cantidad de carne producida, lesiones
como hematomas de diverso grado que implican recortes y disminucion del precio o categoria
de las canales. Por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar si la administracion de
glicerol 24 h ante mortem puede aumentar el aporte energético para contrarrestar el estrés por
practicas de manejo como el transporte, embarque y desembarque de ganado previo al
sacrificio, manteniendo los indicadores de estrés fisiologico y estrés oxidativo dentro de los
rangos normales para mantener la homeostasis en el animal y a su vez evaluar algunos

cambios en la carne como pH, textura y estrés oxidativo, hasta los 28 dias de vida de anaquel.

6.4 MATERIALES Y METODOS
6.4.1 Fase de campo

La investigacion se realizo en las instalaciones de una engorda comercial, localizada en
el Rancho el Hualul en Tamuin, San Luis Potosi, México, a una altitud de 20 msnm ubicado a
22° 00’ 25°°N 98°47°19°°0, con una temperatura media de 16 ° y 53 % de humedad relativa.
Se eligieron al azar 50 novillos en etapa de finalizacion de las razas cruzas Cebu, Pardo
Suizo, Simmental con un peso promedio de 450 kg, los cuales se encontraban en corral de
engorda intensivo con 90 y 102 dias en promedio y 24 horas proximos al sacrificio.
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6.4.2 Tratamientos

Con el proposito de evaluar el efecto de la administracion de glicerol con una pureza
del 85 %, 24 h antes de sacrificio se midio el comportamiento de los parametros indicadores
de estrés fisiologico y estrés oxidativo. Se proporcionaron dos tratamientos al grupo de los 50
bovinos de corral de engorda: TO= Sin glicerol (25 animales) y T1= Con glicerol (25
animales). La aplicacién del tratamiento T1 se administrd via oral con una jeringa
dosificadora Syrman, administrando 600 mL animal  asignados a este tratamiento. El
manejo se realizé en una prensa de sujecion para ganado con ayuda del MVZ encargado del

manejo del corral de engorda.

6.4.3 Toma de muestras

Para realizar las determinaciones en sangre de los pardmetros indicadoras de estrés
fisiologico y estrés oxidativo, se tomaron muestras de los animales asignados a los dos
tratamientos antes (pardmetros basales) de la administracion del T1 y al momento del degollé
en el rastro (24 h después de la administracion de glicerol).

Las muestras fueron colectadas por puncién de la vena yugular empleando tubos
vacutainer de 5 mL con anticoagulante EDTA para las determinaciones de: hematocrito
(VGA), lactato deshidrogenasa (LDH), lactato (LAC), cortisol (COR), glucosa (GLU),
B—hidroxibutirato (BHT), proteinas totales (PT), albumina (ALBU), urea (N), &cidos libres no
esterificados (NEFA) y tubos de 10 mL con EDTA para colectar muestras de sangre para para
evaluar la actividad antioxidante (FRAP), sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) y reaccion de la glutation peroxidasa (GSH-Px). Para determinar
creatinfosfoquinasa (CK) la muestra de sangre se colectd en tubos vacutainer de 5 mL sin

anticoagulante.
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Cuando los animales se transportaron al rastro para el sacrificio, se cargaron a las 5:30
am a una temperatura ambiente de 15°C y 90 % de humedad, en condiciones de manejo
adecuado evitando el uso del bastdn eléctrico. El tipo de transporte fue en jaulas de transporte
de dos ejes, con una capacidad de 20 novillos en un contenedor de doble piso, los cuales
fueron transportados durante 30 minutos y colocados en el corral de recepcion en donde
permanecieron un tiempo promedio de 4 y 5 horas antes de que iniciara el proceso de

sacrificio.

6.4.4 Fase de laboratorio

Después de colectadas las muestras de sangre, se refrigeraron a 4 °C y se llevaron al
laboratorio de nutricion animal de la engorda comercial para centrifugarse a 3,500 rpm por 10
min para obtener el suero (Power Spin ™ Mx Centrifuge), posteriormente se distribuyeron las
muestras en tubos eppendorf de 2 mL para obtener submuestras para cada una de las
determinaciones. Las muestras se almacenaron -40°C hasta su procesamiento. Excepto las
muestras para la determinacion del VGA ya que fueron procesadas en el laboratorio de la
granja comercial utilizando la técnica de mirocentrifugacién (Micro-Hematocrit Centrifuge
Modelo KHT-400) empleando tubos capilares (Fisher brand/ Micro-Hematocrit cat. No: 22-
362-574).

Los sueros obtenidos fueron transportados en condiciones de refrigeracion al
laboratorio de Patologia Clinica de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Autonoma de México (FMVZ-UNAM) para realizar las determinaciones de los
elementos bajo el esquema del perfil nutricional hepéatico: GLU, LDH, LAC, BHT, PT,
ALBU, N, NEFA y CK, usando un espectrofotometro de absorcion atomica (marca Perkin
Elmer). Las determinaciones de COR se realizaron en el laboratorio de Reproduccion de la

misma Facultad, utilizando la técnica de ELISA (Enzimo Inmuno Analisis) a partir de

31



anticuerpos de conejo y como antigeno peroxidasa de rabano picante, las lecturas se
realizaron a una longitud de onda de 410 nm.

Los sueros para evaluar FRAP, TBARS y GSH-Px, se procesaron en el laboratorio de
Nutricion Animal y Bioquimica de la FMVZ-UNAM. Todas las muestras se procesaron por
duplicado.

La determinacion de FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) se refiere a la
capacidad antioxidante global de los agentes exdgenos solubles en agua como la vitamina C,
la cual se realiz6 conforme al protocolo (Benzie y Strain 1999, 1996) utilizando el cromdgeno
TPTZ y el estdndar antioxidante TROLOX, la lectura se realiz6 con un espectrofotometro a
593 nm.

La prueba de reaccion del acido tiobarbiturico conocida como TBARS tiene como
fundamento la produccion de malonaldehido (MDA), producto secundario de la oxidacion de
acidos grasos de tres 0 mas dobles ligaduras. EI MDA reacciona con el acido tiobarbiturico
(TBA) en un medio &cido y a 90 °C, el producto genera un color rosa que absorbe luz a 532-
535 nm. Por esta razon la reaccién a prueba de TBA mide realmente el total de TBARS
presentes en una muestra. ElI valor de TBARS se compara con un estdndar de MDA
producido a partir de 1, 1, 3, 3, tetraethoxypropane (TEP) (Botsoglov et al., 1994; Gutteridge
1975).

La actividad de glutation peroxidasa, presente en una muestra bioldgica, se determina
mediante el acoplamiento de reacciones en el que se monitoriza por unidad de tiempo y en
condiciones definidas, la concentracion de NADPH a 340 nm (Lawrence y Burk, 1976):

1) H202+2 GSH 5% GSSG +2H.0

2) GSSG + NADPH SR8 GSH + NADP
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En la primera reaccion la glutation peroxidasa (GPx) presente en la muestra cataliza la
transformacion de GSH (estado reducido) a GSSG (estado oxidado) utilizando H2O2 como
segundo sustrato. En la segunda reaccion el GSSG es restaurado a GSH por accién de la
glutation reductasa (GRe) con el consumo de NADPH. De este modo la desaparicion de
NADPH es proporcional a la concentracion de GSSG formado, dependiente de GPx de la
muestra.

Se debe tener en cuenta que la actividad enzimética se mide en funcién de la cantidad
de sustrato consumido o producto generado por unidad de tiempo en condiciones especificas
(Hohmadel, 2002). Una forma de expresar la actividad es la unidad (U) el cual es definido
como umol min, sin embargo esta medida no es aceptada por el Sistema Internacional que
establece el Katal (Kat) y que se define como mol seg™,

Finalizado el sacrificio de los animales, las canales fueron almacenadas en camaras
frigorificas a una temperatura de 0°C, después de 24 h fueron transportadas estas en camiones
con termo refrigeracion y llevadas a la sala de deshuese de la planta en donde se realizé la
segunda parte del muestreo que consistié en colectar 500 g del mdsculo Longissimus dorsi sin
hueso a nivel de la 102 costilla y 13?2 costilla de 20 novillos (TO= 10 sin glicerol y 10 canales
correspondientes al T1= con glicerol). Debido a que se colectaron las muestras durante la
linea de proceso de produccion, solo pudieron tomarse el ndmero de muestras antes
mencionado.

Una vez colectadas las muestras de musculo éstas fueron envasadas al alto vacio
asignando los dias de evaluacion de vida de anaquel (7, 14, 21 y 28 d) y conservadas en
camara de refrigeracion a 4 °C. Posteriormente las muestras fueron llevadas al laboratorio de
Nutricion Animal y Bioquimica de la FMVZ de la UNAM, para realizar las determinaciones

de FRAP y TBARS, de acuerdo a los diferentes tiempos de maduracion. De las piezas
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completas se colectaron submuestras de 5 cm, que fueron conservadas en papel aluminio a
una temperatura de -40 °C hasta ser procesadas.

A estas muestras también se les realiz6 andlisis de pH y textura, las que fueron
realizadas en el laboratorio de Nutricion Animal, del Posgrado de Ganaderia en el Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. La determinacién de pH se realiz6 con el método de
homogenizado de la carne y la lectura se hizo con un potenciometro Pelican 1400 Case, Orion
Research Model SA 210 (AOAC, 2000).

Para el analisis de textura (TPA) se tomaron de cada muestra de carne tres segmentos
con un sacabocados. Estas muestras fueron extraidas sin fascia y sin tejido graso. La
extraccion con el sacabocado fue en direccion perpendicular a las fibras musculares. El
proceso se realizé usando la cuchilla de Warner-Bratzler y con el analizador de textura TA-
XT2 (Texture Technologies Corp, Scardale, NY), empleando una velocidad de 5 mm s enel
avance y retroceso de la cuchilla, reportandose la fuerza méxima en kg cm2. Siguiendo con el
protocolo del texturémetro TA.TX plus (Stable Micro Systems), la compresion fue sobre un

eje paralelo a las fibras musculares (Guerrero et al., 2002).

6.4.5 Analisis estadistico

Las variables evaluadas en suero sanguineo fueron analizadas bajo un disefio
experimental completamente al azar con medidas repetidas usando el PROC MIXED de SAS
(2002. System for Windows 9.0). EI modelo para los analisis incluyo los efectos principales
de tratamiento (TO= sin glicerol y T1= con glicerol), tiempo (1=antes del tratamiento y 2= 24
h después de administrar el glicerol) y la interaccion tratamiento*tiempo. Para las variables
evaluadas en carne (FRAP, TBARS, pH y Textura), el procedimiento fue similar. El modelo
incluyo los efectos principales de tratamiento, tiempo (vida de anaquel 7, 14, 21 y 28 d) e

interaccion tratamiento*tiempo.
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La diferencia entre medias se realizd por la prueba de Tukey. La estructura de

covarianza apropiada para cada variable fue componente de simetria (CS).

Modelo estadistico:
Yijkl=p +Ti+ 8 o+ Pr+ (TP)ik + €iju
Donde:
Yijkl= Variable de respuesta en observacion k, repeticion j, tratamiento i.,
p= Media general
Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento (i=1,2)
dji=Error aleatorio asociado con el j-ésimo animal (sujeto) dentro del i=ésimo tratamiento
Pl= Efecto del I-ésimo periodo (I=1,2...4)
(TP)i= Interaccion tratamiento por periodo

eijki = Error aleatorio asociado con k-ésima medida repetida dentro de j-ésimo animal.

6.5 RESULTADOS Y DISCUSION
6.5.1 Parametros para medir estrés fisioldgico

En el analisis de los biomarcadores de estrés fisioldgicos reportados como indicativos
de estrés agudo no se encontraron diferencia (P>0.05) para las medias de los tratamientos TO
y Tl en CORT, VGA, GLU, NEFA, BHT, ALB y CK; pero si para UREA, PROT, LDH, y
LACT.

La diferencia de los efectos principales fueron diferentes (P<0.05) por tratamiento en
LDH (P= 0.021), en PROT por tratamiento (P= 0.0005) y tiempo (P<0.05) y de igual forma

en LACT por tratamiento y tiempos (P=0.001) y (P=0.0004) respectivamente, en donde se
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consideraron los niveles basales de las concentraciones sanguineas de los indicadores de
estrés fisiologico como (Tiempo 1= niveles basales) y (Tiempo 2 = 24 h) después de la
administracion de glicerol), se observaron diferencias (P<0.05) en VGA, UREA, NEFA BHT,
PROT, CK Y LACT y para GLU (P<0.05). La interaccion tratamiento* tiempo fue
significativo para GLU (P=0.011) (Cuadro 4).

Los resultados obtenidos en la concentracion de los biomarcadores determinados en
esta investigacion se encuentran dentro de los rangos normales para bovinos, de acuerdo a lo
reportado por (Knowles y Warriss 2006; Romero et al., 2011), para CORT (T0=2.416y T1=
2.944 ng mI'Y), VGA (T0= 37.810 y T1= 38.020 %), NEFA (T0= 0.339 y T1= 0.318 mmol L-
1, BHT (TO y T1= 0.334 mmol L). Pero no para GLU (T0=1.588 y T1= 1.663 mmol L)
encontrandose por debajo de (3.0 — 4.4 mmol L™) considerados normales. De acuerdo con
Shaw y Tume (1992) y Cunningham (1999) periodos cortos de ayuno producen hipoglucemia
que actia como factor liberador de catecolaminas, promoviendo la glucdlisis y
gluconeogénesis. Lo cual estaria explicando los niveles bajos de glucosa encontrados bajo las
condiciones de esta investigacion. Comparando estos resultados con lo reportado por Tadich
et al., (2005) en animales transportados por un periodo de 16 h, los cuales presentaron
diferencias de acuerdo al tiempo de ayuno posterior, encontrandose una disminucion
significativa de glucosa en aquellos animales con ayunos de 24 h en relacién a otros tiempos
de ayuno, se puede explicar que los niveles bajos de glucosa también pueden verse afectados
por el transporte previo de los animales y las condiciones ambientales y fisicas en las que
estos se mantienen en los corrales de espera antes del sacrificio. De igual forma Cockram y
Corley (1991) también reportaron que los bovinos que permanecen mayor tiempo en los
corrales de recepcion antes del sacrificio presentaron mayores alteraciones en las variables
sanguineas. Asi mismo Parker et al. (2007), evaluaron un grupo de novillos Bos indicus

suplementados con glicerol, reportando que la concentracion de glucosa en plasma fue 30%
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mayor (P < 0.001) que en el grupo control (confinado sin alimento y agua), y 14% mayor (P =
0.05) que el ganado transportado durante 48 horas. Lo cual resulto contradictorio a esta
investigacion ya que en ambos tratamientos los niveles de glucosa se reportaron menores a las
concentraciones normales de glucosa sanguinea en bovinos.

Para los indicadores PROT y CK las concentraciones observadas fueron elevadas (TO=
71.11 y T1= 75.90 g dIY) ya que los niveles normales de PROT se encuentran dentro del
rango de (6.8 g dI), debido posiblemente a deshidratacion lo cual se corrobora con los
resultados de las concentraciones de ALB mayores a los valores normales de referencia (2.7 —
3.7 g dI'Y) ya que la aloumina es un componente principal de las proteinas totales del suero y
su concentracion muestra el mismo tipo de cambio, lo que permite interpretar dependiendo de
los niveles reportados si el efecto del cambio es debido a una deshidratacion y no a un efecto
de la dieta (Romero et al., 2011). Sin embargo los porcentajes de VGA se encontraron dentro
de los parametros normales y no se encontraron diferencias entre tratamientos (P>0.05).

Las concentraciones de CK (T0= 662.19 y T1= 603.20 U L) se mostraron elevadas ya
que el rango normal es de (35 — 280 U LY. La CK es una enzima muscular que cataliza la
reaccion para obtener adenosin trifosfato (ATP) a partir del adenosin difosfato (ADP) mas el
fosfato de creatina en la mitocondria (Averos et al., 2008). El transporte es un factor
extenuante; los bovinos tienen que mantener el balance y el contacto entre bovinos produce
fatiga y contusiones, que afectan la permeabilidad de la membrana celular y la liberacion de
CK hacia el torrente sanguineo. De igual forma, los niveles basales de CK se pueden
aumentar debido al ayuno y al ejercicio, siendo mayor el incremento durante la
insensibilizacion y sangria (Romero et al., 2011). Fue evidente la diferencia de los niveles de
CK entre los tiempos de evaluacion (P<0.05) siendo mayor el incremento previo al sacrificio,
debido a que esta enzima es utilizada exclusivamente por las células musculares para permitir

el funcionamiento del masculo (Cornell Univesity, 2013).
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Los niveles de UREA (T0= 5.33" vs T1=5.75% mmol L ) se encontraron por debajo de
los rangos normales (7.8-24.6 mmol L), fueron diferentes (P<0.05) entre tratamientos y por
tiempo de muestreo siendo mayores para el tratamiento con glicerol. Las concentraciones de
urea plasmatica son indicadores de privacion de alimento o en casos cronicos asociados a
problemas renales y malnutricién proteica (Romero et al., 2011), cuando se encuentran por
debajo de los rangos bioldgicos normales, sin embargo los resultados obtenidos en esta
investigacion, unicamente reflejan los estados de ayuno durante el embarque y transporte de
los animales, pero sin ser indicadores de poner en riesgo la homeostasis de los individuo.
Existen investigaciones realizadas con vacas lecheras Holstein (Donkin et al., 2009) que
fueron suplementadas con glicerol al 5, 10 y 15% del total de la MS de la dieta reportando
diferencias significativas entre tratamientos y produccién de leche y en la composicién de
leche se encontr6 que la concentracion de N como urea en la leche disminuyé al aumentar la
dosis de glicerol. Por su parte, De Frain et. al (2004) utilizando glicerol para alimentar vacas
lecheras en transicion como un suplemento energético mas que como un ingrediente
importante de la dieta base, al administrar 46 g de glicerol durante 21 d del total de la MS,
reportd diferencias en el consumo de MS de las vacas que recibieron el glicerol, siendo este
17% inferior que en los animales que consumieron la dieta control, sin que la produccién de
leche mostrara diferencias significativas entre tratamientos. En cuanto a la composicién de
leche, la proporcion de grasa de leche y la concentracién de N como urea en la leche, éstas
disminuyeron a medida que se incremento la dosis de glicerol. A su vez Ogborn (2006)
utilizando también glicerol como suplemento energético y no como un ingrediente importante
en la dieta para evaluar el comportamiento en vacas Holstein multiparas durante el periodo de
transicion, suplementando 504 g animal d*, observo que el glicerol disminuy6 el consumo de
la MS, sin que se encontraran diferencias significativas en la produccion ni composicion de la

leche. Estos resultados indican la importancia de la evaluacion del estado energético o de la
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disponibilidad de energia cuando se suplementa a los animales con sustratos glucogénicos, ya
que permitira entender el efecto benéfico que se presenta, aunque no siempre sea traducido en
rendimiento de la produccion. Lo que no fue evidente en la presente investigacion,
probablemente a los tiempos de suplementacion y al rapido metabolismo del glicerol, ya que
la mayoria del glicerol consumido en la dieta es fermentado en el rumen a propionato y
butirato (Kristensen y Raun, 2007).

Los resultados de las concentraciones de LDH (T1= 3436.52% T0= 2742.38") y LAC
(T1= 10.541%, TO= 7.745") se mostraron estadisticamente diferentes entre tratamientos,
permaneciendo en ambos casos concentraciones mayores para los animales que recibieron el
tratamiento con glicerol. Asi mismo por efecto de los efectos principales, los tratamientos
fueron significativos para LDH (P=0.021) y para LAC entre tratamientos (P=0.001) y tiempos
(P=0.0004). Las concentraciones de LAC y LDH estan relacionados con el dafio muscular, sin
embargo es comun que las concentraciones de estas enzimas se reporten elevadas debido a la
rapida degradacion de las mismas en la muestras. Por su parte Mitchell et al. (1988)
reportaron en novillos y vaquillas de cruza Bos indicus y Bos taurus una diferencia para
valores de lactato en sangre entre ganado manejado (3.1 + 1.8 mmol L1), transportado
durante 2 h (4.0 + 2.2 mmol L), y animales que no habian sido manejando o transportados
(0.3 + 0.2 mmol L), concluyendo que las diferentes situaciones de estrés producen

respuestas fisioldgicas mezcladas.
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Cuadro 4. Media y Error Estandar (EEM) de los parametros indicadores de estrés fisioldgico por efecto de la administracion de glicerol 24 h

antes del sacrificio.

TRAT EEM TIEMPO EEM P>0.05
VARIABLE
0 1 0 1 1 2 1 2 TRAT TIEMPO TRAT * TIEMPO
CORT (ng mlt) 2.416% 2.9442 0.347 0.296 2.303 3.057 0.319 0.367 0.252 0.150 0.071
VGA (%) 37.810% 38.020% 0.679 0.602 36.540 39.290 0.552 0.635 0.820 0.0008 0.830
GLU (mmol LY) 1.588% 1.663% 0.148 0.127 1.370 1.881 0.131 0.152 0.702 0.017 0.011
UREA (mmol LY) 5.331° 5.7542 0.182 0.153 4.760 6.325 0.180 0.206 0.083 <.0001 0.140
NEFA(mmol L?) 0.3392 0.318? 0.023 0.212 0.238 0.419 0.018 0.020 0.515 <.0001 0.058
BHT (mmol L) 0.3342 0.334% 0.016 0.013 0.278 0.390 0.015 0.017 0.990 0.0001 0.525
PROT (gL%) 71.117° 75.900? 0.953 0.839 76.240 70.777 0.789 0.909 0.0005 <.0001 0.822
ALB (gL 35.636° 35.960? 0.293 0.252 35.500 36.096 0.259 0.299 0.410 0.150 0.617
LDH (ULY 2742.38° 3436.522 222.60 188.10 2931.00 324790 210500 241.830 0.021 0.366 0.797
CK Ly 662.19? 603.202 60.770 51.028 440.22 825.17 59.115 67.703 0.460 0.0003 0.113
LACT (mmol L) 7.745P 10.541% 0.602 0.526 7.709 10.577 0.507 0.585 0.001 0.0004 0.789

TRAT= Tratamiento; TO= Tratamiento sin glicerol; T1= Tratamiento con glicerol.

EEM-= Error Estandar de la Media.

ab b | jterales diferentes en la misma fila, sefialan diferencia significativa (P< 0.05).
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6.5.2 Parametros indicadores de estrés oxidativo

En la presente investigacion se observo que los resultados del analisis estadistico de los
biomarcadores de estrés oxidativo por efectos principales indicaron diferencias (P<0.05) entre
tiempos de muestreo para las variables FRAP (P = 0.0209) y GSH (P = 0.006) (Cuadro 5).
Muchas variables pueden proporcionar informacion sobre la condiciones de estrés del
ganado. Se han realizado investigaciones en donde la evaluacion relacionada con la funcion
inmune ha permitido conocer los cambios en las poblaciones del tipo de glébulos blancos
(linfocitos y neutrdfilos) en respuesta a factores de estrés, en particular la disminucién relativa
en los linfocitos en comparacion con los neutrofilos en la salud y la susceptibilidad a las
infecciones en la especie bovina (Burton et al., 2005). Aunque los neutréfilos son cruciales
para el control y eliminacién de muchos patdgenos durante la respuesta inflamatoria, se
conoce que también pueden dafiar los tejidos del huésped por degranulaciéon y producir
enzimas proteoliticas y especies reactivas al oxigeno (ERO). Estas ERO son importantes
debido a su papel en la oxidacion y su relacion a los procesos patologicos. El estado
antioxidante es el resultado de la interaccidon de elementos enzimaticos y no enzimaticos con
las interacciones metabdlicas sistémicas (Ghiselli et al., 2000). Por otra parte, en los
rumiantes la actividad de compuestos antioxidantes puede ser influenciada por la nutricién y
las estaciones del afio (Bernabucci et al., 2002; Descalzo et al., 2005; Gatellier et al., 2004).
Por lo tanto, en la presente investigacion la medicion de las tres variabes indicadoras de estrés
oxidativo permitié tener informacion que indicé que los cambios en las concentraciones de
los marcadores FRAP y GSH se presentaron debido al el estrés generado por el manejo que se

realiz6 a los animales y no por efecto de la suplementacién con glicerol.
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Cuadro 5. Media y Error Estandar (EEM) de los parametros indicadores de estrés oxidativo en muestras de sangre por efecto de la administracién

de glicerol 24 h antes del sacrificio.

VARIABLE TRATAMIENTOS EEM TIEMPO EEM P >0.05
0 1 0 1 1 2 1 2 TRAT TIEMPO TRAT * TIEMPO
FRAP 0.3292 0.3542 0.135 0.115 0.318 0.366 0.0123 0.0142 0.163 0.021 0.571
TBARS 6.5992 9.3272 1.1265 0.9801 9.224 6.703 0.962 1.111 0.073 0.087 0.213
GSH (umol
de NADPH 3.3532 3.1410° 0.192 0.162 3.675 2.818 0.181 0.208 0.404 0.006 0.843
min-iL?)

ab b | jterales diferentes en la misma fila, sefialan diferencia significativa (P< 0.05).

Media con literal distinta es igual a diferencia significativa entre tratamientos alfa 0.05.
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6.5.3 Estrés oxidativo y vida de anaquel

No se encontraron diferencias (P<0.05) entre tratamientos en FRAP pero si por tiempos
(P<0.05) de vida de anaquel, siendo un comportamiento normal por efecto de la refrigeracion.
Los FRAP proporcionan informacion respecto a la capacidad antioxidante exdgena, es decir
que esta influenciada por la dieta y entendiendo el concepto de vida de anaquel como el
periodo donde un alimento mantiene caracteristicas sensoriales y de seguridad aceptables para
el consumidor, almacenado bajo condiciones Optimas establecidas (Anzueto, 2012), el
incremento de FRAP de acuerdo a los tiempos evaluados mostré un comportamiento normal.

Los resultados obtenidos de la determinacion de TBARS, medidos como un indice de
oxidacion de los lipidos mostré diferencias debido al tratamiento (P=0.005), por tiempo
(P<0.05) y en la interaccién tratamiento tiempo (P=0.024). Teniendo concentraciones
mayores en el tratamiento con glicerol en los tiempos evaluados de vida anaquel (Cuadro 6).
Resultados similares han reportado (Soohyun et al., 2015) en ganado Coreano Hanwoo (Bos
taurus coreanae) en donde evaluaron concentraciones de TBARS en carne de animales con
diferentes edades al sacrificio, reportando efectos significativos por edad (P<0.001) y tiempo
de almacenamiento (P<0.001) y su interaccion (P<0.001). De igual forma Xiong et al., (2007)
observaron diferencias significativas por edad de los animales en cuanto al desarrollo de
TBARS en carne almacenado al vacio con una refrigeracion menor a 3 ° C. Este fendmeno se
puede entender debido al alto contenido de acidos grasos insaturados y la presencia de la
mioglobina, lo cual contribuye a favorecer la oxidacion de lipidos en la carne cruda durante el
almacenamiento y refrigeracion (Monahan, 2000). Lo que también se corrobora con los
resultados observados por (Chan, Faustman y Decker, 1997) en donde evaluaron la oxidacion
de lipidos en carne concluyendo que el aumento de TBARS puede ser debido a
concentraciones altas de mioglobina. Otro aspecto para entender el aumento de la oxidacion

de lipidos, es que el envejecimiento celular esta relacionado a la disfuncion mitocondrial y el
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exceso de auto produccidn de especies reactivas al oxigeno (ERO) dando como resultado el
deterioro oxidativo de los componentes celulares tales como lipidos, proteinas y ADN
(Wickens, 2001). También el proceso de maduracion, aumenta la concentracion de hierro
especificamente el contenido de grupo HEMO, favoreciendo la aceleracion de la oxidacion de
los lipidos (Marzetti et al, 2010; Tichivavangana y Morrissey, 1985). En el presente estudio,
el deterioro oxidativo de lipidos fue significativo a pesar del aumento de los FRAP como
indicador de la capacidad antioxidante exdgena, siendo este indicador significativo por
tiempo (P<0.05), lo cual se explica debido al almacenamiento de la carne y al aumento
gradual en los tiempos evaluados de 7 a 28 d en condiciones de refrigeracion de 5 °C y a los
procesos de maduracion favoreciendo la lipoperoxidacion.

El descenso del pH durante la vida de anaquel fue significativo por tiempo (P=0.0002)
sin embargo no se observé diferencia entre tratamientos ni tampoco interaccion
tratamiento*tiempo (Cuadro 6). Los valores de pH para los tiempos 7 fueron para el TO=5.58
y T1=5.54 y para el dia 28 de vida de anaquel los valores de pH fueron TO= 5.50 y T1=5.46.
Este descenso del pH se presenta en un desarrollo normal debido a los cambios de la
utilizacion de la energia de glucégeno a acido lactico, en el caso de un medio anaerobio como
el empaquetado al alto vacio, causando que los niveles de pH se modifiquen como un proceso
normal de la degradacién constante de la materia organica (Solis, 2005). Por su parte Gregory
(1998) menciona que el aumento del estrés fisiolégico o la actividad fisica en animales de
granja durante el transporte y el manejo ante mortem conduce al agotamiento de la reserva de
glucégeno muscular antes del sacrificio, lo que puede resultar en un pH final elevado en la
carne y carne mas dura. Lo cual en esta investigacion no se vio afectado ni por el manejo de
la suplementacidon del glicerol ni por el manejo del ganado antes del sacrificio.

Finalmente los resultados de la evaluacion de la textura durante los tiempos de vida de

anaquel no fueron significativos. Reportando valores de textura muy favorables dentro del
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rango de muy tierna. Siendo los resultados de fuerza de corte para el 7 d (TO= 2.068, T1=
1.878 kg cm-?) y para los 28 d (T0=1.76, T1= 2.07 kg cm). De acuerdo a Miranda et al.
(2009) la relacion bifasica de ternura con el pH final se presenta debido a la menor actividad
proteolitica, con valores de pH de 6.3-5.8. En esta investigacion el pH final de vida de
anaquel estuvo por debajo de 5.8, lo que indica que los cambios fisico-quimicos de la carne se
vieron favorecidos por la degradacion proteolitica, cambios de pH y aumento de &cido lactico

durante los tiempos de maduracion (Young et al., 2004).

6.6 CONCLUSION

Bajo las condiciones experimentales de esta investigacion, se concluye que el efecto del
estrés de los novillos por el manejo al rastro evaluado por indicadores bioguimicos de estrés
fisiolégico, se mostraron muy inconsistentes dentro de los limites normales y la
administracion oral de 600 mL de glicerol como fuente de energia en ganado de engorda 24 h
previo al sacrificio no mostré diferencias significativas entre los tratamientos debido a la
rapida absorcion que tiene el glicerol y a la dosis Gnica administrada para evaluar su efecto
antes del sacrificio. Al no modificar la homeostasis de los animales, ni mostrar efectos en el
proceso de vida de anaquel evaluado hasta los 28 d, es indispensable considerar evaluaciones
del glicerol como suplemento energético tomando en cuenta un periodo mas amplio de

administracién y como un porcentaje de inclusion en la dieta.

45



Cuadro 6. Media y Error Estandar (EEM) del efecto de la administracién de glicerol 24 h antes del sacrificio de los pardmetros FRAP, TBARS,

pH y textura para evaluar la vida de anaquel a los 7,14, 21 y 28 d.

TIEMPO DE VIDA DE ANAQUEL P>0.05
VARIABLE 7 14 21 28 EEM
TO T1 TO T1 TO T1 TO T1 TO T1 TRAT TIEMPO TRAT*TIEMPO
FRAP 0.273*  0.233? 0.456°2 0.468°2 0.784% 0.7472 0.760° 0.7582 0.027¢  0.027 0.671 <.0001 0.940
TBARS 0.019P 0.0222 0.052° 0.0542 0.066" 0.083% 0.057° 0.092% 0.003  0.003  0.005 <.0001 0.024
pH 5.58? 5.542 5.592 5.60? 5.57% 5.53% 5.50? 5.46% 0.018 0.018 0.303 0.0002 0.815
Textura 2068.7¢  1878.842 1723.432 1846.50? 1883.93? 2023.472 1759.30? 2068.712 67.25 67.25 0.300 0.400 0.200

(g cm?)

ab | jterales diferentes en la misma fila, sefialan diferencia significativa (P< 0.05).
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CAPITULO III
7 TITULO: “Genes candidatos involucrados en las caracteristicas de calidad de la

carne en ganado de carne”

7.1 RESUMEN

La calidad de la carne es una apreciacion que realiza el consumidor, resultado de la
interaccion de los sentidos con sus propiedades fisicas y quimicas, como suavidad y
marmoleo. Estas dos caracteristicas son de naturaleza poligénica, es decir ciertos genes en
particular explican una proporcion importante de la variabilidad fenotipica de la composicion
y calidad de la carne. La contribucién de los genes que estan involucrados en la expresion de
un caracter se puede evaluar seleccionando genes candidatos. Los genes “candidatos” son
genes de los cuales se conoce su funcidn fisioldgica y bioquimica en la determinacién de un
fenotipo, por lo que es importante identificar en ellos polimorfismos asociados con las
variables en estudio. Ejemplos de genes candidatos asociados con la calidad de la carne
(terneza y marmoleo), son la leptina, calpastatina, tiroglobulina, calpaina, miostatina y el
IGF-1. En esta revision se sefiala la importancia de la biologia molecular como una
herramienta para entender los efectos de los genes en la expresion de caracteristicas

productivas, que permitan mejorar aspectos de calidad de la carne.

Palabras clave: Calidad, Terneza, QTL, SNP, TG5, CAPNL1, Polimorfismos.
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TITLE "Candidate genes involved in quality traits of meat in beef cattle”

7.2 ABSTRACT

The meat quality is an attribute of direct assessment made by the consumer, mainly perceived
by a set of feelings resulting from the interaction of the senses with the physical and chemical
properties of meat, as tenderness and marbling. These two characteristics are polygenic. There
is evidence that particular genes explain a significant proportion of the phenotypic variability
of composition and meat quality. Currently the contribution of genes that are involved in the
expression of a character can be evaluated by selecting candidate genes. "Candidate™ genes
are genes which physiological and biochemical activity is known in the determination of a
phenotype and could be involved in the differences detected in productive variables, so it is
important to identify these polymorphisms associated with the study variables . In the case of
cattle, there have been studies of candidate genes associated with meat quality (tenderness
and marbling), such as leptin, calpastatin, calpain, thyroglobulin, myostatin and IGF-I. In this
context we mention the importance of molecular biology as a tool to understand the effect of
a gene on the expression of a productive nature, can improve the selection and handling

marker assisted towards a more comprehensive approach involving aspects of quality.

Keywords: Quality, Tenderness, QTL, SNP, TG5, CAPN1, Polymorphisms.
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7.3  INTRODUCCION

La variabilidad de la calidad de la carne esta determinada por diversos factores como la
genética del animal, las condiciones de crianza y engorda, el tipo de alimentacion y el manejo
antes y después del sacrificio. Asi mismo, la valoracion de la calidad de la carne, esta dada
por el consumidor, principalmente por medio de los 6rganos de los sentidos, siendo en la
mayoria de los casos una evaluacion un tanto subjetiva. La textura de la carne se percibe
como un conjunto de sensaciones tactiles resultado de la interaccion de los sentidos con las
propiedades fisicas y quimicas entre las que se incluyen la densidad, la dureza, la plasticidad,
la elasticidad, la consistencia, la cantidad de grasa y la humedad. Por lo que el consumidor
confiere una mayor importancia a la terneza, como principal atributo de la textura, siendo uno
de los criterios determinantes de la calidad de la carne, asi como también, el contenido de
grasa intramuscular y de tejido conectivo que se sabe que pueden explicar hasta el 20% de la

variacion en terneza entre animales (Shackelford et al., 1994a).

Las caracteristicas relacionadas con la calidad de carne, terneza y marmoleo, son de
herencia cuantitativa, es decir estan bajo el control de muchos genes, por lo que se conocen
como caracteristicas complejas o poligénicas (Dekkers, 2004). Actualmente, los avances en la
biologia molecular y la gendmica han permitido la identificacion de variaciones especificas
en el ADN, constituyendo las nuevas disciplinas que han disefiado metodologias para los
estudios de genética animal asociadas a caracteristicas de interés productivo y de calidad. Es
decir, no solo a partir del fenotipo y su parentesco, si no a partir de la evaluacion directa de
los genes, identificando los polimorfismos o variantes alélicas Entre los genes asociados a

estas caracteristicas de calidad de la carne, se encuentra el p calpaina (CAPNL1) asociado al
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efecto sobre la terneza de la carne y la tiroglobulina (TG5), relacionado con el marmoleo y

porcentaje de grasa intramuscular (Casas, 2006; Barendse et al., 2004).

7.4 Factores que influyen en las caracteristicas de calidad de la carne

La mayoria de las caracteristicas de importancia econémica tales como ganancia de
peso, peso Vvivo, rendimiento en cortes, espesor de grasa, marmoleo y terneza de la carne, se
encuentran como caracteristicas poligénicas. Estas caracteristicas son generalmente de
naturaleza cuantitativa y su expresion sigue una distribucion normal. Esta variabilidad,
determinada por diversos factores ha demostrado la existencia de diferencias en la terneza en
las razas bovinas (Marshall, 1999). Las razas de origen indico producen carne con menor
terneza que las razas europeas (Shackelford et al. 1995). En Latinoamérica es de gran
relevancia este aspecto, ya que la utilizacion de las razas cebuinas en sistemas de produccién
de carne es una necesidad por su agroecologia, factor que la pone en desventaja, en
comparacion con las razas europeas, y por ende tienen un valor comercial menor.

Los indices de herencia o heredabilidad se muestran relativamente altos para caracteres
relacionados con crecimiento y rendimiento (Estrada-Ledn et al., 2008) y moderados para
caracteres de calidad de la canal y de la carne (Wheeler et al. 2001; Shackelford et al. 1994b),
por lo que estas variables de rendimiento y calidad son susceptibles de ser mejoradas a través
de seleccidon. Un programa de seleccidn persigue el mérito genético de los animales que seran
usados como reproductores. Un aspecto importante a considerar en cualquier programa de
mejoramiento genetico, son las correlaciones geneticas. Por ejemplo, una correlacion genética
antagonista entre marmoleo y rendimiento, podria dificultar los esfuerzos en seleccion que
busquen mejorar el rendimiento y marmoleo simultaneamente. Por lo que los programas de
seleccion persiguen la obtencion del mérito genético de los animales que van a ser usados

como reproductores, el cual se evalla a través de las diferencias esperadas entre progenie
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(DEP), que permiten estimar genéticamente la superioridad e inferioridad productiva que un
animal transmite en promedio a su descendencia (Mendoza, 1997). Dikeman et al. (2005)
reportaron por primera vez DEP para la variable resistencia al corte (o blandura mecénica de
la carne), demostrando que existen diferencias genéticas considerables entre toros de un
mismo grupo racial y que la terneza puede mejorarse con la seleccién de los reproductores.

La relacion entre las précticas de alimentacion, manejo y sacrificio de los animales y la
eleccidn de las razas de acuerdo a las limitaciones climéticas y nutricionales, son factores que
definen los valores de terneza. Estos factores son importantes al momento de disefar
experimentos, obtener resultados y dar conclusiones. Incluso la forma en que se cuelga la res
después del sacrificio influye en la tension que se ejerce sobre diferentes musculos y en el
grado final de terneza que tendran los mismos (Ferguson et al., 2001). Las caracteristicas
intrinsecas del musculo como tipo de fibras, proporciéon de tejido conectivo, muscular y
adiposo, no se ven muy afectados por los procesos después del sacrificio o por la coccion de
la carne. La terneza final de la carne esta determinada por caracteristicas como la estructura
de las miofibrillas, la cantidad de glucégeno y la actividad proteolitica, ademas de otros
factores como el manejo antes del sacrificio y durante el sacrificio, tiempo y temperatura de
almacenamiento (Oddy et al., 2001). Por ejemplo, el uso de la estimulacion eléctrica en el
proceso de sacrificio, produce intensa contraccion muscular lo que promueve la glucolisis y el
descenso rapido del pH, favoreciendo el desarrollo del rigor mortis. Otras practicas de
manejo como la aplicacion de vitaminas, son utiles para identificar vias metabdlicas
especificas que permiten detectar genes involucrados o genes candidatos. Como lo observado
por Montgomery et al., (2002), en que la administracion de vitamina D a los animales durante
el periodo de engorda mejord la terneza de la carne, manifestando la importancia de generar

conocimiento en el metabolismo del calcio.
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La edad del animal es otro factor que influye en la terneza de la carne, generalmente en
los sistemas de produccion de carne el consumidor asocia a un animal joven con una mayor
probabilidad de obtener carne més tierna, y esto lleva a que esas categorias ligeras logren
precios por kilogramo mucho maés altos que los animales mas pesados. Esto tiene una
importante relacion con el potencial genético para crecimiento de las distintas razas y cruzas.
Los individuos con mayor potencial de crecimiento y eficiencia en la conversion de alimento
dificilmente pueden alcanzar la composicion corporal adecuada para ser sacrificados a pesos
ligeros. De manera que a la maximizacion de la eficiencia biologica de la produccion de carne
se contrapone la rentabilidad comercial y el interés por producir un tipo de carne con méas

éxito en el mercado.

Los factores de alimentacion y estrés antes del sacrificio afectan el nivel de reservas de
glucogeno a nivel muscular y esto se relaciona con la tasa de descenso de pH y el valor final
en la carne, lo cual demerita el color y la terneza. La actividad del sistema proteolitico
responsable de la suavidad es dependiente del pH, la temperatura y la concentracién de calcio
(Muir et al., 1998). Inmediatamente después del sacrificio, comienzan en el musculo
esquelético una serie de procesos metabolicos anaerdbicos, debido a la interrupcion de la
circulacion sanguinea. En esa condicion, se acumula &cido lactico como producto del
metabolismo y consecuentemente desciende el pH muscular. Este proceso de acidificacion
requiere aproximadamente 15 a 36 h. El pH final influye directamente en la conservacion y el
valor tecnoldgico de la carne, que se define como las caracteristicas técnicas que se
encuentran dentro de los rangos éptimos y que favorecen el mejor procesamiento de la carne
como pH, color, conductividad, capacidad de retencion de agua y grasa intramuscular.
Warriss (2000) menciona que un valor apropiado de pH oscila en el rango de 5.4 a 5.8.

Cuando el pH final es > 6.2 a nivel del masculo Longuissimus dorsi, la carne es méas oscura,
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firme y seca (DFD). Un valor de pH final alto resulta en una escasa proteo6lisis y ademas la
carne presenta una elevada capacidad de retencion de agua, lo que determina una estructura
proteica mas compacta (Tornberg, 1996; Warriss, 2000). Se ha demostrado que gran parte de
la variacion en la degradacion proteica medida in vivo es debida a la actividad de las calpainas
y una alta tasa de recambio de proteinas in vivo est& asociada con un alto nivel de prote6lisis
después del sacrificio (Oddy et al., 2001). Shackelford et al. (1994b) reportaron una
correlacion genética negativa (r= -0.52 *+ 0.37) entre la actividad de la calpastatina y la
ganancia diaria de peso, ya que una mayor actividad proteolitica afecta la eficiencia de

conversion del alimento (Mc Donagh et al., 2001).

7.5 Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares, son regiones especificas del ADN donde se ha encontrado
variacion que se asocia positiva 0 negativamente con un rasgo de interés. Existe evidencia
que ciertos genes en particular explican una proporcion importante de la variabilidad
fenotipica de composicion y calidad de la carne (Burrow et al., 2001). En los primeros
estudios para detectar marcadores genéticos asociados con caracteres productivos, se
utilizaron como marcadores los polimorfismos de proteinas séricas y antigenos eritrocitarios
(McClure, 1952). Posteriormente, se utilizé el polimorfismo encontrado en los grupos
sanguineos (Larsen et al., 1985) y en el sistema mayor de histocompatibilidad (Batra et al.,
1989; Stear et al., 1989). Sin embargo, el poder de deteccidn de estos estudios se limitaba a
las regiones del genoma donde se encuentran estos marcadores. Fue hasta que se
desarrollaron los mapas de ligamiento que se pudo hacer una busqueda a través de todo el
genoma para encontrar los QTL (loci de caracter cuantitativo, por sus siglas en ingles,

Quantitative Trait Loci) .La contribucion de los genes que estan involucrados en la expresion
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de un caracter se puede evaluar seleccionando genes candidatos. Los genes “candidatos” son
genes de los cuales se conoce su funcion fisioldgica y bioquimica en la determinacién de un
fenotipo y podrian estar involucrados en las diferencias detectadas en variables productivas,
por lo que es importante identificar en ellos polimorfismos asociados con las variables en
estudio (Rothschild y Soller, 1997). La versién actual de QTL reportados en el ganado hasta
el 11 de junio de 2015 son 17,908 en 589 publicaciones insertas en la base de datos

(http://www.animalgenome.org/cqi-bin/QTLdb/BT/index). Estos QTL representan: 514

caracteristicas diferentes, de las cuales 1,856 estdn relacionadas con caracteristicas del
crecimiento, 375 para caracteristicas sensoriales, 97 para variables del color en carne y grasa,
y 80 referentes a la calidad de la carne. Los microsatélites constituyen la segunda generacion
de marcadores moleculares, en grado de importancia en el area de genética animal. Estos son
pequefios segmentos de secuencias de ADN, abundantes, polimorficos, facilmente
amplificables y bien distribuidos en el genoma, que se constituyeron en la base para el
desarrollo de mapas genéticos por asociacion o ligamiento (Arango y Salomén, 2002). Sin
embargo, con los resultados de la secuenciacion del genoma bovino, otro grupo de
marcadores llamados SNP (Polimorfismos de Nucledtido Simple, en inglés, Single
Nucleotide Polimorphism) han tenido mayor auge recientemente. La iniciativa para
secuenciar el genoma de animales domésticos comenzo en la década de los 90s, pero no fue
hasta octubre de 2004 (Zhi-Liang et al., 2013) cuando se liber6 el primer borrador del mapa
de secuenciacion bovino y en agosto de 2006 se publico la ultima version del proyecto de
secuenciacion del genoma bovino, el cual se encuentra disponible en la base de datos publica
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?). Este mapa fisico se realizd
utilizando cromosomas artificiales de bacterias (BAC, por sus siglas en inglés), en los que se
insertan secuencias de ADN bovino para ser reproducidos (clonados), que posteriormente

seran secuenciados, alineados y normalizados.

57


http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/index

La Seleccion Asistida por Marcadores Moleculares (SAM) es el proceso de usar los
marcadores geneticos para asistir la seleccion de los progenitores de las siguientes
generaciones en un programa de mejoramiento genetico. Este procedimiento tiene mayor
potencial para caracteristicas con baja heredabilidad, dificiles o caras de medir (p.e.
resistencia a enfermedades), que se pueden evaluar hasta que el animal ha contribuido con la
siguiente generacion, que no son seleccionados debido a que de manera rutinaria no son
evaluadas (caracteristicas de la canal como terneza) y que son caracteristicas correlacionadas
con otras que no se quieren mejorar (los marcadores asociados con aumento en el marmoleo,
usualmente no se asocian con grosor de grasa dorsal) (Parra-Bracamonte et al., 2011). Esta
seleccion 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 esta incluida en el proceso de estimacion de
valores genéticos (Allan y Smith, 2008). Otra de las estrategias es el Manejo Asistido por
Marcadores (MAM), la cual tiene un mayor potencial en auxiliar el uso de las DEPs, sin
incluir el modelo estadistico de evaluacion, empleando la presencia de alelos favorablemente
asociados a caracteres de interés que ayuden a la seleccion de reproductores (Parra-
Bracamonte et al., 2011). EI MAM comercialmente consiste en combinar la informacion de
animales vivos con su informacion genética (ADN) para realizar decisiones de manejo
(Kolath, 2009). En este sentido la importancia de utilizar el MAM es que esta relacionada con
caracteristicas de calidad de la carne, como el marmoleo o contenido de grasa intramuscular,
la suavidad de la carne o la resistencia al corte, caracteristicas que comercialmente no son
evaluadas mediante la estimacion de DEPs y que poseen el potencial de ser seleccionadas sin
la necesidad de sacrificar al animal. Aunque ambos sistemas tienen sus ventajas, en los
proximos afios el conocimiento que se genere con los estudios de asociacion de genoma

completo mediante la genotipificacion masiva por medio de arreglos de miles de SNPs
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demostrara el verdadero potencial de la SAM y el MAM, una vez que el genoma sea
caracterizado y sean identificadas méas variaciones que significativamente afecten el fenotipo

(Allan y Smith, 2008).

7.6 Genes candidatos involucrados con caracteristicas de la calidad de la carne bovina

Algunas de las herramientas para mejorar la calidad de la carne desde el punto de vista
genético es a través de la identificacion de marcadores relevantes de ADN directamente en
poblaciones seleccionadas (Ahmed et al., 2005). El gen candidato se identifica porque se
tiene un conocimiento previo de la proteina respectiva. Otra forma de identificarlos es
comparar genes homologos en especies cuyos genomas ya han sido secuenciados en su
totalidad, como el del humano (Venter et al., 2001) y el del raton (Waterston et al., 2002). En
todos los casos, es fundamental tener conocimiento de las bases fisioldgicas y bioquimicas
del fenotipo estudiado.

Existen estudios de genes candidatos asociados con la calidad de la carne (terneza y
marmoleo), entre los se pueden mencionar: la calpaina, leptina, tiroglobulina y miostatina

(Avilés et al., 2015; Hocquette et al., 2012).

7.6.1 Calpaina

La suavidad de la carne es una caracteristica de aceptacion muy importante, la cual es
modificada por la protedlisis por tres sistemas de enzimas y sus cofactores como son las
catepsinas lisosomales, el sistema ubiquitina proteosomal y las proteasas calcio dependientes
(Oddy et al., 2001). Las enzimas pcalpaina, m-calpaina y p94, o calpaina 1, 2 y 3, estan
involucradas en la degradacién de las proteinas musculares pre mortem y post mortem (llian

et al., 2001, Ilian et al., 2004). Por otro lado, el inhibidor de las calpainas (con la excepcion
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de la p94) es la calpastatina, la cual se ha comprobado que inhibe la diferenciacion de
mioblastos, asi como la tenderizacién post mortem (Kent et al., 2004). Otro sistema
enzimético involucrado en la degradacion proteica en los musculos son las caspasas,
especialmente la 3, que actda en la muerte celular o apoptosis. También, se han identificado
genes como i-calpaina, que se ha asociado a la suavidad o terneza de la carne. Este gen se
localiza en el cromosoma 29 (Smith et al., 2000). La proteasa activada con niveles
micromolares de calcio (m-calpaina) y la proteasa activada con niveles micromolares de
calcio (i-calpaina), son las dos enzimas responsables del ablandamiento post mortem, aunque
se ha indicado que la i-calpaina es la principal enzima responsable de este proceso. Esta
reportado que la calpastatina es el inhibidor natural de las calpainas en el sistema de
protedlisis de la carne (Koohmaraie, 1996). EI SNP conocido como CAPN1-316 fue el
primero que se vinculd a la terneza de la carne (Page et al., 2004) y se encuentra en el gen que
codifica para la proteina u-calpaina. El segundo SNP denominado UoG-CAST también fue
descrito para predecir la terneza (Schenkel et al., 2006). Ambos polimorfismos constituidos
por una transversion de una guanina (G) a citocina (C) siendo en ambos marcadores el alelo C

el que esté asociado a la carne con mayor terneza.

En otros estudios con animales de la raza Brahman (Parra-Bracamonte et al., 2007)
caracterizaron la frecuencia de variantes alélicas favorables en el gen de la calpaina,
especificamente, las frecuencias de los SNPs 316, 530 y 4751 asociados a la suavidad de la
carne de ganado Bos taurus y ganado Bos indicus. Esta informacion demuestra la importancia
de caracterizar la base genética del ganado en regiones tropicales para aprovechar los
cruzamientos en los sistemas de produccion de carne o doble proposito (Parra-Bracamonte et
al., 2011). En otro estudio enfocado a la asociacion de genes candidatos y la relacion con las

caracteristicas organolépticas de la carne (Avilés et al., 2015) reportaron que en razas
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comerciales de engordas intensivas como Charolais, Limousin y Retinta, genes como CAST
(calpastatina), LEP (leptina) y SCD1 (enzima estearoil-CoA desaturasa) tienen un efecto

potencial sobre las diferentes mediciones de la calidad de la carne evaluado a nivel sensorial.

7.6.2 Leptina

La leptina es una hormona sintetizada en los adipocitos, involucrada en la regulacion
del apetito y energia. Los niveles de leptina en la sangre se han asociado con variaciones en
las caracteristicas de la canal. Se han descrito alelos de este gen que identifican individuos
con diferente capacidad de retencién de grasa y marmoleo. Si bien se han identificado
diferentes polimorfismos en su secuencia, el que parece tener efectos fisioldgicos, es la
sustitucion de citocina (C) por timina (T) en el ex6n 2, que a su vez conduciria a la
sustitucion de arginina por cisteina en la proteina correspondiente, en tanto que el alelo T
seria el que se corresponderia con un mayor nivel de grasa en la canal (Buchanan et al.,
2002). Se han reportado polimorfismos ligados al gen de la leptina que pueden influir en la
regulacién de genes y afectar la ganancia de peso, como lo reportan Liefers et al. (2005) en
vacas lecheras Holstein-Friesian, quienes observaron algunas mutaciones asociadas con la
produccién de leche, el consumo de alimento y las concentraciones de leptina en plasma
durante la gestacién pero no presentes durante la lactancia. En otro estudio de asociacion
entre seis marcadores moleculares ligados al gen LEP con la ganancia promedio diaria de
peso y el rendimiento reproductivo en vacas posparto de las razas Angus (AA) y Charolais
(C). Matos et al. (2007) reportaron asociaciones positivas, sugiriendo que los animales de AA
que llevan el alelo BMS1074*151 tuvieron un mal desempefio en relacion con otros animales,
y que los animales portadores del alelo BM1500 *136 en ambas razas (AA y C) mostraron

una probabilidad tres veces mas alta para mayor ganancia promedio diaria de peso.
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7.6.3 Tiroglobulina (TG5)

El gen de la TG5 codifica a una glicoproteina precursora de la hormona tiroidea y se ha
asociado con diferencias en marmoleo en bovinos (Harper y Pethick, 2004). EI marmoleo es
una caracteristica que confiere sabor, jugosidad a la carne y tiene un efecto lubricante durante

la masticacion, lo que aumenta la satisfaccion del consumidor (Thompson, 2004).

Como la mayoria de las caracteristicas productivas, el marmoleo es el resultado de la
interaccion entre varios genes y el medio ambiente por lo que se espera que muchos genes se
encuentren asociados con esta caracteristica, sin embargo el marcador TG5 del gen de
tiroglobulina, se ha estudiado debido al bajo efecto pleiotrdpico (gen que produce un conjunto
de efectos fenotipicos no relacionados) con otras caracteristicas y a su asociacion con el
marmoleo (Casas et al., 2005). En respuesta a la actividad tiroidea, el gen TG5 se expresa
dentro del tejido de esta glandula, la proteina (tiroglobulina) es secretada y activada para
posteriormente formar T3 (Triyodotironina) y T4 (Tiroxina). La tiroglobulina tiene una
funcion indirecta en la regulacion metabolica, sin embargo, la velocidad de expresion del gen,
tiene efectos directos sobre la produccion de las principales hormonas tiroideas y estas a su
vez sobre la deposicion de grasa (Harper y Pethrick, 2004). El gen de la TG se localiza en el
brazo largo del cromosoma 14 del bovino (14q). Uno de los polimorfismos reportados dentro
del gen se localiza en la region 5no traducible en la posicion TG-537, el cual esta
involucrado en la regulacion del gen y se le ha relacionado con el grado de marmoleo en la
carne (Barendse et al., 2001, 2004). En un estudio realizado con ganado bovino Bos indicus,
Bos taurus y cruzas comerciales (Bonilla et al., 2010) reportaron que la frecuencia del SNP
favorable para el marmoleo se encontro en un 10 % con 26 % de animales portadores,

encontrando la presencia de dos genotipos CCy CT.
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7.6.4 Miostatina

El gen de la miostatina, ha sido estudiado como gen candidato encontrado en el
cromosoma 2 a 4 centimorgan (cM ) del centromero para las variables rendimiento en cortes,
espesor de grasa, grado de rendimiento y marmoleo reportados por Casas et al. (2000). Este
gen codifica un inhibidor del crecimiento muscular y la forma mutada del gen es responsable
de la condicion de doble musculatura mayormente presente en razas bovinas como la Belgian
Blue, Charolais y Piedmontes. En Latinoamérica existe una percepcion negativa sobre los
animales con caracteristicas de doble musculatura, relacionado a la alta tasa de presentacion
de partos distocicos (Casas et al., 1999). Estudios recientes en animales Charolais, indican la
importancia de esta mutacidn en animales heterocigotos, reportando un efecto significativo en
el aumento del rendimiento y masa muscular, disminucién de colageno en la carne y un
aumento de la suavidad de la carne, independientemente de la disminucion de grasa
intramuscular y el sabor de la carne (Allais et al., 2010).

Otros posibles genes candidatos los constituyen el gen que codifica el factor de
crecimiento para la insulina (IGF-1), la hormona del crecimiento y el DGAT1 (Mullen, 2006),
fosfodiesterasa 1 B (Ortiz-Colon et al., 2007), el gen PPARGC1_ (Soria et al., 2007). Estas
pruebas comerciales de marcadores genéticos para caracteristicas de la calidad de la carne han
sido  validadas por el Nacional Beef Cattle Evaluation  Consorsium

(http://www.nbcec.org/nbcec/index.html). Esta validacidn es necesaria porque pueden ocurrir

falsas asociaciones entre el marcador y la variable de interés si se ignora la informacion sobre
el pedigri o la composicion racial. En Latinoamérica ya se conocen los primeros resultados de
las experiencias en el uso de marcadores moleculares de los genes PPARGC1_, PDELB,

calpainas y su relacion con los atributos de calidad (Corva et al., 2007; Ortiz-Coldn et al.,
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2007; Soria et al., 2007; Villareal et al., 2007), pero no existen evidencias del uso de pruebas
de este tipo a nivel comercial.

Otros investigadores (Gill et al., 2010) han reportado la asociacion de 28 SNP de 10
genes relacionados con la calidad de la carne de ganado y cerdo comercial. Dentro de los
asociados a caracteristicas de calidad de la carne en ganado podemos mencionar algunas
hormonas como la hormona liberadora de corticotropina (CRH) asociada con el grosor de la
grasa subcuténea y el grado de marmoleo (Wibowo et al., 2007), la hormona del crecimiento
(GH) asociada al veteado de la carne y la grasa de la cadera (Barendse et al., 2006). El factor
de crecimiento tipo insulina Il (IGF-II) asociado con el area del musculo longuissimus,

porcentaje de grasa (Sherman et al., 2008) y la zona del rib eye (Goodall y Schmutz, 2007).

7.7 CONCLUSIONES

La identificacion de los diferentes genes candidatos asociados a atribuciones de las
caracteristicas de calidad de la carne, como la terneza o suavidad de la carne que es
considerada por los consumidores como el factor mas importante que determina la calidad de
la carne, permitira tener un mayor conocimiento de los procesos genéticos por los cuales se
expresa un caracter productivo, asi como también hacer mejores evaluaciones genéticas de las
caracteristicas que el productor esta interesado en incluir en su ganado para satisfacer las
demandas del mercado local o de exportacion. La incorporacién de la informacion molecular
en los programas de cria y engorda del ganado se recomienda para aumentar la eficiencia y
predecir las caracteristicas como la suavidad, la terneza, el marmoleo de la carne, siendo
importante mencionar que el aprovechamiento de este potencial se enfoca en favorecer los
caracteres productivos, que puedan promover la produccion de animales en cantidad y calidad

y que reduzca la dependencia de productos y subproductos carnicos de importacion, ademas
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de incentivar el consumo de carne con valor agregado con caracteristicas inocuas y de

calidad.
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CAPITULO IV

8. TITULO: “Determinacion de la presencia del gen Calpastaina (CAST) y
Tiroglobulina (TG5) en ganado bovino (Bos taurus x Bos indicus) de una engorda
comercial del Municipio de Tamuin, SLP, México”

8.1 RESUMEN

La terneza y el marmoleo son caracteristicas poligénicas e indicadoras de calidad en la carne
bovina. Algunos de los genes relacionado con la terneza en la carne son el gen calpastatina
(CAST) en el cual se han identificado polimorfismos de nucle6tidos simples (SNP del inglés
Single Nucleotide Polymorphism) algunos de los cuales han sido asociados
significativamente con variabilidad en la terneza de la carne bovina y el gen de la
tiroglobulina (TG5) en el cual se ha identificado un polimorfismo del gen asociado a la
deposicion de grasa intramuscular en bovinos. En la presente investigacion se determiné la
presencia de estos dos marcadores en ganado bovino procedente de una engorda comercial
dedicada a la produccion de carne con exigencias de calidad suprema. Se obtuvieron muestras
de sangre de 400 bovinos préximos al sacrificio, las cuales fueron procesadas por reaccion en
cadena de la polimerasa directa (PCR Directa) utilizando los iniciadores CAST (AF159246) y
TG5 (M35823). Los productos de amplificacion esperados 495 pb (CAST) y 545 pb (TGb5),
se corroboraron en gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio, purificados por la técnica de
PEPSIs-97 y enviados a secuenciar. Posteriormente las secuencias fueron ensambladas y
editadas con el programa Vector NT Suite 8.0 para obtener las secuencias consenso, las
cuales fueron comparadas con la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) con las secuencias homologas del algoritmo Basic Local Aligment
Search Tool (BLAST). Los resultados de esta investigacion fueron que se corroboraron los
fragmentos tanto para el gen CAST y TG5 con los iniciadores utilizados y reportados en la
literatura. Las secuencias consenso tuvieron una maxima identidad del 85 y 84 % para el gen
CAST comparadas con secuencias reportadas en el BLAST y para el TG5 una méxima
identidad del 99 y 98 %. Las secuencias consenso se registraron en la base de datos del NCBI
otorgando los numeros de acceso KP866922 (CAST) y KP866923 (TG5) para su analisis y
validaciéon por el staff del GenBank. Se concluye que el uso de las herramientas de la
gendmica permite identificar la expresion de un gen de carécter productivo.

PALABARAS CLAVE: Calpastatina, Tiroglobulina, Polimorfismo de Nucle6tido Simple

(SNP), Terneza, Marmoleo.
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TITLE: "Determination the presence of Calpastatin (CAST) and thyroglobulin (TG 5)
genes in cattle (Bos taurus x Bos indicus) in a commercial feedlot in Tamuin, SLP,
Mexico"

8.2 ABSTRACT

Marbling and tenderness are polygenic and quality indicator of beef meat characteristics.
Some of the related genes in meat tenderness are the calpastatin gene (CAST) in which have
been identified single nucleotide polymorphisms (SNP)) some of which have been associated
with significant variability in tenderness, and thyroglobulin gene (TG5) in which it has been
identified a polymorphism associated with the deposition of intramuscular fat in cattle. The
objective of this research was to identify the presence of these two markers in beef meat from
animals of a commercial feedlot dedicated to the production of meat with supreme quality
requirements. Four hundred animals were sampled before slaughter, and the blood obtained
was processed by the polymerase chain reaction (Direct PCR) using the primers CAST
(AF159246) and TG5 (M35823). The expected products of 495 bp larger preview (CAST)
and 545 bp (TG5), were confirmed in gel agarose 1% with ethidium bromide, and the purified
technique pepsis-97, and sent to a laboratory for sequencing. Sequences were assembled and
edited with the Vector NT Suite 8.0 software for the consensus sequences and compared with
the database of the NCBI with homologous sequences BLAST. The results corroborate the
fragments expected for both CAST and TG5 gene by primers reported in AF159246 and
M35823, respectively. The consensus sequences showed a maximal identity of 85 and 84%
for the CAST gene compared to sequences in BLAST. For TG5 the maximal identity was 99
and 98%. The consensus sequences were registered in the NCBI database with number
KP866922 (CAST) and KP866923 (TG5) for analysis and validation by the staff of GenBank.
It is concluded that the use of genomic tools help to identify the expression of a gene which

codifies for a productive characteristic.

KEYWORDS: Calpastatin, Thyroglobulin, SNP, Marbling, Tenderness.
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8.3 INTRODUCCION

Para el hombre moderno, la carne sigue siendo la base de la dieta, recordando su papel
en la evolucion de nuestra especie, pero su produccion se ha desarrollado como una industria
enfocada no solo al abastecimiento del producto y a suplir un requerimiento nutricional
(Ortigues et al., 2006), sino con una concepcidn de satisfacer sensorialmente al consumidor,
mediante el ofrecimiento de carne con dptimas condiciones higiénico-sanitarias y de calidad
textural (Straadt et al., 2007). Varios parametros son establecidos como propiedades de la
carne, entre los que se destacan la apariencia, el color, el sabor, el contenido de grasa, la
textura, la terneza y la capacidad de retencion de agua (Ciobanu et al., 2004). Sin embargo las
practicas de seleccion y disponibilidad de la compra o el abasto de ganado que cumpla con las
caracteristicas fenotipicas- genotipicas que exprese los atributos de calidad que demandan los
mercados nacionales e internacionales, en la mayoria de los casos suelen ser limitadas.
Sumando a esta situacion factores que aumentan la variabilidad de acuerdo a la edad, la dieta,
el tipo de produccidn, incluso la misma respuesta del propio individuo. En la actualidad la
gendmica ha sido fundamental en el descubrimiento de la arquitectura genética de
caracteristicas productivas identificando variantes alélicas que predicen la habilidad para
desarrollar dichos rasgos (Alla'y Smith 2008). Los cuales han sido asociados a los parametros
de calidad, entre ellos destacan el gen calpastatina (CAST), p-calpaina (CAPNL1),
tiroglobulina (TG5), leptina (LEP), Miostatina (MSTN). La calpastatina (CAST) 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. Este gen ha sido
estudiado como candidato para explicar diferencias de origen genético en la terneza de la
carne. En bovinos se han descrito varios polimorfismos del tipo SNP en distintas regiones del

gen. El gen que codifica a la CAST se localiza en el cromosoma 7 del bovino (Bishop et al.,
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1994) y esté organizado en 35 exones y sus respectivos intrones, abarcando aproximadamente
130 kb. Barendse (2002) identificd una sustitucion de Guanina por Adenina (G/A) en el
extremo 3’ no traducido del ARN mensajero de CAST (posicion 2959 de la secuencia
AF159246 del GenBank), estableciendo que el alelo A se asociaba a carne mas tierna. Este
resultado posteriormente fue confirmado por Casas et al., (2006) utilizando razas puras Bos
taurus y Bos indicus y sus cruzas. Por su parte Morris et al (2006) analiz6 este mismo
polimorfismo en novillos de distintas razas Bos taurus hallando diferencia entre los valores
de resistencia al corte del genotipo favorable (AA). Recientemente se ha evaluado el efecto de
este SNP en la raza Nelore y en cruzas indicas, reportando que el genotipo AA presentd una
resistencia al corte menor que el heterocigoto, hallandose una diferencia de 0.42 kg entre
ambos genotipos (Curi et al., 2009).

Otra caracteristica como el marmoleo cuyo gen codificante es la tiroglobulina (TG5) en
el cual se encuentra un SNP en la posicion -537 de la region promotora 5’ (Barendse 1999,
Barendse et al., 2004) es uno de los principales parametros utilizados para la valoracion de la
calidad de la carne ya que influye directamente en sus caracteristicas organolépticas.

El conocimiento y aplicacion de estas estrategias de la Biologia Molecular, permiten
establecer el efecto de un gen en la expresion de un caracter productivo. Aun cuando el uso de
los genes candidatos parece un proceso logico, se han caracterizado pocos genes, ya que los
genes involucrados en la expresion de un caracter son por lo general desconocidos. En
muchos casos la secuencia del gen indica su potencial funcién (hidrolasa, isomerasa, ligasa,
oxidoreductasa, etc.) pero se desconoce el proceso bioldgico en el que participan o bien su
interaccion con otros genes. Por lo tanto, seleccionar un gen candidato sin entender su

relacion con otros genes podria conducir a malas elecciones en estudios de esta naturaleza.
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8.4  JUSTIFICACION

Existen genes candidatos que influyen en caracteres productivos que se han identificado
en las diferentes especies domésticas. Aquellos identificados, estan siendo utilizados para
incrementar la cantidad y calidad de la carne. Esta informacion permitird tener un mayor

conocimiento de los procesos genéticos por los cuales se expresa un caracter productivo.

8.5 OBJETIVO GENERAL
Determinar la presencia del gen Calpastatina (CAST) ligado a la terneza y del gen
Tiroglobulina (TG5) al marmoleo de la carne en ganado bovino de una engorda en etapa de

finalizacion.

8.6  HIPOTESIS
El gen calpastatina y tiroglobulina estan presentes en los novillos de engorda empleados

para esta investigacion, relacionados con caracteristicas de terneza y marmoleo de la carne.
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8.7 MATERIALES Y METODOS
8.7.1 Lugar de realizacion de la investigacion

Las muestras de sangre para realizar esta investigacion se colectaron de ganado bovino
proveniente de una engorda comercial del Rancho Hualul (cruza Bos taurus x Bos indicus),
destinado para el sacrificio en las instalaciones del Frigorifico de Tamuin localizada en el
Municipio de Tamuin, San Luis Potosi, México, a una altitud de 20 msnm ubicado a 22° 00’
25°’N 98°47°19°°0, con una temperatura media de 16 ° y 53 % de humedad relativa.

La extraccion de DNA de las muestras de sangre se procesaron en las instalaciones del
laboratorio 209 de Fisiologia de la Interaccion Planta Patdgeno, Programa de Fitosanidad,

Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo, Edo de México.

8.7.2 Toma de muestras

Se tomaron muestras de sangre de 400 novillos de las razas cruzas Cebu, Pardo Suizo,
Simmental con un peso promedio de 450 kg, los cuales se encontraban en corral de recepcion
para ser sacrificados, todos los animales tuvieron en mismo origen de engorda y fueron
transportados bajo las mismas condiciones y sacrificados el mismo dia.

Las muestras de sangre se colectaron de vena yugular empleando tubos vacutainer de 5
mL con anticoagulante EDTA y se conservaron en refrigeracion hasta llegar al laboratorio en

donde se conservaron en congelacién a -40°C hasta realizar la extraccion de DNA.

8.7.3 Fase de laboratorio

Para los andlisis moleculares se realizo extraccion de DNA a partir de las muestras de
sangre de los 400 novillos por la reaccion en cadena de la polimerasa directa (PCR Directa)
usando el kit Thermo Scientific Fusion Sangre PCR Directa (kit Thermo Scientific #F-547L-

500 rxns) (Cuadro 7), siguiendo el protocolo para realizar la mezcla de reaccion que se
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describe en el (Cuadro 8). La amplificacion por PCR se realizé utilizando los iniciadores
especificos CAST No. Acceso GenBank: AF159246 (Casas et al., 2006) y TG5 No. Acceso
GenBank M35823 (Barendse, 1999; Barendse et al., 2004), solicitados al IBT-UNAM. Las

secuencias de los iniciadores especificos se muestran en el (Cuadro 9).

Cuadro 7. Componentes del kit Thermo Scientific Fusién Sangre PCR Directa.

COMPONENTE 500 rxns
Fusion Sangre 1l DNA polimerasa 200 pL
2 X Fusion Sangre PCR buffer (incluye dNTPs y MgCl>) 5x1.25mL
Primer Control Universal 40 puL
50 mM EDTA (pH 8.0) 0.5 mL
50 mM solucion de MgCl» 1.5mL
100 % DMSO 05 mL

Siguiendo el protocolo del Kit PCR directa se mezclaron los componentes en tubos
PCR vy se colocaron en el termociclador (Techne ® Incorporated Modelo TC-512) (Figura
2B) usando el protocolo que se describe en el (Cuadro 10). Las concentraciones de los
productos de PCR se leyeron en un Nanodrop (ND-1000, Nanodrop Technologies) y se
verificaron en geles de agarosa al 1 % en buffer TAE 1X (Tris Base-EDTA) usando la técnica
de electroforesis con una camara modelo 75.1214-20D (Continental Lab Products Division
Apollo®) (Figura 2A). Los geles de agarosa fueron tefiidos con bromuro de etidio a una
concentracion final de 1 ug ml? el cual fue depositado antes de depositarlo en la camara de
electroforesis. En cada pozo se depositd un volumen final de 7 pl (2 pul de colorante azul de
bromofenol y 5 pl de producto de PCR), usando como buffer de corrida TAE 1 X. Las

condiciones de electroforesis fueron 1 hora 30 minutos a 80 voltios. EI marcador empleado
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fue de 100 bp (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA Ladder #SM0241). Las bandas
amplificadas fueron visualizadas con Transiluminador UV (Bio Rad® Modelo Gel Doc 2000)

con el programa Quantity One 4.0.3 (Figura 2C).

Figura 2. Equipo de laboratorio de Biologia Molecular: A) Camaras de electroforesis, B)

Termociclador, C) Transiluminador de luz UV.

Fuente: Equipo del laboratorio 209 Fisiologia de la Interaccion Planta Patdgeno, Programa de Fitosanidad,

Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo, Edo de México.

De las 400 muestras realizadas se seleccionaron 100 productos de PCR directa y se
purificaron siguiendo el protocolo de PEPSIs-97 (Marziliano et al., 1997) (Anexo 1) para ser
enviadas a secuenciar al IBT por secuenciacion automatizada de DNA. Las condiciones de
envio de las muestras fueron las siguientes: los productos de PCR se purificaron por gel
(PEPSIs-97) y se entregaron 100 ng, mezclados con 10 pmolas de oligo, en un volumen final

de 16 pl.
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Cuadro 8. Protocolo de reaccion para extraccion de DNA por PCR Directa.

COMPONENTE 1 X (uL)

PCR Buffer 10

Primer F 1.25
Primer R 1.25
DNA Polimerasa 0.4
Muestra de Sangre 1

50 mM MgCl; 0.6
50 mM EDTA 1.0
DMSO 1.0
Agua 3.5
Volumen Total 20
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Cuadro 9. Iniciadores CAST y TG5 usados en esta investigacion.

GEN No. Acceso Iniciador (Sentido) Iniciador (Antisentido) SNP
CAST AF159246 5’-AAG TAA AGC CAA AGG AACACA CA-3 5’-AGG CTT TTT GGC TGA AAA CA-3° AIG
TG5 M35823 5’-GTG AAAATC TTG TGG AGG CTG TA-3’ 5’-GGG GAT GAC TAC GAG TAT GAC TG-3’ CIT
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La secuenciacion de los productos de PCR de los patrones de bandeo se ensamblaron y
editaron con el programa Vector NT Suite 8.0 (Figura 3), para obtener las secuencias
consenso, las cuales fueron comparadas con la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con las

secuencias homologas del algoritmo Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) Figura 4.

Cuadro 10. Datos de la programacion en el termociclador.

FASE TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion inicial 98 °C 5 min
35 ciclos 98 °C 1s
Alineamiento 55°C 35s
72 °C 1 min
Extension final 72°C 1 min
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8.8 RESULTADOS Y DISCUSION

Los iniciadores utilizados permitieron la amplificacion del fragmento 495 pb del gen
CAST vy el fragmento 545 pb del gen TGS, usando PCR directa en muestras de sangre
empleando el protocolo del Kit de ThermoScientific (Figura 5). Los cuales corroboran lo
reportado con la informacion del GenBank y los nimeros de acceso reportados para estos

genes.

i I EE 0 EMMEERE

Figura 5. Carriles: 1y 6) Marcador 100-pb (FermentasTM); Carriles 2, 3, 8-14)
Amplificacion del gen Tiroglobulina (TG5) en muestras de sangre provenientes de bovinos de
engorda (Bos taurus x Bos indicus); Carriles 4, 5 7 y 15) Amplificacion del gen calpastatina
(CAST) en muestras de sangre provenientes de bovinos de engorda (Bos taurus x Bos
indicus).

Las secuencias consenso ensambladas y editadas de esta investigacion tuvieron una
méaxima identidad del 84 % con las secuencias de nucleétidos depositadas en la base de datos
del GENBANK con el gen CAST (No. de Accesion: AY834770.1 y AY008267.1) y un 85 %
para la secuencia del gen CAST (No. de Accesion JQ073718.1). Para este gen de la
Calpastatina (CAST), inhibidor natural de las calpainas, se han presentado resultados
experimentales confirmando (Green et al., 1996 a y b) y refutando (Lonergan et al., 1995;

Chung et al., 2001) su asociacion con la variabilidad en terneza. Esta inconsistencia en los

84



resultados se presenta debido a que las calpainas son enzimas que se producen naturalmente
en los masculos y tiene la funcion de ablandar las fibras musculares, después del sacrificio de
los animales. Sin embargo las calpainas son inhibidas por las calpastatina y con esto se
detiene la funcién sobre la maduracion después del sacrificio (Soria 'y Corva, 2004).

Por otro lado las calpainas, como lo menciona (Fernandez, 2005), algunos
investigadores han sugerido que controlando la genética de los animales se puede resolver el
problema de la terneza, la que varia entre razas y dentro de una raza. Sin embargo, la
informacion reportada indica que los factores ambientales también tienen una contribucion
igual a la variacion de la terneza. Los mejores indicadores sugieren que, dentro de una raza, la
genética controla el 30 % de la variacion de la terneza. Este 30 % representa la heredabilidad
(efecto de genes aditivos) de estas caracteristicas. En consecuencia, dentro de una raza, el 70
% de la variacion se explica por factores ambientales y efectos de genes no aditivos. Entre
razas, la variacién es igual o menor que dentro de una raza. Sin embargo, entre los bovinos de
todas las razas, aproximadamente el 46 % de la variacién de la terneza es de origen genético y
el 54 % ambiental. Esto explica que, entre razas o dentro de una raza, puede ser controlada
por factores ambientales, como dias de engorda, la energia de la dieta, el estrés, la edad del
animal y el método de coccién.

Para el gen TG5 se encontr6 una homologia de un 99 % de identidad con las
secuencias con numero de Accesion KF202096.1 y X05380.1, y con un 98 % de identidad
con las secuencias del numero de accesion AM490264.1, AM490270.1, AM490268.1,
AM490265.1 y AY615525.1.

Siendo el marmoleo una caracteristica cuantitativa afectada por muchos genes y
existiendo una gran variacion entre individuos y razas, como lo ha reportado (Casas et al.,
2007), en los resultados obtenidos en la presente investigacion se encontré una homologia del

99 % de identidad con el SNP propuesto por tener un efecto sobre el marmoleo de la carne y
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que se ha localizado en la posicion 422 del numero de accesion X05380. Este marcador se ha
asociado con el marmoleo de la carne y se ha validado en corrales de engorda (Van
Eenennaam et al., 2007) y también en corrales de engorda de Australia (Barendse et al.,
2004).

Como se puede observar la informacién a partir del empleo de las herramientas de la
bioinformatica permiten corroborar informacion existente de las secuencias reportadas en el
GenBank, sin embargo para explicar la asociacion de caracteristicas relacionadas con
caracteristicas de produccion es indispensable realizar estudios que validen la asociacion de
los genes candidatos seleccionados con variables como resistencia al corte, ultrasonografia

para predecir el grosor de la grasa en la canal.

89 CONCLUSION

Los resultados de esta investigacion sugieren que tanto el gen CAST como el TG5 son

marcadores Utiles para la calidad de la carne.
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ANEXO 1

PROTOCOLO DE PURIFICACION POR GEL EMPLEANDO EL
PROCEDIMIENTO PEPSIs-97
Existen varios métodos de purificacion de ADN de geles de agarosa (Sambrook, 1989;
Weichnan, 1991; Glenn, 1994) el procedimiento desarrollado fue el de Glenn et. al., (1994)
modificado por Marziliano et. al., (1997) quienes describen al proceso como un método facil,

economico y eficiente y el cual se describe a continuacion.

PROCEDIMIENTO:

1.-Una vez obtenidos los productos de PCR, se corroboran las bandas en gel de agarosa con
bromuro de etidio y TAE 1x, una vez revelado el gel se procede a cortar las bandas de interés
y seran depositadas en un sistema (Fig. Al). Todo el material debe estar previamente

esterilizado.

2.- El sistema conocido con el término de PEPSIs, consiste en colocar dentro de un tubo de
microcentrifugacion de 1.5 mL otro tubo de microcentrifugacion de 0.6 mL al cual se le debe
de agregar silice (arena que se obtuvo de la trituracion de pipetas Pasteur de vidrio, hasta

obtener una arena muy fina, la cual cumple la funcion de columna).

Figura Al. Sistema de procedimiento PEPSIs-97.
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3.-Cortar el gel de agarosa con las bandas que se requieren purificar y colocar en el tubo, se
debe de tener cuidado de cortar la banda lo mas delineada que se pueda para obtener el
fragmento que se requiere filtrar, es suficiente con una banda por tubo. El corte se debe de
realizar en una lampara de UV de preferencia en un cuarto obscuro y el uso de lentes

protectores (Fig. A2).

4.- Preparados cuantos tubos se requiera, se colocan en una microcentrifuga a 13,000 rpm
durante 25 minutos, Glenn et. al. (1994) sugieren velocidades de 12,000 — 14,000 rpm y un
tiempo de 30 a 50 minutos, sin embargo Marziliano et. al., (1997) obtuvieron los mejores
resultados con un tiempo de 25 minutos. EI numero de veces a centrifugar son las que se

requieren tantas veces hasta no observar fracciones de gel en el filtro.

Figura A2. Corte de gel para purificacion por la técnica PEPSIs

5.- Posteriormente se retira el tubo de microcentrifugacion que contiene el filtro y se adiciona
al sobrenadante obtenido para su precipitacion, 1 volumen por volumen de acetato de sodio y
2.5 volumen por volumen de etanol absoluto. Mezclar varias veces y congelar a -20 °C

durante 12 horas.

6.- Después de las 12 horas a -20 °C, se vuelve a centrifuga a 13,000 rpm durante 10 minutos.

7.- Una vez que se centrifuga y se observa el pellet, se retira el sobrenadante se deseca en la
camara de flujo laminar durante 15 minutos y se resuspende el pellet en 100 uL de agua

inyectable.
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8.- Se analiza el producto de la purificacién en gel de agarosa al 1 % y se cuantifica su

concentracion en el nanodrop.

Resultados: Usando este protocolo descrito, se obtuvo una concentracion de 40 ng/ul y el

revelado en el fotodocumentador se muestra en la (Fig. A3).

E G ¢ G-

1000 pb CAST1 gCASTZ2 . TGS

Figura A3. Revelado del producto de purificacion.
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