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RESUMEN

La seleccion asistida por marcadores moleculares cons-
tituye una excelente herramienta para la mejora en la
calidad de carne que se posiciona como nuevo objetivo
en la produccion porcina. En este trabajo, se analiz6 la
incidencia de polimorfismos del gen SOX6 en cerdos,
libres de la mutacion en gen de Halotano, de una pobla-
cion del noreste entrerriano. SOX6 es un factor de trans-
cripcion importante en la diferenciacion de fibras muscu-
lares y sus efectos sobre la calidad de la carne comienzan
a estudiarse dado que las caracteristicas de la fibra mus-
cular influyen sobre atributos como el color, la capacidad
de retencion de agua (CRA), la textura y el veteado de la
carne. Se analizaron dos polimorfismos de un solo nucle-
6tido (SNP): uno de ellos, SOX6a (dbSNP ID:
rs81358375), esta localizado en el intron 3 de SOX-6-like
(Entrez Gene ID: 100738152) mientras que el otro,
S0OX6b (dbSNP 1D: rs321666676), se ubica en el exon 7
de SOX-6 (Entrez Gene ID: 397173), vecino al extremo 3’
de SOX6 like. A través de un analisis por PCR-RFLP, se
caracterizd la poblacion en estudio de acuerdo a las fre-
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cuencias alélicas y genotipicas del gen SOX6. A su vez, se
analizé el efecto de SOX6a y SOX6b, sobre los parame-
tros de calidad de carne. Los resultados mostraron que
tanto el pH como el color se vieron influenciados signifi-
cativamente por SOX6a, particularmente por el alelo A
que se encontrd representado en un 75,39%. Mientras
que SOX6b mostré influencia sobre la mermas por coc-
cion, donde el genotipo GG (42,39%) presentd menor
pérdida de agua, por lo que resultaria interesante su con-
sideracion segun el destino final que se le dé a la carne.
Este trabajo sugiere que SOX6 podria ser considerado un
potencial gen candidato para los atributos de calidad de
la carne. La implementacion de este tipo de estrategias
contribuye al crecimiento de la industria porcina y res-
ponde a las exigencias de los consumidores.

Palabras clave: Calidad de carne, cerdo, Halotano,
S0X6, pH, color, CRA

INTRODUCCION

Debido al importante incremento de la produccion y del
consumo de la carne porcina en favor del desarrollo
social y economico del pais, las estrategias que favore-
cen una mejora en su calidad se encuentran en un pro-
ceso de avance continuo. La definicion de calidad de
carne depende de percepciones subjetivas del consumi-
dor, quien ya no sdlo esta exigiendo un alto contenido
magro de la canal sino también terneza, marmolado,
aroma y acidez optimos en adicion a las caracteristicas
que la hacen elegible en géndola, como el color y la
capacidad de retencion de agua (CRA). Ademas, el con-
cepto calidad esta relacionado a componentes sensoria-
les, nutricionales, higiénicos, tecnoldgicos y genéticos,
como asi también a factores del metabolismo celular
que influyen en los atributos de la carne. Por lo tanto,



ante las mayores exigencias del mercado, la industria
de la carne de cerdo debe abarcar todos los puntos que
constituyen la cadena de produccion (Chan et al. 1997,
Suman et al. 2007, Faustman et al. 1998, Chan et
al.1998, Vestergaard ef al. 2000).

La carga genética de los animales es un factor
fundamental que condiciona e incide en las caracteris-
ticas de rendimiento y en los parametros de calidad. A
través de herramientas propias de la genética y biologia
molecular se han detectado genes que poseen efectos
directos sobre caracteres de calidad (Candek-Potokar
etal., 1998; Wood et al., 1996, Stuczynska et al., 2018).
Varios de estos genes pueden convertirse en herra-
mientas Utiles si son considerados como marcadores
moleculares. Entre ellos se encuentra el gen de
Halontano (Hal o Ryr1) en el cromosoma 6, que codifi-
ca para el receptor de liberacion de calcio en el musculo
esquelético (Bastos et al., 2001). La mutacion no sino-
nima C1843T produce carnes PSE (del inglés pale, soft,
exudative) palidas, blandas y exudativas consideradas
de menor calidad y de menor valor para procesos
industriales (Fujii et al, 1991; Shen et al, 1992,
Schilling et al., 2003).

Antiguamente, la seleccion se basada solo en
caracteristicas fenotipicas, asi el alelo mutado (t) fue
ampliamente distribuido, dado que los animales porta-
dores presentaban una apariencia hipermusculada y un
alto contenido magro. En la actualidad, se lo conoce por
su accion perjudicial sobre las caracteristicas organo-
Iépticas de la carne. Este polimorfismos de nucleotido
tnico (SNP) C1843T a su vez es causante del Sindrome
de Estrés Porcino (SEP) o Sindrome de Hipertermia
Maligna, relacionado con una alta tasa de mortalidad
por estrés (Otsu et al., 1992, Calvo et al., 1997). Razas
como Pietrain, Poland China y Landrace con caracteris-
ticas magras y con gran desarrollo muscular, implica-
ban animales portadores del SEP, una enfermedad
hereditaria autosémica recesiva (Christian, 1972;
Harrison, 1981).

Otra manifestacion de las carnes PSE es la con-
dicion bicolor de los jamones, musculos claros y oscuros,
que los desvaloriza para su industrializacion (Bastos ef al.,
2001, Marini et al., 2012). Posteriormente, fueron detecta-
das varias regiones polimorficas en el genoma porcino y
numerosos SNPs de interés para el estudio de calidad de
carne. SOX6 es un factor de transcripcion versatil y juega
un papel importante en la diferenciacion de fibras muscu-
lares (Heidt et al.,, 2013); particularmente en la especifica-
cion de la fibra lenta durante la diferenciacion del misculo

esquelético mediante la inhibicion de la transcripcion de
varios genes sarcoméricos (Hagiwara, 2011, Quiat et al.,
2011). Se han descripto dos SNPs para SOX6 que estarian
relacionados con el pH, la CRA y el color en poblaciones
Pietrain y DuPi (Duroc x Pietrain) (Zhang et al., 2015). Uno
de estos SNPs (dbSNP ID: rs81358375) esta localizado en
el intron 3 de SOX-6-like (Entrez Gene ID: 100738152) y el
otro (dbSNP ID: rs321666676) esté localizado en el exon
7 de SOX-6 (Entrez Gene ID: 397173), vecino al extremo
3 de SOXB6 like.

En este contexto, considerando el tipo de fibra
muscular un factor determinante para la calidad de la
carne (Klont et al., 1998) con propiedades que derivan
en respuestas divergentes con respecto al estrés previo
al sacrificio y la disminucion del pH post mortem
(Karlsson et al., 1999); este trabajo pretende establecer
la incidencia de los polimorfismos de SOX6 en una
poblacion de cerdos del noreste entrerriano. A su vez,
se analizara el efecto de los polimorfismos de SOX6 en
cerdos libres de Halotano sobre parametros relaciona-
dos a la calidad de la carne porcina con el objetivo de
evaluar su potencialidad como marcador molecular.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion y manejo de muestras

Se analizaron 294 muestras de cerdos del noreste
entrerriano. Del total, 239 correspondieron a muestras
de pelo de los parentales, las cuales fueron conservadas
en la oscuridad en bolsas plasticas, a temperatura
ambiente. Siguiendo la trazabilidad, se tomaron 55 mues-
tras de carne. El sacrificio se establecio entre el quinto y
sexto mes de vida, cuando los animales adquirian un peso
entre 90 y 110 kg con una alimentacion comercial a base
de maiz. Los animales fueron transportados en camiones
y mantenidos en corrales bajo condiciones de ayuno 12
horas previas a la matanza, posteriormente fueron sacrifi-
cados bajo condiciones industriales. A las 24 horas del
sacrificio, se tom6 una muestra de misculo de cada ani-
mal (Longissimus dorsi) de la region que abarca de la
décima a la décimo tercera costilla, realizando cortes de
aproximadamente 2 cm de grosor y se las almacené a
temperatura de refrigeracion (4 + 1°C). Estas 55 muestras
fueron utilizadas para desarrollar las técnicas de determi-
nacion de calidad de carne, a continuacion fueron conge-
ladas (-20°C) y se utilizaron para la extraccion de ADN.

Determinaciones analiticas

pH: Se establecio el pH inicial en el misculo longissi-
mus dorsi, sobre una seccion adyacente a la 10% costilla
a los 45 minutos de sacrificado el animal en el predio
destinado a la matanza. Posteriormente se realizd una
segunda medicion a las 24 horas. Las determinaciones
se realizaron con el auxilio de un pHmetro portatil
(Oakton modelo pH11) equipado con un electrodo de
vidrio de penetracion (Oakton modelo 35805-18) regis-
trandose un promedio de tres lecturas efectuadas en
distintos lugares de la misma seccion.

Color: Se determind el color a las 24 horas luego del
sacrificio, sobre una seccion correspondiente a la 10?
costilla. Las muestras se dejaron oxigenar por 30 minu-
tos y posteriormente se realizaron las determinaciones
por triplicado. Se emple6 un equipo Minolta CR-700,
utilizando el espacio de color CIELAB (CIE, 1978), ilumi-
nante Ay angulo de observador de 10°. Se midieron las
coordenadas *L (luminosidad), *a (coordenada rojo-
verde) y *b (coordenada amarillo-azul) (AMSA, 2012)
(Bertram et al., 2000).

Merma de agua por goteo: Segun el método de Honikel
(1987), se determind la pérdida de agua por goteo de
una seccion correspondiente a la 112 costilla. Se midi6
la pérdida de peso del trozo de musculo escurriendo en
una bolsa plastica a 4°C, a las 24 y 48 horas post mor-
tem. Se expreso en forma porcentual respecto del peso
de la muestra fresca.
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Mermas de coccion: Previo a la coccion, todas las
muestras fueron preservadas bajo congelacion por un
lapso de dos meses. A las 24 horas de su descongela-
cion en heladera a 4°C, se procedid a la coccion de las
mismas siguiendo la metodologia propuesta por el
AMSA (1995). En un grill George Foreman se coloco
una seccion correspondiente a la 102 costilla de aproxi-
madamente 2 cm de grosor. Con el auxilio de un pun-
z0n, se colocO un sensor de temperatura (Yokogawa,
mod. DX106-1-2) en el centro geométrico de cada bife.
Cuando la temperatura alcanzé los 71°C la muestra fue
retirada del grill y se dejo enfriar a temperatura ambien-
te. A continuacion se peso para determinar las mermas
producidas por la coccion. Las mismas fueron expresa-
das en porcentaje respecto del peso de los bifes previo
a la coccion.

Terneza: Se evalud la fuerza maxima de corte con el
equipo Stable Micro Systems TA-XT2i utilizando la célu-
la Warner-Bratzler, sobre cilindros de 1,27 cm de dia-
metro cortados con la fibra paralela al eje longitudinal.
Se determind fuerza maxima de cizalla en kgf (AMSA,
1995) y se registrd el valor medio de un minimo de
ocho cilindros extraidos de cada muestra. La muestra
corresponde a una seccion de la 10% costilla cocida 24
horas antes.

Humedad: La humedad se determin6 por desecacion en
estufa a 125°C durante cuatro horas, de acuerdo con el
método 950.46 descrito por la AOAC (2007). Se registro
el valor medio de cinco réplicas para cada muestra,
posteriormente se expresaron los resultados como por-
centaje con respecto al total de la muestra analizada.

Técnicas Moleculares

Extraccion de ADN a partir de muestra de pelo: La
obtencion de ADN gendmico se realizd a partir de bul-
bos de pelos extraidos mediante el método del bromuro
de cetil-trimetil amonio (CTAB) (Murray y Thompson
1980, Sambrook et al., 1994). Se incubaron 15 bulbos
en buffer TE, 10% SDS y proteninasa K (1mg/ml) por
15 minutos a 37°C. Luego, se adiciond NaCl 5M y CTAB
(0,7M NacCl, 10% CTAB, Genbiotech) y se incub6 a 65°C
por 10 minutos. Posteriormente se transfiri6 la solucion
a un nuevo tubo evitando acarrear restos de pelo y se
adiciono cloroformo: alcohol isoamilico en una propor-
cion 24:1, se centrifug6 a 13000 rpm por 12 minutos y
la fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo. Para preci-
pitar el ADN se adicion6 isopropanol frio, se mezcld por
inversion y se centrifugd a 13000 rpm 6 minutos.
Finalmente, se realizaron dos lavados del pellet con de
etanol 70%, se dejo secar a temperatura ambiente y se
resuspendié en 15 pl de buffer TE.



TABLA 1 - Nombre, secuencias de los primers, enzimas y productos de PCR y RFLP expresados en pares de
bases (pb). F: primer foward, R: primer reverse, (De Marini et al., 2012, Zhang et al., 2015).

Producto Producto
Nombre Primer (5°-3°) l{’;}l){ Enzima RFLP (pb)
Ryrl F:GTGCTGGATGTCCTGTGTTCCCT 134 Hhal 134/92+42
R: CTGGTGACATAGTTGATGAGGTTTG
SOX6a F:CCAGTCCATCCTTTCCTTGA 402 BsmBI 402/305 +97
R:GTTICCAAAAGGGAATGCAG
SOX6b F:.CAATGCCATCGTITGAGTICTG 258 BsmBI 258/217 + 41
R:GTTGTACTGCACATCTTCTCCCTG TTGGATCGTCT

Extraccion de ADN a partir de muestras de miisculo: Se
pesaron entre 0,02 y 0,03g de carne procesada previa-
mente con mortero, luego cada muestra se resuspendi
en buffer TE. Se utilizd el mismo protocolo de extraccion
con GTAB que se utilizo para las muestras de pelo.
Cuantificacion y evaluacion del ADN obtenido: La
concentracion de la muestra de ADN se calculd tenien-
do en cuenta el valor de absorbancia obtenido a una
longitud de onda de 260 nm. Mientras que la relacion
de absorbancias A260/280 se utilizd para evaluar la
pureza de las muestras.

Amplificacion de ADN mediante PCR: Para cada
muestra de ADN, la mezcla de PCR estuvo compuesta
por 2.5 pl de buffer 10X, 1.25 pl de Mg, 0.5 pl de
dNTPs, 1 pl de Primer Forward, 1 pl de Primer Reverse,
16.25 pl de Agua y 0.5 pl de ADN polimerasa mas el
ADN purificado en un volumen final de 25 pl. Los pri-
mers utilizados figuran en la Tabla |. La amplificacion
por PCR se realizé en un termociclador PCR convencio-
nal ESCO AERIS con el siguiente programa de ciclado:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min.; 38 ciclos de
94°C por 30 seg., temperatura de annelling especifica
para cada par de primers, por 30 seg. y 72°C por 30
seg., y una extension final a 72°C por 7 min. Una alicuo-
ta de bul del producto de PCR sera sometida a electro-
foresis en gel de agarosa al 1% con 0,1 pg/ml de bro-
muro de etidio, visualizada con tran-

Posteriormente, esta digestion se sometio a electrofo-
resis en gel de agarosa al 3% con 0,1 pg/ml de
Bromuro de Etidio, visualizada con Transiluminador UV
y fotografiada.

Analisis estadisticos: Las frecuencia alélicas y genoti-
picas se calcularon segun la siguiente formula: frecuen-
cia genotipo A + % frecuencia genotipo AB. La asocia-
cion entre las distintas variantes genotipicas y los atri-
butos de la carne se realizaron mediante un ANOVA
simple para cada parametro estudiado mediante el pro-
grama Statgraphic.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se caracterizo la poblacion en estudio de acuerdo a las
frecuencias alélicas y genotipicas para los genes Halotano
y SOX6. Para el gen Ryr1, el alelo normal C se encuentra
representado por el 82,42% y el alelo mutado t, relacio-
nado con carnes PSE, por el 17.58% siendo las frecuen-
cias genotipicas 64,96% para CC y 35,04% para el geno-
tipo Ct. A continuacion, se consideraron tnicamente las
191 muestras libres de Halotano (CC) para proseguir con
el analisis y descartar asi, la interaccion del alelo t y los
polimorfismos de SOX6 en relacion a las variables fenoti-
picas observadas. En la tabla 2 se representan las fre-
cuencias observadas de los polimorfismos de SOX6 en
las 191 muestras porcinas libres de Halotano.

siluminador UV y fotografiada usan-
do una camara digital Kodak
EasyShare Z7590.

TABLA 2 - Frecuencias alélicas y genotipicas del gen SOX6 con sus
respectivos sitios polimérficos (a 'y b), N=191

Genotificacion mediante fragmen- | Gen Genotipo Frecuencia Frecuencia
tos polimérficos largos de restric- genotipica (%) | alélica (%)
cién (RFLP): De acuerdo al protoco- | SOXa AA 50,78 A:75,39

lo del fabricante, una alicuota de 10l GA 49,22 G: 24,61

del producto de amplificacién por | SOXb GG 42,93 G: 68,75
PCR se digirié con la enzima de res- GC 51,83 C:31,25
triccion correspondiente (Tabla 1). cC 5,24
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en cerdos libres de Halotano

TABLA 3 - Andlisis de la interaccion de los polimorfismos de SoX6 y los parametros de calidad de carne

Parametro de P valor SOX6a P valor SOX6b P valor de la
calidad de Carne interaccion
pH 45 min 0,0261 0,7531 0,8032
pH 24h 0,0747 0,7322 0,9985
*L 0,1657 0,9633 0,6617
*3 0,0360 0,9399 0,5816
*b 0,0331 0.8460 0,9877
M 24h 0,4577 0,5864 0,2732
M 48h 0,7426 0,7217 0,4995
MD 0,1072 0,5995 0,7762
MC 0,8344 0,0420 0,2154
H 0,3993 0,6925 0,3328
Terneza 0,5885 0,3620 0,1319
Marmolado 0,9386 0,8730 0,9858

Valores P< 0.05 indican diferencias significativas.

Para el gen SOX6 se estudiaron dos SNPs: SOX6a,
(dbSNP ID: rs81358375) localizado en el intron 3 de
SOX-6-like que implica un cambio de A por G, y SOXb
(dbSNP ID: rs321666676) localizado en el exon 7 de
SOX-6 que corresponde a un cambio de C por G. Para
el polimorfismo SOX6a se observaron las siguientes
frecuencias genotipicas en animales libres de Halotano
50,78% AA 'y 49,22% AG, evidenciando una alta fre-
cuencia del alelo A (75,39%), siendo ésta mayor a la
reportada en 2015 (17% para Pietrain y 36 % para
DuPi) mientras que para el polimorfismo SOX6b se
observa una elevada frecuencia del alelo G distribuyén-
dose en los siguiente genotipos GG 42,93%, GC

51,83%.; y si bien el genotipo CC no fue observado por
Zhang y colaboradores (2015), en esta poblacion del
noreste entrerriano se encuentra representado en un
5,24%. Estos resultados constituyen un segundo acer-
camiento a un andlisis poblacional de los polimorfismos
asociados al factor de transcripcion SOX6 luego del tra-
bajo publicado por Zhang y colaboradores (2015).

En muestras de carne libres de Halotano se
obtuvieron los siguientes genotipos: 60% GA'y 40% AA
para SOX6ay 40% GC, 2,85%, GCy 57,14 % GG para
SOX6h. Las frecuencias alélicas se vieron representa-
das por A70% y G 30% para SOX6ay G 77% y C 23
para SOX6b.

TABLA 3 - Analisis de la interaccion de los polimorfismos de SoX6 y los parametros de calidad de carne
en cerdos libres de Halotano
Parametros de SOX6a SOX6b
calidad de Carne
GA AA CG GG
pH 45 min 6,22 £0,56 a 6,68 +0,45b 6,47+0,49 6,37+0,62
pH 24 h 5,64+0,26 5,84+0,51 5,78+0,46 5,70+0,33
*L 57,64+6,17 54,33+6,11 56,04+5,35 55,94+7.39
*a 11,46+2.31 a 9,75+1,44 b 10,63+£2,29 10,57+2,02
*b 12,13+2. 57 a 9,95+2 48 b 11,1342 33 10,94+3 27
M 24h % 2.91+1.99 2,91+1,64 3,36+2.09 2.977+1,69
M 48h % 4.77+1,97 4 53+],88 4.78+2,16 4.52+1,75
MD % 1,89+1.42 3,13+2.59 2.71£1,89 2,31£2.19
MC % 26,03+9,24 25,37+£8,31 29,06+7,92 a 22344912 b
H % 72,00=1,76 72,55+1,54 72,40+1,77 72,15+1,59
Terneza 3,72+1,05 3,90+0,69 3,97+0,77 3,65+1,01
Marmolado 1,94+0,79 1,97+1,07 1,98+0.95 1,93+0,83
* Letras distintas por genotipo y por parametro indican diferencias significativas. Segun test LSD a: 0,05
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A continuacion, se analizaron los resultados de los
parametros de calidad de carne y su interaccion con los
polimorfismos analizados (Tabla 3).

De la tabla 3 se desprende que si bien la inter-
accion entre ambos polimorfismos de SOX6 no es sig-
nificativa para los parametros analizados, en el caso de
S0X6a los valores de pH medidos a los 45 minutos de
la faena y los parametros de color a* y b* mostraron
resultados estadisticamente significativos, por lo que
posteriormente se evalud el aporte de cada uno de los
genotipos sobre los parametros analizados. La Tabla 4
muestra los resultados del analisis de la interaccion de
los polimorfismos de SOX6 y los parametros de calidad
de carne. El genotipo CC para SOX6b fue despreciado
para el analisis estadistico por encontrarse representa-
do por una Unica muestra.

Los resultados mostraron que tanto el pH
como el color se vieron influenciados significativamen-
te por SOX6a, particularmente por el alelo A que se
encontré representado en un 75,39%. Mientras que
SOXb mostro influencia sobre la mermas por coccion,
donde el genotipo GG (42,93%) present6 una pérdida
de agua que sugeriria un efecto favorable para la cali-
dad de carne. No obstante, el genotipo CG de SOX6b
(51,83%) podria estar vinculado con un aumento de las

mermas en general, siendo solo significativas las mer-
mas por coccion. Estos resultados implican la necesi-
dad de integrar muestras CC al estudio para arribar a
conclusiones certeras sobre este efecto.

Los resultados presentados en este trabajo
sugieren que SOX6 podria ser considerado un potencial
gen candidato para los atributos de calidad de la carne y
el aporte de los diferentes genotipos deberia ser conside-
rado de acuerdo al destino final que se le dé a la carne.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se desprende que aun exis-
te una alta incidencia (17,52%) del alelo perjudicial de
Halotano, alelo t, en la poblacion de cerdos del noreste
entrerriano. Si bien se encuentra en heterocigosis, este
genotipo puede conducir no s6lo a carnes de baja cali-
dad sino también a pérdidas econ6micas al generar
descendencia susceptible al SEP, por lo que es necesa-
ria su vigilancia a nivel del plantel reproductivo. En
cuanto a los polimorfismos asociados al gen SOX6, los
resultados obtenidos sugieren una relacion con el pH,
color y CRA. Particularmente, el alelo A de SOX6a
podria presentar un efecto sobre el pH y el color, resul-
tando beneficioso para la calidad de carne. Se destaca
asi al genotipo AA para SOX6a como el ideal para carne
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fresca. Estos resultados constituyen una importante
contribucién para la implementacion de programas de
mejora genética para la industria porcina.
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