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RESUMEN

El interés en la composicion de acidos grasos de la carne bovi-
na esta relacionado con producir alimentos mas saludables, por
ejemplo, con altos contenidos de acidos grasos monoinsatura-
dos (MUFA) y &cido linoleico conjugado (CLA), debido a que la
carne es considerada un alimento con un excesivo contenido
graso. El principal objetivo fue determinar la relacién del poli-
morfismo g.17924A>G en el gen FASN con la composicion de
acidos grasos en la carne de bovinos Aberdeen Angus. El poli-
morfismo g.17924A>G fue identificado mediante PCR-RFLP
(reaccion en cadena de la polimerasa—polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion). Los acidos grasos de los muscu-
los L. dorsi, fueron analizados y cuantificados mediante croma-
tografia gaseosa. En este estudio, animales con el genotipo
g.17924GG poseen mayores contenidos de acido palmitico
(C16:0), estearico (C18:0) y oleico (C18:1n9c) (P<0,05), y no se
observan diferencias en los contenidos de otros acidos grasos
saturados (P>0,05). Indirectamente, los animales que presentan
este genotipo poseen un mayor contenido de acidos grasos mo-
noinsaturados (P<0,05), que animales con el genotipo
g.17924AA. Ademas, animales con el genotipo g.17924GG pre-
sentan mayores contenidos de los principales isémeros de &ci-
do linoleico conjugado y un mayor contenido graso (P<0,05). En
conclusion, los resultados sugieren una relacion del polimorfis-
mo en el dominio TE del gen FASN con una composicién de
acidos grasos mas saludable en carne de vacuno.
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ABSTRACT

Interest in beef fatty acid composition relates to produce health-
ier foods, i.e. with a higher content of monounsaturated fatty ac-
ids (MUFA) and conjugated linoleic acid (CLA), because meat is
considered a food with excessive fat. The main objective was to
determine the relationship of g.17924A>G polymorphism in
FASN gene with the fatty acid composition of Longissimus dorsi
muscle of Aberdeen Angus beef -cattle. Polymorphism
g.17924A>G was identified by PCR-RFLP (polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism). Fatty acids
of L. dorsi muscle were analyzed and quantified by gas chroma-
tography. In this study, animals with the g.17924GG genotype
have higher contents of palmitic acid (C16:0), stearic (C18:0)
and oleic (C18:1n9c) (P<0.05), and no differences in the con-
tents of other saturated fatty acids (P>0.05). Indirectly, the ani-
mals with this genotype have a higher content of monounsatu-
rated fatty acids (P<0.05) than animals with g.17924AA geno-
type. In addition, animals with the g.17924GG genotype have
higher contents of the main isomers of conjugated linoleic acid
and a higher fat content (P<0.05). In conclusion, the results sug-
gest a relation of TE polymorphism in FASN gene with a beef
fatty acid composition more healthy.

Key words: Fatty acid composition, monounsaturated fatty
acid, conjugated linoleic acid, beef cattle, fatty
acid synthase.

INTRODUCCION
El perfil de acidos grasos (AG) es de gran importancia

en la industria global, y en afios recientes, se ha incrementado
la atencion del mercado en mejorar los aspectos relacionados
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con la salud de la carne y subproductos [19], incrementandose
el interés en encontrar maneras de manipular la composicién
de AG de la carne [20]. La carne de vacuno (Bos taurus y Bos
indicus) es una de las principales fuentes de proteinas con un
alto valor nutricional, fuente de vitaminas E, Ay D y del com-
plejo B y aporte de minerales como hierro y zinc [15]. La carne
de vacuno ademés contiene acidos linoleicos conjugados
(CLA) recientemente relacionados a una serie de efectos be-
néficos para la salud humana [7]. CLA corresponden a un gru-
po de isébmeros posicionales y geomeétricos del acido linoleico
[17] destacandose hoy la asociaciéon entre los CLA y efectos
positivos en el tratamiento del cancer, enfermedades cardio-
vasculares, metabolismo lipidico y sistema inmune entre otras
enfermedades [18]. Los AG estan involucrados en varios as-
pectos tecnolégicos de la calidad de la carne. Debido a que
ellos tienen muy distintos puntos de fusioén, la variacién en la
composicion de AG tiene un efecto importante en la firmeza o
suavidad de la grasa en la carne, especialmente en la grasa
subcutanea e intermuscular, pero también en la grasa intra-
muscular [20]. En este sentido, altas concentraciones de aci-
dos grasos monoinsaturados (MUFA) en los adipositos contri-
buyen en la suavidad de la grasa, mejoran el sabor de la carne
de vacuno y ayudan a disminuir la concentraciéon de colesterol
(LDL) circulante [14].

Las grandes variaciones en la calidad y contenido de
la grasa en la carne de vacuno se deben a muchos factores,
tales como: diferencias genéticas, sexo, edad, manejo y nu-
tricion [11]. La composicién de AG en ganado vacuno es
mucho menos dependiente de la alimentacion que en el
caso de los no rumiantes, debido a que los microorganismos
del rumen hidrogenan la mayoria de los acidos grasos insa-
turados (AGI) provenientes de la dieta, la mayoria de los
cuales son absorbidos como acidos grasos saturados (AGS)
[6]. Existen enzimas lipogénicas claves en la ruta de sintesis
de AG las que juegan un rol importante en la determinacion
de la composicién de AG en carne de vacuno. Acido graso
sintasa (FASN) es un complejo enzimatico multifuncional
que cataliza la sintesis de AGS de cadena larga. El dominio
tioesterasa (TE), dentro del complejo FASN, es responsable
de la terminacion de la sintesis de AG vy liberacion de los
nuevos AGS, por lo tanto, se supone que cualquier variacion
en este dominio entre individuos, puede ser un candidato
para establecer diferencias hereditarias en la composicién
de AG en la carne bovina [21].

El objetivo de este estudio fue determinar la relaciéon de
la presencia del polimorfismo g.17924A>G del gen FASN y la
composicion de AG en la carne de novillos de raza Abedeen
Angus.

MATERIALES Y METODOS

Muestras y extraccion de ADN. El estudio fue realiza-
do con 100 novillos de la raza Aberdeen Angus provenientes
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de un predio ubicado en la comuna de Vilcun, Regién de la
Araucania, Chile (38°65 ‘LS y 72°13”LO), a una altura de 320
m.s.n.m., clima oceanico (Clasificaciéon climatica de
K&éppen:Cfb), con temperatura media de 14°C y una precipita-
cion anual de 1200 mm [12]. Los animales correspondian a un
mismo lote de engorde y fueron sacrificados en el Frigorifico
Temuco en mayo 2011 con una edad promedio de 12 meses.
El peso de las canales fueron de 263 + 18 kg. Dos dias des-
pués del sacrificio se recolect6 un trozo de aproximadamente
100 g de musculo Longissimus dorsi obtenido a la altura de la
102 y 112 vertebra toracica de cada canal y se almacen¢ al va-
cio a -80°C (Ultra-low temperature up right freezer MDF, Sa-
nyo, Japdn) hasta su analisis. Posteriormente se extrajo ADN
gendmico de cada muestra con el kit comercial ISOLATE ge-
nomic DNA mini Kit (Bioline, EUA) y cada muestra fue cuantifi-
cada mediante espectofotometria (Halo DNAmaster, Lab Ex-
pert Co., Ltd. Tailandia).

Deteccion del SNP ¢g.17924A>G. La presencia del SNP
g.17924A>G fue evaluada por reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR-RFLP) — polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccion. Se disefid un set de iniciadores con el programa
Primer3  (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.
cgi), basados en la secuencia disponible en GenBank (nimero
acceso: AF285607), iniciador F: 5-GGTACCTAGC-
AACGCCCACTCGAG-3" y R: 5-AAGCTTGGCAGGCTGTG
TGAGATGAG-3'". Una region de 758 pb del gen FASN fue am-
plificado por la PCR. Para la PCR se utilizé un volumen final
de reaccion de 50yL, que contenian: 50 ng de ADN, 2,5 unida-
des de Pagq 5000 DNA™ Polymerase (Agilent Technologies,
EUA), solucién amortiguadora, 0,2 mM de dNTP’s y 200 nM
de cada uno de los partidores. La reaccién de la PCR se reali-
z6 en el termociclador (LabNet®, Multigene, EUA) con el si-
guiente programa de temperatura: denaturacion inicial (95°C
por 2 min) y 30 ciclos de amplificacién con denaturacién (95°C
por 20 seg), hibridacion (58°C por 20 seg), extension (72°C
por 30 seg) y extension final (72°C por 5 min).

Los genotipos del polimorfismo g.17924A>G en el gen
FASN fueron detectados por RFLP. Los productos de PCR
fueron digeridos con la enzima de restriccion Mscl (Fermentas,
EUA), utilizando 2,5 unidades de enzima Mscl, solucién amor-
tiguadora de la enzima de restriccion y 10uL de producto de
PCR. EI mix de digestion fue incubado a 37°C toda la noche.
De acuerdo con la secuencia disponible, el producto de PCR
con el genotipo g.17924AA fue digerido en cuatro fragmentos
(273; 217; 167 y 101 pb), el genotipo g.17924AG fue digerido
en cinco fragmentos (440; 273; 217; 167 y 101 pb). En con-
traste, el producto de PCR con el genotipo g.17924GG fue di-
gerido en tres fragmentos (440; 217 y 101 pb). Los fragmentos
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 3%,
tefiido con GelRed (Biutium®, EUA).

Analisis de acidos grasos. Los AG de las muestras de
musculo L. dorsi fueron extraidos por el método descrito por
Folch y col. [4]. Los ésteres metilicos de AG fueron analizados
por cromatografia gaseosa, en un cromatografo de gases mo-
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delo Clarus 500, Perkin Elmer, EUA, acoplado a un detector
de ionizacién de llama (FID) y equipado con una columna
SPTM Fused Silica Capillary Column 2380 (60m x 0,25mm x
0,2 ym film thickness, Supelco, EUA). Para la deteccion de los
AG se disefid un programa de temperaturas de 48 min que in-
cluy6: 150°C por 1 min, luego un aumento de temperatura a
razén de 1°C por min hasta llegar a los 168°C y mantenidos
por 11 min, seguido por un segundo incremento de temperatu-
ra de 6°C por min, para alcanzar finalmente los 230°C mante-
nidos por 8 min, utilizando nitrégeno como gas transportador.
Las temperaturas de inyector y detector fueron 250°C, y se in-
yecté 1 yL de muestra. Se utilizé la mezcla estandar de 37
componentes de AG F.AM.E Mix (C4-C24, Supelco, EUA)
para la identificacion de los AG. Ademas, el estandar Octade-
cadienoic, Acid, Conjugated Methyl Ester (CLA Sigma, EUA)
para la identificacion de los isébmeros de acido linoleico conju-
gado. Todos los AG fueron cuantificados (mg de AG/g de mus-
culo) mediante curvas de calibracion, utilizando el &cido graso
Methyl Nonadecanoate (Sigma, EUA) como estandar interno.

Analisis estadistico. Las medias marginales estima-
das (tMME) fueron determinadas utilizando un modelo lineal
con el programa Statistical Product and Service Solution ver-
sion 17.0 para Windows (SPSS Inc, Chicago IL, EUA), que
incluye:

Yik= M + Peso; +Edadj+Genotipoi+eij

donde:

Yik = variable dependiente (mg de acidos grasos/g
de musculo).

M = media general de las observaciones.

Peso; = efecto de ith kg de carcasa.

Edad; = efecto de jth meses de edad.

Genotipox = efecto de kth genotipo FASN (g.17924AA,
g.17924AG, g.17924GG).

Eik = error residual.

RESULTADOS Y DISCUSION

El dominio TE esta localizado en la regiéon 3’ terminal de
FASN y esta codificado por cuatro exones (exones 39-42) [21].
Mediante la PCR se amplific6 un fragmento de 758 pb corres-
pondiente al dominio TE de FASN (FIG. 1). Los animales de
raza Aberdeen Angus fueron genotipificados mediante RFLP,
generando los genotipos g.17924AA, g.17924AG 'y
g.17924GG (FIG. 2).

Las frecuencias genotipicas y alélicas se describen en la
TABLA I. La frecuencia del alelo G del SNP g.17924A>G corres-
pondié a 0,48, similar a la frecuencia (0,53) obtenida por Schen-
nink y col. [16]. Ambos estudios muestran frecuencias altas en
comparacion a las reportadas por Morris y col. [10] en ganado le-
chero Friesian y Jersey (0,31 y 0,13, respectivamente).

1 2 3 4
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FIGURA 1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL
2% DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DE PCR. M:
MARCADOR DE PARES DE BASES (200 pb). 1-8) FRAG-
MENTO DE AMPLIFICACION DEL DOMINIO TE. 9) CON-
TROL NEGATIVO.

440 pb

273pb
217pb

167pb
101pb

FIGURA 2. ELECTROFORESIS EN UN GEL DE AGAROSA
AL 3% DE LOS GENOTIPOS DEL POLIMORFISMO
g.17924A>G. DIGESTION CON LA ENZIMA DE RESTRIC-
CION Mscl MUESTRA LOS GENOTIPOS g.17924AA,
g.17924AG Y g.17924GG. M) MARCADOR DE PARES DE
BASES (50 pb).

TABLA | ,
FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS
DEL POLIMORFISMO g.17924A>G

Variable g9.17924AG
AA AG GG
(n=29) (n=47) (n=24)
Frecuencia genotipica 0,29 0,47 0,24
Frecuencia alélica A=0,52 G=0,48

El complejo FASN cataliza la formacion de AG de 16 ato-
mos de carbono de longitud desde acetil-coenzima A y malonil
coenzima A. Los AG que se van originando se unen a una pro-
teina portadora de acilo (ACP) a lo largo de su sintesis y gene-
ralmente son liberados en el dominio TE [2]. Debido a que el
polimorfismo g.17924A>G se encuentra en el dominio TE del
gen FASN, segun Zhang y col. [21], este polimorfismo de Unico
nucleotido, debido al cambio de aminoacidos de treonina a ala-
nina en la proteina, afectaria el sitio de uniéon de substrato y ac-
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tividad de este dominio, con una alta especificidad hacia acil-
C16ACP y menor hacia acil-C14ACP, produciendo mayores
contenidos de acido palmitico (C16:0) y menores contenidos
de acido miristico (C14:0). En este mismo sentido, el acido
palmitico puede ser substrato de elongasas (elongado a acido
estearico C18:0) y puede ser desaturado por la enzima estera-
roil CoA desaturasa (SCD) a acido oleico (C18:1n9c). Estos
resultados concuerdan con los datos obtenidos en este estu-
dio, debido a que animales con el genotipo g.17924GG pre-
sentan mayores contenidos de acido palmitico (C16:0), estea-
rico (C18:0) y oleico (C18:1n9c) (P<0,05) y contenidos simila-
res de acido miristico (C14:0) y de otros AGS (acido céaprico
C10:0 y acido laurico C12:0) (P>0,05) (TABLA Il). Indirecta-
mente, debido a que los principales MUFA, reportados en
musculo de vacuno, son el acido palmitoleico (C16:1) y oleico
(C18:1n9c), el contenido total de MUFA es mayor en animales
con genotipo g.17924GG (P<0,05) en comparaciéon a animales
con genotipo g.17924AA. Diversas investigaciones han de-
mostrado que la concentracion de acido oleico en carne bovi-
na, musculo L. dorsi, es correlacionada positivamente con la
palatabilidad general, lo cual puede ser relacionado con la sua-
vidad de la grasa, debido a que los lipidos de la carne de vacu-
no, enriquecidos con acido oleico, poseen bajos puntos de fu-
sion [1]. En conclusion, altas concentraciones de MUFA y bajos
puntos de fusién en grasa se consideran que contribuyen a la
suavidad de la grasa bovina y favorecen el sabor de la carne de
vacuno [8].

Por otra parte, Zhang y col. [21] indicaron que, producto
de la elongacion del acido estearico (C18:0) y posterior desa-
turacion por la enzima SCD puede haber una mayor produc-
cién del acido cis-vaccénico (C18:1n7), hipotesis que no ha

sido comprobada en este estudio debido a la dificultad para
detectar este AG. En este sentido, Mele y col. [9] sefalan que
el &cido vaccénico es substrato para la enzima SCD, el cual es
convertido a los principales isémeros de &cido linoleico conju-
gado (cis-9 trans-11/trans-9 cis-11 CLA), el cual es el principal
isdbmero (mas del 80% del total de CLA). De esta misma ma-
nera, las mezclas de CLA extraidas desde carne de vacuno
pueden inhibir la proliferacién de células cancerigenas huma-
nas, un alto contenido en isbmeros cis, trans lideran el maximo
efecto antiproliferativo [3]. En este contexto, es importante de-
terminar las variaciones de la distribucion de los isobmeros de
CLA en carne de vacuno ya que estas proporciones podrian
influenciar las propiedades biolégicas de CLA. En el presente
estudio, los animales con el genotipo g.17924GG muestran
mayores contenidos de CLA (P<0,05) que los animales de ge-
notipo g.17924AA, por lo cual, el SNP g.17924A>G también
estaria afectando el contenido de CLA en los animales en es-
tudio. Ademas, se identificaron otros isobmeros de CLA (cis-10,
cis-12 y trans-10 y cis-12) los cuales se presentaron en muy
bajas concentraciones. Por otra parte, en relaciéon al total de
acidos grasos polinsaturados (PUFA) no se observan diferen-
cias entre los genotipos de FASN (P>0,05).

El complejo enzimatico FASN ha sido propuesto como
un gen candidato para el porcentaje de grasa en leche, asi
como para la composicién de AG en leche y carne [5,16]. El
porcentaje de grasa en leche ha sido asociado a dos SNPs
g.17924AG y g.16024GA [12,15], pero no existen anteceden-
tes de asociacidon a grasa intramuscular. En el presente estu-
dio, el genotipo g.17924GG mostré mayores contenidos de
grasa intramuscular total (P<0,05), en relacién al genotipo
g.17924AA.

TABLA Il
COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS (MG DE ACIDO GRASO/G MUSCULO)
POR GENOTIPO DEL POLIMORFISMO g.17924A>G®

Acidos grasos g.17924A>G
AA AG GG

C10:0 0,27 + 0,006 0,28 + 0,004 0,29 + 0,006
C12:0 0,23 + 0,006 0,24 + 0,005 0,25 + 0,006
C14:.0 0,79+0,12 0,93+0,10 1,14 £ 0,13
C16:0 5,63 £ 0,87b 7,06 + 0,69ab 8,32 + 0,89a
Cc18:0 5,65 + 0,80b 7,31 £0,63ab 8,14 + 0,82a
C18:1n9t 0,93+0,18 0,96 £ 0,14 1,05+0,19
C18:1n9c 10,55+ 1,67b 14,06 + 1,30ab 16,0+ 1,71a
SFAP 15,83 + 2,08b 19,25 + 1,63ab 22,57 +2,12a
MUFA® 13,49 + 2,04b 17,42 + 1,60ab 20,04 £ 2,08a
PUFA® 7,28 £ 0,49 7,53 +£0,39 7,01 £0,52
CLA® 0,28 £ 0,08b 0,38 £ 0,06ab 0,51 £ 0,08a
MUFA:SFA' 0,83 £ 0,02 0,89 £ 0,02 0,85 +0,03
Contenido graso® 0,023 £ 0,002b 0,027 £ 0,001ab 0,029 £ 0,02a

@ Valores expresados como MME + EE.

poliinsaturados.

® SFA: acidos grasos saturados.

grasos saturados. 9 Contenido graso expresado en gramo de grasa/gramo de carne.
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¢ MUFA: &cidos grasos monoinsaturados. 4 PUFA: acidos grasos
© CLA: acido linoleico conjugado isémero cis-9, trans-11/ trans-9 cis-11. fMUFA:SFA: proporcion acidos monoinsaturados:acidos



CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio sugieren una relacion
del SNP presente en el dominio TE del gen FASN con la varia-
cién del contenido total de MUFA y de los principales isbmeros
de CLA. Sin embargo, se necesitan estudios mas detallados para
confirmar estas relaciones y mecanismos moleculares con otros
genes y otros polimorfismos mas eficientes que estén influen-
ciando la composicién de acidos grasos en carne de vacuno.
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