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Capitulo LXXXIX

u-calpaina y calpastatina como marcadores genéticos
en la prediccion de la terneza de la carne de animales
Doble Propésito

Sojan Uzcategui Bracho

La falta de uniformidad de la terneza y la inconsistencia en la prediccion de la
misma, han sido identificadas como los problemas mas relevantes de la industria de la
carne en paises desarrollados. En el mercado venezolano, como en el resto de Latinoa-
meérica, resulta dificil hablar de calidad de la carne o de la canal, ya que tradicional-
mente no se le ha prestado mayor atencién a este tema (Jerez-Timaure, 2005; Pa-
rra-Bracamonte et al., 2007). Sin embargo, en los tltimos afios ha surgido el interés
por satisfacer un mercado interno que demanda carne de calidad y que estd dispuesto
a pagar mejor por ella.

Aunque el término “calidad” tiene un significado diferente dependiendo de los
diferentes agentes o segmentos de la cadena agroalimentaria, las investigaciones re-
cientes han demostrado que el consumidor juega un papel significativo ya que consu-
me el producto final y paga por él. Uno de los aspectos que le permite al consumidor
tomar decisiones de compra es la terneza o blandura de la carne (Grunert, 2002; Maza
y Ramirez, 2004). El sistema de produccién, el tipo de animal, el plano nutricional
ofrecido y el manejo pre y post faena, pueden modificar considerablemente estas ca-
racteristicas (Huerta-Leidenz, 2002; Depetris & Santini, 2005).

La terneza de la carne es producto de la degradacién proteolitica que ocurre du-
rante la conversién de musculo a carne en el periodo de almacenamiento de la canal y.
estd regulada principalmente por el sistema enzimditico de calpaina/calpastatina
(CAPN/CAST) (Juszczuk et al., 2007). Estas enzimas tienen como sustratos proteinas
miofibrilares (troponina-I, troponina-T, desmina, vinculina, meta-vinculina, distro-
fina, nebulina y titina) (Robson et al., 1997), que constituyen las tres estructuras ci-
toesqueléticas (costdmeras, linea N, y los filamentos intermedios) mayormente degra-
dadas durante la maduracion de la carne.

En los Estados Unidos de Norteamérica, el sistema de tipificacién de la carne ha
pretendido agrupar canales en varios grados o categorias de acuerdo a su expectativa
de palatabilidad utilizando la cantidad de grasa intramuscular (marmoleo) como atri-
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buto en la clasificacién por calidad. Sin embargo, numerosas experiencias han demos-
trado una débil relacién entre la palatabilidad y el marmoleo, ya que este tiltimo sélo
explica el 5% de la variacion de la palatabilidad (Wheeler & Koohmaraie, 1994).

En Venezuela desde 1997, al implementar el sistema de clasificacién para bovi-
nos (Decreto Presidencial N° 1896), persiste la costumbre de categorizar la carne de
bovinos simultdneamente por rendimiento y calidad. De esta manera, se perjudica la
seleccién por calidad, debido a que los indicadores de rendimiento en la mayoria de
los casos se contraponen a los de calidad.

Dada las deficiencias de los sistemas de categorizacién para predecir atributos
de calidad, ha sido necesario explorar nuevas herramientas que sirvan para mejorar el
control de calidad garantizando la terneza de la carne y la aceptabilidad del consumi-
dor. Es por ello, que se han estudiado numerosas alternativas para mejorar la predic-
cién de la terneza, entre las que se encuentran la determinacién de umbrales de terne-
za, el ultrasonido, la reflectancia del infrarrojo cercano (NIR) y el BeffCam. Sin em-
bargo, estos métodos son muy costosos y de dificil aplicacién a nivel industrial.

En muchos paises, el uso de marcadores moleculares se ha convertido en una
herramienta de ficil uso para detectar genotipos de interés econémico. Algunas de es-
tas pruebas estdn disponibles y se usan en forma comercial para predecir atributos de
calidad. En Venezuela, las experiencias en la aplicacién de técnicas moleculares para
solventar problemas de produccién animal, son incipientes. Para divulgar la aplica-
ci6n de marcadores moleculares de uso comercial para la prediccion de la terneza, me-
jorando asf la productividad y la calidad de la carne de res, este Capitulo pretende des-
cribir los resultados obtenidos en el primer trabajo realizado en Venezuela con gana-
do doble propésito.

EFECTO DE LA GENETICA SOBRE LA TERNEZA DE LA CARNE

La genética representa una fuente importante de variacién en la terneza de la
carne, dentro y entre razas (Marshall et al., 1998). En comparaciones interraciales, el
46% de la variacidn en la terneza es de origen genético y el 54% de origen ambiental
(Koohmaraie et al., 1995). Esto significa que la terneza puede ser mejorada con la mo-
dificacién de factores ambientales como el tiempo de engorde, 1a energia de la dieta, el
estrés, la maduracion en cdmara de frio y por el método de coccidn.

El tipo de ganado doble propésito (GDP) que se explota en Venezuela es el mes-
tizo lechero originado por el cruce de razas criollas, cebuinas y razas europeas especia-
lizadas, por lo general, Holstein o Pardo Suizo. Este bovino permite producir leche y
carne de forma comercial con el mismo rebafio, utilizando insumos locales y de bajo
costo. Mds que un tipo de ganado, constituye un sistema de produccién, debido a la
manera como se dan los aspectos gerenciales y tecnolégicos en las unidades de pro-
duccién y sus relaciones con el entorno (Gonzilez-Herndndez, 2008).

Se ha documentado ampliamente, que el ganado Ceb (Bos indicus) posee una
gran cantidad de caracteristicas que le permiten adaptarse a las condiciones tropicales
y subtropicales (Turner, 1980); sin embargo, este ganado presenta limitaciones para
su uso en sistemas de produccion de carne y de leche, tanto desde el punto de vista
productivo como reproductivo. Entre ellas se encuentran, la dureza en sus carnes, la
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baja produccién de leche y 1a baja persistencia en lactancia, un periodo prepuberal lar-
g0, y un temperamento excitable. Las experiencias venezolanas confirman que la car-
ne de novillos doble propésito resulta mis blanda que la de los novillos con predomi-
nio Cebi (Jerez-Timaure, 2005). Estos y otros estudios indican que gracias al compo-
nente Bos taurus, el ganado doble propdsito tiene un potencial genético para producir
carnes de mejor calidad, especialmente cuando se compara con los animales tradicio-
nales de carne del trépico, principalmente Brahman.

También se ha detectado que la relacion calpastatina/calpaina se incrementa li-
nealmente con el aumento del porcentaje de raza cebuina en el cruce. De manera simi-
lar, se ha observado que la terneza de distintos mtisculos disminuye progresivamente
a medida que aumenta el porcentaje de genes cebuinos en los cruces, siendo esto mis
evidente cuando la contribucién de la raza indica excede el 25% (Wheeler et al., 1990).
La menor terneza de la carne atribuida a las razas cebuinas estd relacionada con una
mayor actividad de calpastatina y menor de u-calpaina.

El Programa de Evaluacién de Germoplasma que el Departamento de Agricul-
tura de los Estados Unidos (USDA, 1990) es tal vez una de las evaluaciones mis com-
pletas a nivel mundial de razas y cruces en todas las etapas del ciclo de produccién de
carne. Los resultados de este programa han demostrado en general, en lo que se refiere
aterneza, que existen diferencias pequefias entre razas del tipo Bos taurus. Las razas de
origen continental (Charolais, Limousin, Simmental) producen carne ligeramente
mds dura y con menor contenido de grasa intramuscular, que las razas britinicas (He-
reford, Shorthorn, Angus negro, Angus rojo).

La mayor diferencia en terneza se observa al comparar carnes de animales de ra-
zas Bos taurus (mds tiernas) vs. razas Bos indicus (menos tiernas). Estas diferencias en
terneza estan relacionadas con la reduccién de la tasa de protedlisis postmortem en los
animales Bos indicus. Los animales Bos taurus tienen mayor actividad de calpaina y
menor de calpastaina resultando entonces con carnes mds blandas, que los animales
del tipo Bos indicus.

EXPERIENCIAS EN LA DET ECCION DE POLIMORFISMOS DE UN
SOLO NUCLEOTIDO (SNP) DE u-CALPAINA Y CALPASTATINA
EN LA PREDICCION DE LA TERNEZA DE LA CARNE DE ANIMA-
LES DP

Desde el primer reporte sobre la deteccidon de loci de caracteristicas cuantitati-
vas (QTLs) en bovinos de carne, se han ubicado varios genes relacionados con la cali-
dad de la carne, entre los que destacan, el gen CAPN1 (u-calpaina) localizado en la re-
gion telomérica del cromosoma 29 (BTA29) (Casaset al., 2000) y el gen CAST (calpas-
tatina) en el cromosoma 7 ([BTA7]) (Schenkel et al., 2006). Estos genes codifican las
proteinas involucradas en el ablandamiento de la carne, y 1a variacién de la cantidad
de dichas proteinas entre razas del tipo Bos taurus y Bos indicus, ha permitido desarro-
Ilar marcadores genéticos tutiles en la industria cdrnica, para obtener con mayor exac-
titud la prediccién de la terneza de la carne. El locus CAPN1 produce la i-calpaina que
degrada las proteinas miofibrilares en la fase postmortem, mientras que el locus CAST
produce el inhibidor de esta proteasa. Esto indica que la terneza de la carne estd some-
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tida al efecto del alelo CAST sobre el alelo CAPN1 ubicado en otro loci; y esto depen-
de de la habilidad de CAST de inhibir a CAPNI, la cual esta sujeta al estado fisico y
concentracion de esta enzima (Casas et al., 2006).

Diversas pruebas comerciales se encuentran disponibles en la actualidad para
detectar la predisposicién a la terneza de la carne de ganado bovino, utilizando los
SNP encontrados en el sistema de CAPN/CAST. La prueba comercial GeneSTAR
Tenderness Panel (http://www.geneticsolutions. com.au/files/pdf/GeneNOTE _11_T4.
‘pdf) estd compuesta por el SNP del gen CAST-T1I [region 2959 no traducida; ndmero
de acceso AF159246 (Barendse, 2002; Casas et al., 2006)]; el SNP CAPN1- 316 [region
5709; namero de acceso AF252504 (Page et al., 2002)] y el SNP CAPNI1- 4751 [posi-
cion 6545; nimero de acceso AF248054 (White et al., 2005)]. La prueba Ingenity Ten-
der-GENE (http://www.advantagecattle. com/forum/topic.asp?TOPIC ID=3077)
consiste en los 2 SNP antes descritos para CAPN1 (316 - 4751) y el reportado por
Schenkel et al. (2006) y Van Eennemman et al. (2007) para CAST (UoGCAST) (regién
intrénica entre los exones 5 y 6 de CAST; base 282; niimero de acceso AY008267). Por
lo tanto, ambas pruebas comerciales utilizan los mismos SNP para CAPNI; sin em-
bargo, para CAST estas mutaciones difieren (Cuadro 1).

Cuadro 1
Efecto de dos marcadores SNP del gen calpaina (CAPN) sobre la terneza
de la carne
Genotipo/Terneza Raza Referencias

CAPN316

CC CG GG Poblacién

++ + - Simmental Page et al. (2004)

++ + - Ciclo 7 Page et al. (2004)

N/P ++ - Brahman Casas ez al. (2006)

++ + - Ciclo 8 White et al. (2005)
CAPN4751

CC CT TT

N/P ++ - Brahman White et al. (2005)

++ + - Ciclo 7 White et al. (2005)

++ + - Ciclo 8 White et al. (2005)

Alelos en el genotipo: C = Citosina. G = Guanina. A = Adenina. T = Timina.

+: Efecto sobre la terneza de la carne. -: Sin efecto sobre la terneza de la carne.

N/P: No se presenté el genotipo.

Ciclo 7. Angus, Hereford y MARCIII (% Angus, Y% Hcreford Y; Pinzgauer y ¥4 Red Poll).

Ciclo 8. Crias de sementales de razas adaptadas al trépico (Brangus, Beefmaster, Bonsmara y Romosinua-
no) y Hereford y Angus, con vacas Angus o MARCIIL

El SNP CAPN1-316 se encuentra ubicado en el exén 9 de la regién regulatoria
(28 kDa), y recibe este nombre debido a que provoca un cambio en el aminoédcido ni-
mero 316 de la cadena polipeptidica de la i-calpaina (Page et al., 2002; 2004). El SNP-
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530 fue detectado en el exdn 14 del gen u-calpaina, y se denoming asi puesto que afecta
la identidad del aminoacido namero 530 de la cadena polipeptidica de i-calpaina
(Whiteet al., 2005). El resultado de estas investigaciones demuestran que CAPNI-316
se relaciona con variaciones en terneza de la carne de todas las subespecies bovinas,
mientras que CAPNI-530 ejerce un efecto similar solamente en el ganado Bos taurus.
La carne de animales homocigotos tanto para el marcador 316 (CC) como para el 530
(GG) result6 mas blanda que el resto de las combinaciones alélicas.

El SNP CAPNI1-4751, éste nombre no tiene ninguna relacién con la cadena po-
lipeptidica de i-calpaina a diferencia del caso de los dos SNP anteriores. Este SNP ha
sido asociado con diferencias en el grado de terneza de la carne de todas las subespe-
cies bovinas incluyendo Bos taurus, Bos indicus, Bos bubalis (Bisonte de agua), Bos bison
(Bisonte americano) y Bos grunniens (White et al., 2005). Los animales que heredan el
alelo C de CAPNI1-316 y CAPNI1-4751 producen carnes con valores favorables de ter-
neza; sin embargo, se han encontrado en baja proporcion en las poblaciones de gana-
do para carne estudiadas.

Por otra parte, se han encontrado asociaciones entre los genotipos de CAPNI1-
316 y CAPN1-4751 y la resistencia al corte (FCWB) de muestras de carne de animales
Brangus, conservadas a 5°C durante y maduradas hasta los 14 dias (Corva et al., 2007).
Los tratamientos de maduracion reducen progresivamente la dureza de la carne, lle-
gando hasta 20% a los 14 dias. De esta manera, la carne de los animales con el genotipo
GG present6 10,9% mds dureza que los animales que heredaron el genotipo CC.

Para la deteccién de los SPNs del gen CAST, se han realizado varios anélisis de
laboratorio, sin embargo, solo fue a partir del afio 2002 cuando se observé que los ani-
males homocigotos para timina (TT) produjeron carne con menores valores de fuerza
de corte que aquellos homocigotos para citosina CC. Afios mas tarde, se detectd otro
SNP denominado UoGCAST (Schenkel et al., 2006), el cual predisponia al animal a
variaciones en la terneza similares a las descritas por Barendse (2002) y por Casas et al.
(2006). A diferencia de los estudios anteriores, el SNP reportado por Schenkel ot al.
(2006) consistié de una sustitucion de citosina por guanina (G<-C), en donde la car-
ne de los animales homocigotos para el alelo C mostré menor fuerza de corte luego de
7 dias postmortem.

EXPERIENCIAS EN VENEZUELA

Son incipientes las investigaciones que se han realizado en el pais con pruebas
comerciales para la prediccién de la terneza de la carne. Un primer estudio se realizé
con animales mestizos (Brahman X Pardo Suizo) provenientes de Santa Barbara del
Zulia. Sin embargo, este estudio se realizé con un bajo niimero de animales y esto es
importante porque el impacto potencial de seleccionar por un marcador genético de-
pende tanto de magnitud de su efecto como su frecuencia en la poblacién (Notter,
2004).

Los animales DP heredaron con mayor frecuencia los genotipos (GG, TT y CC)
asociados significativamente con altos valores de FCWB caracteristico de carnes du-
ras. La baja proporcién del alelo C tanto para el marcador CAPN1-316 como para el
CAPN1-4751 puede estar asociada a la predominancia de la raza Cebii en los mismos,
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ya que la mayoria de los animales proceden de cruces de padres puros Brahman con
madres mestizas (Bos taurus — Bos indicus) favoreciendo la herencia de alelos prove-
nientes de los animales Brahman. El ganado Brahman (Bos indicus) se caracteriza por
presentar el alelo G desfavorable para la terneza lo que indicaria una menor probabili-
dad de producir carnes blandas debido a la falta de herencia del alelo C de este gen.

El ganado Brahman es representativo de la subespecie Cebu (Bos indicus) y ac-
tualmente es una de las razas cebuinas mis numerosa en el pais. La calidad de su carne
en términos de terneza, ha sido calificada como dura en comparacién con la carne de
razas taurus o sintéticas (Marshall et al., 1998). Esta caracteristica, en el ganado Cebui,
ha sido asociada a la ausencia de copias favorables en alelos del gen de la calpaina 6 a
una mayor actividad de la calpastatina, proteina endégena inhibidora de la actividad
de la calpaina. De esta manera, se puede inferir que en este tipo de animales hay ma-
yor actividad de la calpastatina, que disminuye la actividad de las proteasas encarga-
das de ablandamiento de la carne. )

Aunque en Venezuela, las experiencias en aplicacién de técnicas moleculares
para solventar problemas de produccién animal son escasas, en otros paises estos mar-
cadores moleculares ya han sido validados en poblaciones de ganado Bos taurus, Bos
indicus y en sus cruces, y estin siendo utilizados en programas de mejoramiento gené-
tico y en la prediccién de caracteristicas de importancia econémica. Las pruebas dise-
fiadas para la prediccion de la terneza de la carne ya estdn disponibles y se usan en for-
ma comercial. Estos marcadores pueden ser utilizados de manera convencional para
predecir la terneza de la carne en animales vivos a edades tempranas y para clasificar
mads exactamente la calidad de la carne, basada en los genotipos.

El uso de los marcadores CAPN-4751, CAST-T1 y UoGCAST pueden ser de
utilidad para detectar animales que posean copias favorables del alelo del gen de la i-
calpaina en la poblacién DP de Venezuela. Aunque el alelo C, favorable para la terne-
zadela carne, se encontré en una baja proporcion, se puede considerar como suficien-
te para ser informativa y 1til en los programas de seleccién. Sin embargo, es impor-
tante destacar que la diversidad de mestizajes indiscriminados presentes en el rebafio
DP dificulta la caracterizacién de su carne en cuanto a calidad y rendimiento. Es por
€s0, necesario uniformizar la composicién genética de sus cruces para precisar la ex-
presion de los atributos de calidad.

Aunque los polimorfismos de los marcadores CAPN1-316 y CAPN1-4751 han
sido previamente estudiados Gnicamente sobre el efecto de la terneza, se han encon-
trado algunos reportes del estudio de la asociacion de las caracteristicas de calidad de
la canal, con dichos marcadores. Al tratar de asociar estos con el peso vivo, las caracte-
risticas de calidad de la canal, el pH y el indice de fragmentacién miofibrilar IFM) de
los animales DP, se observé que a pesar de que en otros estudios se muestra que los ge-
notipos obtenidos para los marcadores CAPNI1-316, CAPN1-4751, CAST-TI1 y
UoGCAST causan una variacién importante en la terneza de la carne, en este estudio,
estos genotipos no afectaron la variacion del IFM, que se utiliz6 como variable indica-
dora de la terneza de la carne. Sin embargo, con el marcador CAPN1-4751 sélo se lo-
gro detectar efectos significativos de la interaccién condicién sexual segin el genoti-
po para la madurez 6sea y adiposa, mostrando los novillos CC mayor madurez sea
que los toros con el mismo genotipo.
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CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares validados para las caracteristicas de calidad de la
carne, pueden ser usados para seleccionar animales que posean copias favorables para
las caracteristicas de importancia econémica, y al mismo tiempo se pueden emplear
para retirar del rebafio aquellos animales que presenten alelos indeseables. Los mar-
cadores CAPN1-4751 del gen pu-calpaina, CAST-T1 y UoGCAST del gen calpastatina
pueden representar una herramienta 1til para predecir la terneza de la carne antes del
beneficio de los animales. De ésta forma, se podri clasificar la carne producida, bus-
cando un precio adecuado a la calidad ofrecida.

Sélo se logré detectar asociacion entre el marcador CAPN1-4751 y las caracteris-
ticas de la canal, pudiendo de esta manera identificar en base a los genotipos, a los ani-
males con mayor o mejor madurez 6sea y adiposa. Aunque los animales DP tienen un
alto potencial genético para producir carnes de calidad es necesario uniformizar la com-
posicién genética de sus cruces para precisar la expresion de los atributos de calidad.

Debido al bajo namero de animales, estos resultados se deben considerar como
preliminares, y se recomienda ser validados con un mayor niimero de observaciones.
Desde el punto de vista practico se recomienda el uso de los marcadores CAPN-4751,
CAST-T1 y UoGCAST para la prediccion de la terneza, ya que la PCR-RFLP es una
técnica ripida, precisa y de bajo costo que puede ser empleada rutinariamente.
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