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Introduccioén.

Los avances en el conocimiento del genoma del cerdo, han
permitido que la industria porcina esté optando por nuevas
estrategias de mejoramiento genético, para tener productos de

mayor calidad que satisfagan las demandas del consumidor.

La calidad de la canal y de la carne de cerdo esta determinada por
factores genéticos y ambientales. La identificacion de algunos de los
factores genéticos que regulan la expresion de los rasgos asociados
a la calidad de la canal y de la carne de cerdo, ha permitido la
deteccion de las variantes alélicas en genes que influyen sobre estas
dos caracteristicas. El gen que determina la sensibilidad al
Sindrome del Estrés Porcino o gen Halotano y el gen que determina
el Rendimiento Napole, son dos genes que han sido asociados
directamente con la calidad de la carne. La identificacion de los
animales que presentan las variantes alélicas asociadas con la mejor
calidad de la canal o de la carne puede incrementar la precisién en
la seleccion para estos dos rasgos de interés econdmico en la

porcicultura.



1. Tipo de fibras musculares en el cerdo.

El musculo esquelético del cerdo representa del 30 al 65% del peso
corporal del animal dependiendo del tipo de raza, de la edad y del
peso, y contiene el 45% de las proteinas totales. Las fibras
musculares constituyen del 75% al 90% del volumen muscular y el
resto esta formado por tejido conectivo, adiposo, vasos sanguineos y

nervios principalmente.

Las fibras musculares se clasifican en base a su velocidad de
contraccion y al tipo de metabolismo energético generador de ATP.
En cuanto a la velocidad de contraccion, se observan las fibras Tipo

| de contraccion lenta, y las del Tipo Il de contraccién rapida.

En base a las caracteristicas metabdlicas hay fibras de tipo oxidativo
y fibras de tipo no oxidativo. Las fibras oxidativas utilizan glucosa y
grasa como sustrato para producir energia, mientras que las no
oxidativas son glicoliticas y contienen mas glucégeno. También
existen fibras musculares intermedias que tienen las caracteristicas

de los dos tipos de fibras.

Las fibras tipo | u oxidativas, son de color rojo, de contraccion lenta y
tienen un metabolismo aerdbico. Las fibras tipo Il u oxidativas-
glicoliticas son de contraccion rapida y se subdividen en: ll-a, ll-b y
ll-ab. Las fibras ll-a o fibras oxidativas-glicoliticas, utilizan un
metabolismo oxidativo para formar ATP, poseen mioglobina y un alto

contenido de glucogeno. Las fibras Ilb tienen alto contenido de
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glucégeno y presentan metabolismo lento, utilizan la via de la

glicolisis por lo que tienen un metabolismo anaerdbico.

Las fibras | y Il tienen un comportamiento diferente en el
metabolismo del glucogeno como resultado de diferencias en sus
sistemas enzimaticos. Las fibras | y Il-a son adecuadas para una
rapida caida del pH y un éptimo color rojizo de la carne, mientras
que las IlI-b resultan en una falta de glucogeno muscular. La
proporcion de fibras y su reparto influyen en la distribucion de la
mioglobina y la coloracion de los muasculos y pueden influir en el

desarrollo de la masa muscular, asi como en la calidad de la carne.

En el cerdo existe una mezcla heterogénea de al menos tres tipos de
fibras musculares, las fibras Tipo | que representan el 7.7%, las
fibras Tipo Il el 2.6% y las fibras Tipo 1l-b el 74.4%.

La tendencia que se ha seguido en la industria porcina de producir
cerdos magros y musculosos, favorece la incidencia de fibras
musculares tipo ll-b, las cuales son de contraccién rapida y blancas,
lo que ha provocado una disminucion de las fibras musculares rojas
en los animales, por lo que musculos como el gran dorsal, el
femoral, el semimembranoso, semitendinoso y gliateo medio

presentan una disminucion del color rojo.



2. Calidad de la canal y de la carne.

Las propiedades de la canal y la calidad de la carne son dos
aspectos de gran relevancia que se deben tomar en cuenta en los
sistemas de produccion porcina.

La calidad de la canal se determina evaluando varios parametros,
entre los que se encuentran, el rendimiento en canal, que es la
relacion que existe entre el peso de la canal y el peso vivo del
animal. Asimismo, para determinar la calidad de una canal se valora
su morfologia (la longitud de la canal) y su composicién (porcentaje

de tejido magro, de grasa y de hueso).

La calidad de la carne se determina evaluando varios indicadores,
tales como terneza, color, capacidad de retencion de agua y la
infiltracién de grasa. Asimismo, existen evaluaciones de la carne
gue incluyen la medicion del pH, la conductividad eléctrica y la

refractancia como medida de color.

Otras evaluaciones que determinan la calidad de la carne son el
porcentaje de grasa intramuscular o marmoleo, y el tipo de fibra
muscular. En su mayoria, los caracteres que determinan la calidad
de la carne se relacionan con el pH post-mortem. Asi se tiene que el
pH1 es el pH medido entre los 45 y 60 minutos posteriores al
sacrificio, mientras que el pHu o pH final es aquel que se mide 24

horas después del sacrificio. La velocidad y la magnitud con la que



disminuye el pH después del sacrificio representan uno de los

factores mas importantes que determinan la calidad de la carne.

La velocidad en la que disminuye el pH y la temperatura a la que se
produce esta caida afectan la desnaturalizacion de proteinas en el
musculo, post-mortem. De este modo, una disminucion rapida del pH
aun cuando la canal se encuentra a una temperatura por encima de
los 37 °C genera la desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares.
La caida del pH cercana al punto isoeléctrico, 5.0 a 5.1, reduce

significativamente la capacidad de retencion de agua en el musculo.

La carne pdlida suave y exudativa (PSE) tiene poca retencién de
agua y puede ser identificada por presentar un pH final inferior a 5.9-
6.1. Mientras que la carne obscura, dura y seca (DFD) presenta un
pH final por encima de 6.1-6.2. La presencia de carne palida suave
y exudativa (PSE) tiene un fuerte componente genético, mientras
gue la carne obscura, dura y seca (DFD) se presenta bajo ciertas
condiciones de manejo, como lo es un inadecuado transporte de los
animales de la granja al rastro, o situaciones de estrés prolongado
gue generan un aumento en la glucogendlisis, provocando una
reduccion de glucégeno que se traduce en una disminucion de

substrato para que haya una caida del pH post-mortem.

La tipificacion de las fibras musculares esta relacionada con la

velocidad del descenso del pH de la carne, asi como con la aparicion



de carnes palidas, suaves y exudativas. Una relacion adecuada del
porcentaje de fibras musculares contribuye a optimizar las

caracteristicas organolépticas de la carne.



3. Genética de la calidad de la carne.

En la actualidad se conocen dos genes cuya segregacion de alelos
esta estrechamente relacionada con calidad de carne y de la canal,
el gen RYR1 y el gen PRKAG3.

3.1 El gen RYRL.

El gen RYR1, también conocido como gen halotano o de la
sensibilidad al Sindrome del Estrés Porcino, codifica para el
Receptor de la Ryanodina (RYR1) o canal liberador de calcio del
reticulo sarcoplasmico del musculo esquelético estriado. En el cerdo
se localiza en el cromosoma 6. Las variantes alélicas que se
observan en éste gen, como resultado de una mutacion puntual
autosOmica y recesiva en el nucleétido 1843, determinan
caracteristicas desfavorables en la calidad de la carne. La mutacion
representa la sustitucion de una Citosina (C) por una Timina (T),
resultando en una alteracion en la secuencia de aminoacidos,
cambiando una Arginina por una Cisteina en la posicion 615 del

receptor.

La mutacion presenta un alelo normal (N) y uno mutante (n). Se ha
visto que carne proveniente de cerdos halotano positivo, con
genotipos heterocigotos (Nn) u Homocigotos (nn) presenta una

drastica caida del pH, 45 minutos después del sacrificio, misma que



puede llegar hasta un pH de 5.5 dando como resultado que la carne
sea pdlida, suave y exudativa (PSE) y con una baja capacidad de

retencion de agua.

El gen no influye en el numero total de fibras musculares en la carne,
pero si afecta la composicién del tipo de fibra y su tamafio. La
mutaciéon RYRL1 incrementa las miofibrillas en las fibras glicoliticas
responsables de la contraccion muscular, lo cual conlleva a una
disminucién del pH y a la aparicibon de carne palida suave y
exudativa (PSE) particularmente en los individuos homocigoticos

recesivos (nn).

3.1.1 Sindrome del estrés porcino.

El sindrome del estrés porcino se presenta en cerdos con una alta
tasa de deposicion proteinica. Las razas Pietrain y Landrace Belga
poseen una mayor incidencia del genotipo halotano positivo (Nn o
nn), presentando canales y carne de baja calidad. Bajo situaciones
de estrés, durante el transporte al rastro o posterior a éste, se puede
producir la muerte del animal halotano positivo, que es aln mas
comun cuando existe hacinamiento de los animales o cuando el
clima es muy calido. Los cerdos afectados, presentan un cuadro
clinico en el que se observa temblor de la cola, acompafiado de un
incremento en la rigidez muscular, disnea y un incremento notable

en la temperatura corporal, pudiendo llegar hasta los 45 °C.
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Asimismo, se pueden observar areas irregulares en la piel que

presentan palidez y eritema.

3.1.2 Carne de cerdos halotano positivos.

La carne de cerdos halotano positivo se caracteriza por ser palida
suave y exudativa. Lo cual se debe a una excesiva glucogendlisis y
glucdlisis post-mortem, asi como a la produccion de &cido lactico y la
drastica caida del pH muscular, alcanzando valores inferiores a 6.0,
durante la primera hora posterior al sacrificio. Por el rapido descenso
en el pH se produce una menor capacidad de retencion de agua en
la carne. ElI musculo afectado, presenta rapidamente rigidez
cadavérica pero ésta disminuye posteriormente, por lo que se
observa una excesiva exudacion. El sabor de la carne es
desagradable y tiene cualidades inferiores para el proceso de

coccién, asi como en la elaboracién de subproductos para consumo.

3.2 El gen PRKAGS3.

El gen del rendimiento Napole (RN) o PRKAG3 se localiza en el
cromosoma 15 del cerdo y codifica para la subunidad gama de la
proteina Cinasa Activada por AMP (AMPK 3). En este gen existe
una mutacion que origina la sustitucién de una arginina (R) por una
glutamina (Q) en la posicién 200 de la secuencia de aminoacidos de

10



la proteina (R200Q), misma que ha sido detectada en cerdos con
componentes de la raza Hampshire. Asimismo dentro de este gen
se ha observado otra mutacién en la que existe una sustitucion de
una valina (V) por una isoleucina (l), generandose la mutacion

1199V, la cual se ha encontrado en cerdos de diferentes razas.

Considerando estas dos mutaciones se obtienen tres alelos para el
gen del Rendimiento Napole (RN): RN™ (199Vv/200Q), "
(199V/200R) y rn* (1991/200R). Cerdos portadores del alelo RN
presentan un nivel de glucégeno muscular superior a 70%, asi como
7% menos de proteina, y un pH en la carne mas bajo en

comparacién con cerdos normales.

Después del sacrificio, la presencia del alelo RN para el gen RN,
causa el deterioro en la calidad de la carne por el rapido descenso
del pH en la misma, dando lugar a carne pdlida suave y exudativa
(PSE).

El gen RN produce principalmente un efecto negativo en el
rendimiento tecnoldgico de la carne, lo cual afecta econédmicamente
al sector productor de carne procesada y directamente al

consumidor al consumir carne con un menor contenido de proteina.

El gen RN no influyen en el nimero total de fibras musculares en la
carne, pero si afecta la composicién del tipo de fibra y su tamafio. El
gen del RN incrementa las miofibrillas en las fibras oxido-glicoliticas,

11



disminuyendo el diametro de las fibras glicoliticas, generando un

metabolismo més oxidativo y menos glicolitico.
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4. Genotipificacion del gen RYR1 y del gen PRKAGS.

El andlisis de ADN es el método mas empleado para determinar el
genotipo de los animales tanto para el gen RYR1 como para el gen
PRKAG3. La genotipificacion de los animales se realiza utilizando la
técnica PCR-RFLP, que se basa en amplificar la region del gen que
contiene la mutacion, por medio de la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR), para posteriormente digerir el fragmento que se
amplific6 con enzimas de restriccibn que detectan el sitio donde
ocurre la mutacion, lo que genera fragmentos de restriccion
polimorficos por su longitud (RFLP). Los RFLP son marcadores

genéticos que se heredan de forma codominante.

Esta técnica permite identificar las diferentes variantes alélicas que
presentan los genes RYR1 y PRKAG3 para poder identificar a los
animales con los genotipos que no son deseables en términos de la

calidad de la carne.

4.1 Purificaciéon de ADN gendmico.

Para extraer el ADN gendmico se pueden utilizar muestras de
musculo o de cartilago de oreja. El método empleado para realizar
la purificacion del ADN a partir de muestras de musculo o cartilago
de oreja consiste en homogenizar 300 mg de tejido en 250 pl de

solucion de lisis (1% bromuro de hexadeciltrimetil-amonio, 50 mM
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Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 1.1 M NacCl), seguido de una digestion del
tejido utilizando 3.0 pl de proteinaza K (20mg/ml), a 60 °C durante
tres horas. Posteriormente, la extraccion del ADN se realiza con
fenol/cloroformo y se precipita en etanol, para finalmente diluir el

ADN en agua bidestilada.

4.2 Gen RYR1.

Para amplificar el fragmento del gen halotano o RYR1 que contiene
el nucledtido 1843, se utilizan los oligonucleotidos 5"GTG CTG GAT
GTC CTG TGT TCC CT y 5°CTG GTG ACA TAG TTG ATG AGG
TTT G. La reaccion de PCR se puede realizar en un volumen de 15
ply se lleva a cabo con una concentracién 1X del Buffer de reaccién
de la Taq Polimerasa, 2.0 mM MgCI2, 0.2 mM de dNTPs, 1.0 uM de
cada oligonucleétido, 2 unidades de Taq polimerasa y 200 ng de
ADN.

Las condiciones bajo las que se realiza la PCR son: 95 °C por 4
minutos seguido por 35 ciclos de 95 °C por 60 s, 69 °C por 60 s, 72

°C por 60 s y una extension final a 72 °C durante 7 minutos.

El producto de la PCR es un fragmento de ADN de 134 pb en el cual
se incluye al nucledtido 1843 del gen RYR1. La restriccidon
enzimética del producto de la PCR se lleva a cabo utilizando la

enzima Hha | y se realiza a 37 °C durante 12 horas. La reaccion de

14



digestion se puede realizar en un volumen de 18 pl y se lleva a cabo
con una concentracion 1X del buffer de reaccion para la enzima, 15
pl del producto de la PCR y 5 unidades de la enzima de restriccion
Hha .

Los fragmentos de restriccion que se generan se resuelven por
electroforesis en geles de agarosa al 4% y se tifien con bromuro de

etidio para ser visualizados por medio de luz ultravioleta.

Los cerdos halotano positivos homocigotos (nn) presentan una sola
banda de 134 pb ya que carecen del sitio de restriccion para la
enzima. Los cerdos halotano positivos heterocigotos (Nn) presentan
tres bandas, una de 134 pb, ya que carecen de sitio de restriccion en
uno de los alelos (n) y una de 81 pb y otra de 53 pb que
corresponden al alelo (N) que si presenta el sitio de restriccion. Los
cerdos halotano negativos corresponden a los individuos
homocigotos (NN) y presentan dos bandas una de 81 pb y otra de 53

pb, ya que presentan el sitio de restriccion en los dos alelos (Fig 1.)
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Figura 1. Fragmentos de restriccion generados por cerdos halotano
positivos con genotipo nn que presentan una sola banda (carril 19) por
cerdos halotano positivos con genotipo Nn que presentan tres bandas
(carriles 6, 14 y 18) y por cerdos halotano negativos con genotipo NN
que presentan dos bandas (resto de los carriles).

4.3 Gen de PRKAGS3 rendimiento napole.

Para amplificar el fragmento del gen de rendimiento napole o
PRKAG3 que contiene la mutacion R200Q y la mutacion V199l se
utilizan los oligonucleétidos 5°GTG CTG GAT GTC CTG TGT TCC
CTy5CTG GTG ACA TAG TTG ATG AGG TTT G. La reaccion de
PCR se puede realizar en un volumen de 15 ul y se lleva a cabo con
una concentracion 1X del Buffer de reaccion de la Taq Polimerasa,
2.0 mM MgClI2, 0.2 mM de dNTPs, 1.0 uM de cada oligonucledtido, 2
unidades de Taq polimerasa y 200 ng de ADN.
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Las condiciones bajo las que se realiza la PCR son: 95 °C por 4
minutos seguido por 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 62 °C por 30 s, 68
°C por 30 s y una extension final a 72 °C durante 7 minutos. El
producto de PCR es un fragmento de ADN de 114 pb en el cual se
incluye el codon 199 y el codon 200 del gen PRKAG3.

Las reacciones de restriccion para identificar cada una de las

mutaciones se realizan por separado.

La restriccion enzimatica del producto de la PCR para identificar la
mutacion R200Q se lleva a cabo utilizando la enzima BsrB | y se
realiza a 37 °C durante 12 horas. La reaccion de digestion se puede
realizar en un volumen de 18 pl y se lleva a cabo con una
concentracion 1X del buffer de reaccidén para la enzima, 15 pl del

producto de la PCR y 4 unidades de la enzima de restriccion BsrB I.

Los fragmentos de restriccibon que se generan se resuelven por
electroforesis en geles de agarosa al 4% y se tifien con bromuro de

etidio para ser visualizados por medio de luz ultravioleta.

Los cerdos que presentan la mutacion R200Q presentan una sola
banda dell4 pb que corresponde a uno de los alelos ya que
carecen del sitio de restriccion para la enzima. Los cerdos que no
presentan la mutacién presentan dos bandas, una de 59 pb y otra de
55 pb que corresponden al alelo que si presenta el sitio de

restriccion (Fig. 2).
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Figura 2. Fragmentos de restriccion generados por cerdos con
la mutacion R200Q que presentan una sola banda (carril 3) y
por cerdos que no tienen la mutacibn que presentan dos
bandas (resto de los carriles).

La restriccion enzimatica del producto de la PCR para identificar la
mutacion V199l se lleva a cabo utilizando la enzima BsaH | y se
realiza a 37 °C durante 12 horas. La reaccion de digestion se puede
realizar en un volumen de 18 pl y se lleva a cabo con una
concentracion 1X del buffer de reaccién para la enzima, 15 pl del

producto de la PCR y 3 unidades de la enzima de restriccién BsaH I.

Los fragmentos de restriccion que se generan se resuelven por
electroforesis en geles de agarosa al 4% y se tifien con bromuro de

etidio para ser visualizados por medio de luz ultravioleta.

18



Los cerdos homocigotos que tienen la mutacion V199, presentan
una sola banda de 114 pb ya que carecen del sitio de restriccion
para la enzima. Los cerdos homocigotos que no tienen la mutacién
presentan dos bandas una de 79 pb y otra de 35 pb ya que poseen
el sitio de restriccion en los dos alelos. Los cerdos heterocigotos
presentan tres bandas, una de 114 pb, ya que carecen de sitio de
restriccion en uno de los alelos y una de 79 pb y otra de 35 pb que

corresponden al alelo que si presenta el sitio de restriccion (Fig. 3.)

Figura 3. Fragmentos de restriccion generados por cerdos con
la mutacion V199l que presentan una sola banda (carriles
6,13,16,17 y 18), por cerdos heterocigotos que no tienen la
mutacién en uno de sus alelos que presentan tres bandas
(carriles 1, 5y 11) y por cerdos homocigotos que no tienen la
mutacién que presentan dos bandas (resto de los carriles).
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Las variantes alélicas generadas por las mutaciones R200Q y V199l
del gen PRKAG3 producen los tres alelos para el gen del
rendimiento napole: RN~ (199V/200Q), rn* (199V/200R) y rn*
(1991/200R), la combinaciéon de los tres alelos produce seis
genotipos: RN/RN™, rn*/rn*, rn*/rn*, RN"/rn*, RN"/rn* y rn*/rn*.

20



5. Frecuencia de los genotipos del gen halotano y del gen de
rendimiento napole en cerdos de México.

En el marco del proyecto “Indicadores de calidad en la cadena de
produccion de carne fresca en México”, se realizd un estudio para
estimar la frecuencia de las variantes alélicas del Gen Halotano y del
Gen de Rendimiento Napole en las poblaciones de cerdos que se

sacrifican en diferentes regiones del pais.

Para el desarrollo del estudio se tomaron muestras de tejido
muscular de cerdos que fueron sacrificados en rastros ubicados en
los estados de Sonora, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Puebla,

Veracruz y Campeche.

En total se recolectaron muestras de 433 animales a partir de las
cuales se extrajo el ADN gendémico, con el que se realizaron los
analisis para determinar el genotipo de los animales para los
marcadores asociados a la calidad de la carne tanto para el gen
RYR1 como para el gen PRKAG3.

En el caso del gen halotano se encontr6 que el 96.0% de los
animales resultaron ser halotano negativos y el 4.0% fueron halotano
positivos, de estos 3.0% fueron homocigotos y 1.0% fueron

heterocigotos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Frecuencias genotipicas para el gen halotano en
una muestra de cerdos (n=433) recolectada en rastros de
Sonora, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Puebla, Veracruz y

Campeche
Genotipo n Frecuencia
NN 417 0.96
Nn 5 0.01
nn 11 0.03

Los animales que tienen el alelo recesivo (n) presentan una drastica

caida del pH, 45 minutos post mortem, misma que puede llegar a ser

de 5.5, generando carne palida, suave y exudativa (PSE), asi como

una reducida o baja capacidad de retencién de agua.

En el caso del Gen de Rendimiento Napole se encontr6 que el

0.23% de los animales tuvieron el genotipo RN'/RN", que es el que s

gue presentan la mutacién 200Q, el 49.33% tuvieron el genotipo

m*/rn*, el 30.79% tuvieron el genotipo rn*/rn*, estos dos genotipos

presentan la mutacion 1991 y el 19.68% tuvieron el genotipo rn*/rn",

gue es el que no presenta ninguna de las dos mutaciones. No se

detectaron animales con los genotipos RN™/rn” y RN™/rn* (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Frecuencias genotipicas para el gen de rendimiento
napole en una muestra de cerdos (n=433) recolectada en
rastros de Sonora, Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Puebla,
Veracruz y Campeche

Genotipo n Frecuencia
RN/RN™ 1 0.002
RN7/rm* 0 0.000
RN-/rn* 0 0.000
rn+/rn+ 85 0.197
rn*/rn* 213 0.493
rn+/rn* 133 0.308

Después del sacrificio, la presencia del alelo RN™ para el gen RN,
causa el deterioro en la calidad de la carne por el rapido descenso
del pH en la misma, dando lugar a carne palida suave y exudativa
(PSE). Cerdos portadores del alelo presentan un nivel de glucégeno
muscular superior a 70%, asi como 7% menos de proteina, y un pH

mas bajo en la carne en comparacién con cerdos normales.

El gen RN produce principalmente, un efecto negativo en el
rendimiento tecnoldgico de la carne, lo cual afecta econGmicamente
al sector productor de carne procesada y directamente al
consumidor final, que come carne con un menor contenido de

proteina.
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