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RESUMEN

La carne de vacuno es una de las principales fuentes de proteinas
de alta calidad estableciéndose como uno de los productos pecuarios de
mayor valor nutricional. En concreto, tres de las razas bovinas
autoctonas espafiolas mas importantes en la industria carnica son la
Asturiana de los Valles (AV), la Retinta de Extremadura (RE) y la
Rubia Gallega (RG). Factores como el sistema de produccion, el tipo
de alimentacién o la maduracién pueden influir en la calidad de la carne.
La evaluacion del peso de estos efectos sobre parametros
fisicoquimicos, sensoriales o nutricionales permite obtener una vision
general sobre la calidad de la carne, la cual tendra una fuerte influencia
en la percepcion final del consumidor, que afectard a su decision de
compra. Décadas de estudio han permitido obtener un conocimiento
mas profundo de como estos factores extrinsecos e intrinsecos afectan
a la calidad de la carne. Sin embargo, los trabajos orientados a un
estudio simultaneo de la influencia de estos son todavia escasos. La raza
es uno de los factores mas importantes, ya que muchos de los atributos
de calidad de carne estan influenciados por variaciones en el proteoma,
mostrando diferencias entre las poblaciones. Las distancias protedmicas
pueden ser una poderosa herramienta para evaluar la diversidad
protedmica y diferenciacion del genoma funcional entre poblaciones.
Sin embargo, solo unos pocos estudios han usado las distancias
protedmicas cualitativas entre perfiles protedmicos basadas en
proteinas compartidas y no compartidas, las cuales presentan la
desventaja de no considerar las diferencias de abundancia entre las
proteinas. Segun nuestro conocimiento, no hay estimaciones de
distancias basadas en la abundancia diferencial de proteinas entre
perfiles protedmicos a nivel cuantitativo para esas razas. Asimismo, las
tecnologias protedmicas son una importante herramienta para
identificar biomarcadores diagnoésticos/trazabilidad de la carne de
diferentes razas de Bos taurus, permitiendo obtener marcadores para las
variaciones de la calidad de la carne entre razas. Estos avances recientes
en el area de la proteémica en la basqueda de biomarcadores también
son de gran utilidad para evaluar como afecta el estrés pre-sacrificio en
la calidad de la carne de vacuno.
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Este trabajo tiene por objetivos la evaluacion de diferentes sistemas
de produccién y la alimentacion de acabado de terneros de raza Rubia
Gallega en términos de la calidad de la carne; el estudio de los
parametros fisicoquimicos y perfil sensorial de la carne de terneros de
las razas AV, RE y RG criados bajo diferentes sistemas de produccion
(extensivo e intensivo), condiciones de manejo pre-sacrificio (mezcla 'y
no-mezcla con individuos no familiares a tiempo pre-mortem) y el
efecto del tiempo de maduracion (7 y 14 dias); la estimacién de las
distancias protedmicas cuantitativas (mediante la medida QD,
quantitative distance) entre estas tres razas bovinas espafiolas a partir
de los perfiles de la electroforesis bidimensional (2-DE) acoplada a la
espectrometria de masas (MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF) en
muestras del musculo longissimus thoracis (2 h post-mortem), la
identificacion de biomarcadores diagnostico de la calidad carne para
AV, RE y RG y la evaluacion bibliogréfica sobre el uso de la
protedmica para predecir la calidad de carne de ternera, cerdo y pollo
relacionada con el bienestar animal. Los resultados del estudio de la
influencia de los sistemas de produccion y la dieta de acabado en la raza
RG demostraron que la carne de los terneros criados en sistemas
extensivos son los mas saludables, respecto al contenido total de grasa
y la composicion de acidos grasos en concordancia con los
requerimientos de los consumidores. Por otra parte, los analisis
sensoriales y fisicoquimicos en la carne de las tres razas bovinas
mostraron que la raza es el factor de mayor efecto, permitiendo la
diferenciacion entre AV, RE y RG cuando se emplean métodos
factoriales de reduccion como componentes principales y analisis
discriminantes. Ademas, el sistema de produccion fue el segundo
parametro mas importante, afectando al olor, sabor y perfil textural.
Esta diferenciacion entre razas también se demostrd a nivel proteémico
a traves de los resultados de las distancias cuantitativas usando la nueva
medida QD. Esta primera evidencia de la distancia QD entre
poblaciones, revelé que las mayores distancias, estadisticamente
significativas, tiene lugar entre AV/RG y la raza RE. En total, 18
proteinas/isoformas miofibrilares y sarcoplasmicas (identificadas por
MS en tandem) con diferencias en abundancia fueron las que
contribuyeron a las distancias proteémicas entre las razas. La cadena
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Resumen

ligera regulatoria de miosina esquelética rapida 2, seguida de otras
cinco proteinas de interaccion, exhibieron los cambios relativos mas
pronunciados entre razas. Ademas, la mayoria de las proteinas con
representacion diferencial pueden ser asociadas con variaciones de
terneza en la carne. Por lo tanto, dichas proteinas podrian ser
biomarcadores candidatos para programas de mejora molecular y
autenticacion de las tres razas de ganado vacuno espafiola. Ademas, el
estudio de revision revel6 que la protedmica ha desempefiado un papel
clave en proveer listas de biomarcadores para el control del bienestar
animal a nivel industrial.

Palabras Clave: carne de vacuno, parametros fisicoquimicos, perfil de
acidos grasos, dieta final, maduracion, sabor, olor, textura, protedmica
de la carne, protedmica poblacional, medidas de distancia proteémica,
medida QD, biomarcadores de terneza de la carne de vacuno,
biomarcadores de autenticidad de carne de vacuno, estrés, ontologia
génica, metaprotedmica.







ABSTRACT

Beef is one of the main sources of high-quality protein, establishing
itself as one of the livestock products with the highest nutritional value.
Specifically, three of the most important Spanish native cattle breeds in
the meat industry are Asturiana de los Valles (AV), Retinta de
Extremadura (RE) and Rubia Gallega (RG). Factors such as the
production system, the type of feeding or the maturation can influence
the quality of the meat. The evaluation of the weight of these effects on
physicochemical, sensory or nutritional parameters allows to obtain an
overview of the quality of the meat, which will have a strong influence
on the final perception of the consumer, which will affect their purchase
decision. Decades of study have allowed us to obtain a deeper
understanding of how these extrinsic and intrinsic factors affect the
quality of meat. However, studies aimed at a simultaneous study of
these are still scarce. Breed is one of the most important factors, since
many of the meat quality attributes are influenced by variations in the
proteome, showing differences between populations. Proteomic
distances can be a powerful tool to assess proteomic diversity and
functional genome differentiation between populations. However, only
a few studies have used qualitative proteomic distances between
proteomic profiles based on shared and non-shared proteins, which
have the disadvantage of not considering differences in abundance
between proteins. To our knowledge, there are no estimates of distances
based on the differential abundance of proteins between proteomic
profiles at the quantitative level for these breeds. Likewise, proteomic
technologies are an important tool to identify diagnostic / traceability
biomarkers of meat from different Bos taurus breeds, allowing to obtain
markers for variations in meat quality between breeds. These recent
advances in the area of proteomics in the search for biomarkers are also
very useful to evaluate how pre-slaughter stress affects the quality of
beef.

The objectives of this work are the evaluation of different
production systems and the finishing feeding of Rubia Gallega calves
in terms of the quality of the meat; the study of the physicochemical
parameters and sensory profile of the meat of calves of the AV, RE and
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RG breeds raised under different production systems (extensive and
intensive), pre-slaughter handling conditions (mixing and non-mixing
with unfamiliar individuals to pre-mortem time) and the effect of the
maturation time (7 and 14 days); the estimation of the quantitative
proteomic distances (by means of the QD measure, quantitative
distance) between these three Spanish cattle breeds from the profiles of
two-dimensional electrophoresis (2-DE) coupled to mass spectrometry
(MALDI-TOF and MALDI-TOF /TOF) in samples of the longissimus
thoracis muscle (2 h post-mortem), the identification of diagnostic
biomarkers of meat quality for AV, RE and RG and the bibliographic
evaluation on the use of proteomics to predict the quality of beef , pork
and chicken related to animal welfare. The results of the study of the
influence of the production systems and the finishing diet in the RG
breed showed that the meat of the calves reared in extensive systems
are the healthiest, with respect to the total fat content and the
composition of fatty acids in concordance with consumer requirements.
On the other hand, the sensory and physicochemical analyzes in the
meat of the three bovine breeds showed that the breed is the factor with
the greatest effect, allowing the differentiation between AV, RE and RG
when factorial reduction methods are used as main components and
discriminant analyzes. In addition, the production system was the
second most important parameter, affecting odor, flavor and textural
profile. This differentiation between breeds was also demonstrated at
the proteomic level through the results of quantitative distances using
the new QD measure. This first evidence of the QD distance between
populations, revealed that the greatest distances, statistically
significant, take place between AV/RG and the RE breed. In total, 18
myofibrillar and sarcoplasmic proteins/isoforms (identified by tandem
MS) with differences in abundance were those that contributed to the
proteomic distances between the breeds. The fast skeletal myosin
regulatory light chain 2, followed by five other interacting proteins,
exhibited the most pronounced relative changes between breeds.
Furthermore, most proteins with differential representation can be
associated with variations in tenderness in meat. Therefore, these
proteins could be candidate biomarkers for molecular breeding and
authentication programs for the three Spanish cattle breeds.
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Abstract

Furthermore, the review study revealed that proteomics has played a
key role in providing lists of biomarkers for the monitoring of animal
welfare at the industrial level.

Key Words: beef, physicochemical parameters, fatty acid profile, final
diet, maturation, flavor, odor, texture, meat proteomics, population
proteomics, proteomic distance measurements, QD measure,
biomarkers of beef tenderness, beef authenticity biomarkers, stress,
gene ontology, metaproteomics
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RESUMO

A carne de vacun é unha das principais fontes de proteinas de alta
calidade establecéndose como un dos produtos pecuarios de maior valor
nutricional. En concreto, tres das razas bovinas autoctonas espafiolas
mais importantes na industria carnica son a Asturiana dos Valles (AV),
a Retinta de Extremadura ( RE) e a Rubia Galega ( RG). Factores como
o sistema de producidn, o tipo de alimentacién ou a maduracion poden
influir na calidade da carne. A avaliacion do peso destes efectos sobre
parametros fisicoquimicos, sensoriais ou nutricionais permite obter
unha vision xeral sobre a calidade da carne, a cal terd unha forte
influencia na percepcion final do consumidor, que afectard & sla
decision de compra. Décadas de estudo permitiron obter un
cofiecemento mais profundo de como estes factores extrinsecos e
intrinsecos afectan & calidade da carne. Con todo, os traballos
orientados a un estudo simultdneo da influencia destes son ainda
escasos. A raza € un dos factores mais importantes, xa que moitos dos
atributos da calidade de carne estan influenciados por variacions no
proteoma, mostrando diferenzas entre as poboacions. As distancias
protedmicas poden ser unha poderosa ferramenta para avaliar a
diversidade proteémica e diferenciacion do xenoma funcional entre
poboacions. Sen embargo, s6 uns poucos estudos usaron as distancias
protedmicas cualitativas entre perfis protedmicos baseadas en proteinas
compartidas e non compartidas, as cales presentan a desvantaxe de non
considerar as diferenzas de abundancia entre as proteinas. Segundo o
noso cofiecemento, non hai estimacions de distancias baseadas na
abundancia diferencial de proteinas entre perfis protedmicos a nivel
cuantitativo para esas razas. Asi mesmo, as tecnoloxias protedmicas son
unha importante ferramenta para identificar biomarcadores
diagnosticos/ trazabilidade da carne de diferentes razas de Bos taurus,
permitindo obter marcadores para as variacions da calidade da carne
entre razas. Estes avances recentes na area da protedmica na procura de
biomarcadores tamén son de gran utilidade para avaliar como afecta o
estrés pre-sacrificio na calidade da carne de vacun.

Este traballo ten por obxectivos a avaliacion de diferentes sistemas
de producion e a alimentacion de acabado de tenreiros de raza Rubia
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Galega en termos da calidade da carne; o estudo dos parametros
fisicoquimicos e perfil sensorial da carne de tenreiros das razas AV, RE
e RG criados baixo diferentes sistemas de producion (extensivo e
intensivo), condicions de manexo pre-sacrificio (mestura e non-mestura
con individuos non familiares a tempo pre- mortem) e o efecto do tempo
de maduracion (7 e 14 dias); a estimacion das distancias protedmicas
cuantitativas (mediante a medida QD, quantitative distance) entre estas
tres razas bovinas espafolas a partir dos perfis da electroforese
bidimensional (2-DE) acoplada & espectrometria de masas ( MALDI-
TOF e MALDI- TOF/TOF) en mostras do musculo longissimus
thoracis (2 h post-mortem), a identificacion de biomarcadores
diagnostico da calidade carne para AV, RE e RG e a avaliacion
bibliografica sobre o uso da protedmica para predicir a calidade de
carne de tenreira, porco e polo relacionada co benestar animal. Os
resultados do estudo da influencia dos sistemas de producion e a dieta
de acabado na raza RG demostraron que a carne dos tenreiros criados
en sistemas extensivos son 0s mais saudables, respecto ao contido total
de graxa e a composicién de acidos graxos en concordancia cos
requirimentos dos consumidores. Por outra banda, as analises sensoriais
e fisicoquimicos na carne das tres razas bovinas mostraron que a raza é
o factor de maior efecto, permitindo a diferenciacion entre AV, RE e
RG cando se empregan métodos factoriais de reducion como
compofientes principais e anélises discriminantes. Ademais, o sistema
de producion foi o segundo parametro mais importante, afectando o
olor, sabor e perfil textural. Esta diferenciacion entre razas tamen se
demostrou a nivel protedmico a través dos resultados das distancias
cuantitativas usando a nova medida QD. Esta primeira evidencia da
distancia QD entre poboacions, revelou que as maiores distancias,
estatisticamente significativas, ten lugar entre AV/ RG e a raza RE. En
total, 18 proteinas/ isoformas miofibrilares e sarcoplasmicas
(identificadas por MS en tdndem) con diferenzas en abundancia foron
as que contribuiron as distancias protedmicas entre as razas. A cadea
lixeira regulatoria de miosina esquelética rapida 2, seguida doutras
cinco proteinas de interaccion, exhibiron os cambios relativos mais
pronunciados entre razas. Ademais, a maioria das proteinas con
representacion diferencial poden ser asociadas con variacions de
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terneza na carne. Por tanto, ditas proteinas poderian ser biomarcadores
candidatos para programas de mellora molecular e autenticacion das
tres razas de gando vacun espafiola. Ademais, o0 estudo de revision
revelou que a protedmica desempefiou un papel crave en prover listas
de biomarcadores para o control do benestar animal a nivel industrial.

Palabras chave: carne de vacun, parametros fisicoquimicos, perfil
acidos graxos, dieta final, maduracidn, sabor, olor, textura, protebmica
da carne, protedbmica poboacional, medidas de distancia protedmica,
medida QD, biomarcadores de terneza da carne de vacun,
biomarcadores de autenticidade de carne de vacudn, estres, ontoloxia
xénica, metaprotedmica.
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1 INTRODUCCION

1.1 ORIGEN, DOMESTICACIONE |.G.P. DE LAS RAZAS BOVINAS

La poblacion de ganado bovino es una de las mas importantes en
todo el mundo rondando los 1,5 billones de animales en 2018
(FAOSTAT, 2018). La subfamilia Bovinae comprende varias especies
domesticadas, siendo Bos taurus la més expandida a nivel global (FAO,
2015). Actualmente un total de 1019 razas de ganado local estan
inscritas en el Banco de Datos Global para Recursos de Animales
Genéticos (FAO, 2015). Aunque hoy en dia hay controversia sobre el
origen de las razas bovinas, se sabe que el ganado fue introducido en
Europa durante la revolucion de la agricultura en el Neolitico, a través
de aquellas razas procedentes del Oriente Proximo. Las razas bovinas
europeas alcanzaron la peninsula ibérica, donde tuvieron lugar
cruzamientos con animales provenientes del continente africano
(Ajmone-Marsan et al., 2010; Beja-Pereira et al., 2006; Decker et al.,
2014; Sevane et al., 2015). En concreto los procesos de diferenciacion
de Bos taurus, asi como de seleccién y adaptacion a entornos locales,
dieron lugar a una amplia gama de razas, como las razas bovinas
autoctonas espafiolas que actualmente se consideran importantes
reservorios de una amplia y valiosa variabilidad genética (Beja-Pereira
et al., 2006; Gonzélez-Rodriguez et al., 2017).

Aunqgue inicialmente las razas bovinas autoctonas espafolas
estaban orientadas a una triple funcién (trabajo, produccion de leche y
carne), hoy en dia su mayor actividad reside en la produccion de carne
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2017). Un total de 46 razas bovinas
aparecen registradas en el catalogo de razas de Espafia (MAPAMA,
2020), presentando una gran variabilidad en las caracteristicas de la
canal (Piedrafita et al., 2003) y de la carne al ser criados bajo su sistema
de produccidn tipico (L6pez-Pedrouso et al., 2020; Serra et al., 2008).
Por otro lado, en el sector de la carne se ha demostrado que los
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consumidores estan dispuestos a pagar un mayor precio por la misma
con el fin de garantizar las maxima cotas de calidad (Lusk et al., 2001;
Shackelford et al., 2001).

Desde 1992 la Politica Agricola Comun (PAC) promueve la carne
de calidad bajo diferentes sellos de calidad como la Denominacién de
Origen Protegida (D.O.P.), Indicacién Geogréafica Protegida (I.G.P.) o
Especialidades Tradicionales Garantizadas (E.T.G.) (MAPAMA,
2020). El sello de una I.G.P. se caracteriza por presentar alguna
caracteristica especifica de calidad o de reputacion del producto que
pueda ser atribuible a su origen geogréafico (Europea, 2020; MAPAMA,
2020). En Espafia hay registradas once denominaciones de carne de
vacuno 1.G.P., de las cuales tanto la 1.G.P. Ternera Gallega como la
I.G.P. Ternera Asturiana presentan los valores més altos a nivel de
comercializacion como econdémicos (Fig. 1) (MAPAMA, 2018). La
Ternera Gallega, que puede comercializar animales de la raza Rubia
Gallega junto con la Ternera Asturiana, que incluye animales de la raza
Asturiana de los Valles y la ternera de Extremadura, donde esté presente
la raza Retinta, comercializan un 74,69% del total de carnes de vacuno
autoctono en Espafia (MAPAMA, 2018). De todas las carnes de vacuno,
que se comercializan bajo 1.G.P, la de Ternera Gallega destaca por ser
la Unica frente al resto de 1.G.P.s que exporta a terceros paises (120,00
t). Asimismo, se exporta 521,08 t a nivel de la UE, siendo la Gnica junto
a la ternera de Extremadura (que solamente exporta 1,00 t). El resto de
las carnes con sello de 1.G.P. unicamente comercializan a nivel
nacional. Todo esto se traduce en un valor de un total de 150,38
millones de €, para las tres razas, lo que supone el 77,9% sobre el total
del valor econémico (Fig. 1) (MAPAMA, 2018). Por todo esto, en la
presente Tesis Doctoral, se obtuvieron muestras de las razas Rubia
Gallega, Asturiana de los Valles y Retinta para la evaluacion de calidad
de carne a nivel fisicoquimico, sensorial y protedmico, debido a su
importancia econdmica en el ambito espafiol.
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Figura 1. Datos de comercializacion de mercado (izq.) y valor econémico
(dcha.) respecto del total de Carnes de Vacuno autéctono de Espafia
(MAPAMA, 2018).

1.1.1 Asturiana de los Valles

Asturiana de los Valles (AV) es una raza de carne de vacuno
adaptada a sistemas de produccion extensivos en el norte de Espafia
(Fig. 2). Esta raza esta acogida dentro de la I.G.P. de “Ternera
Asturiana”, teniendo una produccion de mas de 25.000 animales
sacrificados por afio y un valor economico de 35,05 millones de euros
(Fig. 1) (MAPAMA, 2018). Esta raza se caracteriza por presentar un
color de pelo castaiio (mezclado con pelos negros y rojos), un tamafo
medio y un buen desarrollo esquelético y muscular (MAPAMA, 2020).
Ademas, es una raza de maduracion tardia con una alta tasa de
crecimiento (Alberti et al., 2008), un alto porcentaje muscular
(Piedrafita et al., 2003) y un alto nivel de fibras blancas en el musculo
longissimus dorsi (Gil et al., 2001). Son también animales con alta
frecuencia de hipertrofia muscular (fendbmeno de doble musculatura)
(Olivan et al., 2004) y un bajo nivel de grasa intramuscular (Aldai et
al., 2007, 2006).

1.1.2 Retinta

La Retinta (RE) es la raza de carne de vacuno autoctona mas
importante del suroeste de Espafia (Morales et al., 2013) y se puede
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comercializar bajo la denominacion 1.G.P. de Ternera de Extremadura.
Se caracteriza por tener un gran caracter maternal y rastico adaptado a
los sistemas de produccidn extensivos en el ecosistema de las dehesas,
los cuales se refieren a pastizales con arboles dispersos, donde los
arbustos han sido principalmente eliminados (Bellido et al., 2001;
Milan et al., 2006; Morales et al., 2013; Fig. 2). Esta raza se caracteriza
por un color de pelo rojo, con tonalidades oscuras y por una gran
capacidad corporal (MAPAMA, 2020). Ademas, la RE es una raza de
maduracion intermedia (Avilés et al., 2013) que alcanza grandes
tamafos cuando crece completamente (Alberti et al., 2005). La carne
de esta raza se caracteriza por tener un bajo contenido de grasa
intramuscular (2-3%) y un gran contenido en &cidos grasos saludables
(Horcada et al., 2016).

1.1.3 Rubia Gallega

La Rubia Gallega (RG) es una de las razas locales mas importantes
en Espafia, con mas de 40.000 cabezas, que se produce en la region de
Galicia, al Noroeste de Espafia, y esta dentro de la I.G.P. de la “Ternera
Gallega” (ACRUGA, 2020). Es una raza que tiene una gran rusticidad,
por lo que se ha adaptado a los bosques gallegos, alimentandose de los
recursos estacionales y naturales (Domingo et al., 2015; Fig. 2). Se
caracteriza por tener principalmente una capa de color rubio uniforme
(MAPAMA, 2020). Esta raza se cria a través de una produccion
tradicional y de explotacién familiar basada en el pastoreo, con un ciclo
de produccién de 7-9 meses de edad por ternero (Bispo et al., 2010a).
Ademas, esta raza se caracteriza por tener una maduracién tardia con
una gran tasa de crecimiento y un periodo de alimentacion de acabado
complementado con pienso comercial que produce un bajo nivel de
grasa en la canal (Brea et al., 1998; Montserrat & Sanchez, 2000).
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Figura 2. Lugar de origen de las razas Asturiana de los Valles (arriba), Rubia
Gallega (izq., arriba) y Retinta (izq., abajo).

1.2 FACTORES QUE AFECTAN A LA CALIDAD DE LA CARNE

Como observamos en el apartado anterior, las razas tienen una
influencia directa en la calidad de la carne, pero ademas de los factores
genéticos existen otros, entre los que destacan el sistema de produccion
y la dieta (Dunne et al., 2009; Mennecke et al., 2007), el manejo pre-
sacrificio (Grigor et al., 2004; Probst et al., 2013), el tiempo de
maduracion (Khan et al., 2016) o el estrés pre-sacrificio (Xing et al.,
2019).

1.2.1 Sistemas de produccion y alimentacion

En los dltimos afios ha habido un incremento en la demanda de
productos procedentes del sector ganadero, en especial de aquellos con
mayor calidad proteica (Millen et al., 2011; Webb & Erasmus, 2013).
Como consecuencia se han producido mejoras significativas en los
diferentes sistemas de produccién en términos de cruzamiento,
alimentacion y manejo del ganado con el fin de aumentar la eficiencia
en la produccion animal (Webb & Casey, 2010). Ademas, a lo largo del
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tiempo, las razas de ganado han sido seleccionadas por su capacidad de
adaptacion al ambiente y al sistema productivo especifico, en el que
muestran sus mejores resultados econdmicos (Guerrero et al., 2013).
Debido a las condiciones agrocliméticas en Espafa, los sistemas de
produccion mas comunes son los extensivos, intensivos,
semiextensivos y tradicionales (Avilés et al., 2015; Bispo et al., 2010b;
Garcia-Torres et al., 2016; Humada et al., 2012; Rodriguez-Vazquez et
al., 2020b) (Fig. 3).

1.2.1.1 Sistema de produccion extensivo

Los sistemas extensivos se basan en un aprovechamiento de los
recursos naturales mediante el pastoreo, a través de las especies
ganaderas, normalmente autdctonas. Estas especies son capaces de
adaptarse al medio natural, minimizando el uso de productos quimicos
y permitiendo criarse en este entorno natural (Bellido et al., 2001;
Napolitano et al., 2001). En este sistema los terneros permanecen
siempre en las praderas, se alimentan de la leche de la madre y de pasto
hasta su destete. Entre los 6-8 meses previos al sacrificio los animales
pueden ser suplementados con pienso comercial o ensilado (Endres &
Schwartzkopf-Genswein, 2018; Guerrero et al., 2013) (Fig. 3).

Este sistema se caracteriza, de manera general, porque no
compromete al medioambiente (equilibrio produccién-conservacién)
(Bragaglio et al., 2018; Martin et al., 1997; Toutain et al., 2010),
presenta altos niveles de bienestar animal (mayor actividad fisica,
espacio, comportamiento natural etc.) (Del Campo et al., 2008; Garcia-
Torres et al., 2016; Marino et al., 2006, Dunne et al., 2011) y necesita
un menor aporte de piensos (Del Campo et al., 2008; Nemecek et al.,
2011). Sin embargo, su carne presenta un mayor coste (Garcia-Torres
etal., 2016).

1.2.1.2 Sistema de produccién intensivo

Los sistemas intensivos se basan en una organizacion en la que los
animales son confinados en una alta densidad, y cuya alimentacion se
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produce a través de piensos comerciales ad libitum y cereales de paja,
sin acceso a pastos. Este sistema genera una alta produccion por unidad
de area superficial (Garcia-Torres et al., 2016; Guerrero et al., 2013;
Menzi et al., 2013) (Fig. 3).

Se caracteriza a su vez por un mayor impacto en la naturaleza
(aporte de subproductos al medio) (Menzi et al., 2013; Scherr &
McNeely, 2012, Nemecek et al., 2011), asi como problemas
relacionados con el bienestar animal (hacinamiento, enfermedades etc.)
(Blanco-Penedo et al., 2012). Sin embargo, presenta una alta eficacia
en la obtencidn de carne por espacio/unidad de tiempo/animal (Garcia-
Torres et al., 2016, Millen et al., 2011).

EXTENSIVO INTENSIVO

Lugar de cria Alimentacion Lugar de cria Alimentacion
| Leche materna
E 3 ;
& mﬂ F i Pienso
?A Campo ? BJ Il S R comercial ®
¥ Pasto?
SEMIEXTENSIVO TRADICIONAL
Lugar de cria Alimentacion Lugar de cria Alimentacion
3 m‘ Leche materna m£ ;Emczse?a‘emﬁ (6-
' )
.5) Campo
m Pasto® rﬂ\ Establo
b (Explotacién » Pienso
=Y familiar) .rﬁb comercial
Cebadero Pienso comercial ‘é
- (2-3 . Heno (a veces %
meses . b paja u otro Z
> J antes del RF—'LI Heno ucotro tipo de b J‘ forraje ) °
sacrificio) forraje y

2Invierno o verano se alimenta con hierba ensilada o henificada por falta de pasto
b Suplemento de forraje
¢Suplemento con leche (dependiendo del destete)

Figura 3. Representacion de las caracteristicas de la cria y alimentacién de
los sistemas de produccion: extensivo (arriba, izq.), intensivo (arriba, dcha.),
semiextensivo (abajo, izq.) y tradicional (abajo, dcha.).

1.2.1.1 Sistema de produccion semiextensivo

En los sistemas de produccién semiextensivos el ganado esta bien
adaptado al medio ambiente, teniendo acceso al pasto y a los recursos
naturales. Los terneros permanecen en el campo con las madres,
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alimentandose de la leche materna y de pasto. Sin embargo, estos
terneros se trasladan a los cebaderos o son rematados en campo (a los
2-3 meses antes del sacrificio), con pienso comercial (Humada et al.,
2014). Ademas, modalidades alternativas incluyen suplementacion con
pienso comercial y ensilaje o con recursos de la granja (heno) o leche
(dependiendo del destete) durante el periodo de alimentacion de
acabado (Endres & Schwartzkopf-Genswein, 2018; Rodriguez-
Vazquez et al., 2020b). Este sistema de produccién carnica se asocia
generalmente con sistemas de produccion locales compatibles con las
exigencias de la PAC, para combatir la despoblacion rural, ayudar a
diversificar las actividades agricolas y aumentar las précticas
respetuosas con el medioambiente (Commision, 2020; Miléan et al.,
2006) (Fig. 3).

1.2.1.2 Sistema de produccién tradicional

El sistema tradicional se basa en vacas que salen en pastoreo y
terneros que se destetan sobre los 7 meses de edad y posteriormente son
suplementados con pienso comercial o recursos de granja (heno y
pienso) en el establo, hasta el sacrificio (Rodriguez-Vazquez et al.,
2020Db). Los terneros se destetan antes del sacrificio, debido a que el
periodo de acabado en el establo dificulta la lactancia materna (Bispo
et al., 2010Db). Sin embargo, este tipo de sistemas seria insostenibles en
animales con edad superior a 12 meses. Debido a esto se desarrollan
alternativas sostenibles en sistemas de pastoreo que permiten un menor
coste de alimentacion y manejo (Brea et al., 1996; Moreno et al., 2006;
Varela et al., 2004). Estas alternativas permiten aumentar el tamafio del
rebafio siguiendo la normativa de la UE permitiendo la cria de los
animales en un ambiente mas natural (Decision 97/182/EC, Directive
97/2/EC). En concreto, la raza Rubia Gallega se ha criado en el sistema
tradicional basado en pequefios rebafios, donde las vacas salen en
pastoreo mientras que las crias no se destetan hasta el sacrificio (6-9
meses de edad) y se manejan en el establo, con una lactancia materna 'y
una dieta complementada con pienso comercial (heno y pienso)
(Monserrat, 1990; Moreno et al., 2006; Sanchez & Monserrat, 2000)

(Fig. 3).
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1.2.2 Condiciones de manejo pre-sacrificio

Las condiciones de manejo pre-sacrificio son una de las variables
mas importantes para el bienestar del ganado y consecuentemente para
la calidad de la carne (Grigor et al., 2004; Probst et al., 2013). EI manejo
pre-sacrificio inadecuado puede conducir a un estrés fisico, asi como
psicologico (Pearce et al., 2011). Este estrés pre-sacrificio se produce
durante el transporte: carga, descarga, mezcla con animales no
familiares, contacto con el ser humano, privacion de agua y comida,
cambios sociales etc. (Ferguson & Warner, 2008; Grandin, 1997,
Mouzo et al., 2020; Pearce et al., 2011; Van De Water et al., 2003).
Todos estos escenarios conducen a cambios en la homeostasis de los
animales, los cuales pueden reaccionar de manera diversa dependiendo
de factores intrinsecos (ej. genéticos, edad, sexo, estado psicologico
etc.) o por conductas de aprendizaje (Ferguson & Warner, 2008).

El estrés que se origina durante el manejo pre-sacrificio provoca
cambios en la calidad de la carne, tanto a nivel de parametros
fisicoquimicos como sensoriales, y, por consiguiente, un incremento en
las pérdidas economicas (Grandin, 2007). Una de las condiciones de
manejo pre-sacrificio que puede afectar a la calidad de la carne es la
mezcla o no mezcla con individuos no familiares, como se ha estudiado
en la presente Tesis. En el periodo ante mortem, durante el transporte,
el ganado suele mezclarse con animales que no son de la misma
explotacion (no familiares), para homogenizar los lotes por peso antes
del sacrificio (Appleby et al., 2008; Simova et al., 2016). Sin embargo,
esto puede afectar a los animales, en especial al ganado vacuno, pues
este necesita una zona de escape entre 150 a 170 cm para sentirse seguro
(Moran, 2002). Ademas, el ganado tiene una gran memoria jerarquica
que le permite recordar su posicion exacta entre 50 y 70 animales
(Fraser & Broom, 1990). Esto provoca que el reagrupamiento social
puede ser un factor estresante en los mataderos que afecta al bienestar
animal (von Holleben et al., 2003). El hecho de mezclar animales no
familiares durante el transporte, provocando la disrupcién jerarquica y
nuevas situaciones, causa estrés en el ganado (Miranda-de la Lama et
al., 2014).

11
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En las reses de vacuno se comprobd que el reagrupamiento de
grupos provocaba un aumento en las interacciones sociales (con un
incremento de conductas agresivas, de comportamientos sexuales y
exploratorios) (Tarrant, 1990). En otras especies como el cerdo, se
observd que la mezcla con otros cerdos no familiares aumentaba sus
comportamientos agresivos, conduciendo a un aumento de
biomarcadores de estrés como el cortisol, lactato, glucégeno, etc.
(D’Eath et al., 2010; Dokmanovic et al., 2017). Se ha demostrado que
la mezcla de vacuno con animales no familiares se traduce en una
situacion estresante, donde la dominancia por la jerarquia esta presente,
provocando carnes defectuosas, conocidas como carnes DFD (dark,
firm, dry) (Warriss, 2000). La forma en la que vayan a responder ante
este factor estresante va a estar influenciado no solo por la edad,
categoria y sexo del animal, sino también por su temperamento y raza
(Simova et al., 2016). De ahi la importancia de poder conocer como
responde cada tipo de raza bovina ante la mezcla y no mezcla de
animales.

1.2.3 Lamaduracion

La maduracién (ageing) es un proceso en el cual las piezas carnicas
son almacenados durante un tiempo especifico bajo unas condiciones
de refrigeracién controladas, para que se produzca la conversion del
musculo en la carne (Khan et al., 2016). Usualmente se emplean dos
tipos comerciales de maduracion de la carne: en seco o en hiumedo. En
el primero la carne se madura en condiciones refrigeradas sin envasar
mientras que en el segundo es envasada al vacio y almacenada (Smith
et al., 2008). Ambas presentan diferencias a nivel fisicoquimico y
sensorial y microbioldgico como se recoge en la revision de Khan et al.
(2016). La maduracion permite mejorar muchas de las propiedades de
la carne de vacuno, como son la terneza y el sabor, lo que afectara
positivamente a la satisfaccion del consumidor (Dashdorj et al., 2016).

En la maduracion de la carne ocurren procesos proteoliticos post-
mortem que provocan la degradacion de proteinas miofibrilares en los
musculos de tejido conectivo, asi como otros cambios enzimaticos.
Estos fendmenos provocan un aumento de la terneza (Khan et al., 2016,
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Destefanis et al., 2008; Guerrero et al., 2013; Leroy et al., 2004), de la
capacidad de retencion del agua (Bruce et al., 2004; Dashdorj et al.,
2016; Koutsidis et al., 2008), cambios en el color (Jayasooriya et al.,
2007) y a nivel sensorial como puede ser en el sabor, jugosidad,
salinidad o sabor a tostado, entre otras (Dashdorj et al., 2016; Gorraiz
et al., 2002; Irurueta et al., 2008). La degradacion lipidica facilita la
hidrolisis y oxidacion de los &cidos grasos, dando lugar a peroxidos que
reaccionan con péptidos formando compuestos aromaticos (Zhou &
Zhao, 2007), que aumentan durante la maduracion. La formacion de
péptidos durante el proceso de maduracion favorece el desarrollo de
precursores del sabor y la evolucion de sabores (Koohmaraie et al.,
1988; Troy & Kerry, 2010). Por eso se ha demostrado un aumento de la
intensidad general del sabor, del sabor uniforme, asi como un aumento
del sabor acido cuanta mayor sea la maduracion (Smith et al., 1978;
Spanier et al., 1997). Si bien es necesaria la oxidacion lipidica pues
conduce a productos que pueden reaccionar con otros de degradacion
proteica, aumentando la intensidad de sabor de la carne madura, un
exceso de oxidacién puede dar lugar a carbonilos provocando el efecto
contrario de un sabor menos deseable (ej. sabor metalico) (Yancey et
al., 2005).

Otros factores pre-mortem que afectan al proceso de maduracion y
consecuentemente al producto final son la raza, el sexo, la dieta, el tipo
de musculo etc. (Khan et al., 2016; Monson et al., 2005). Factores como
la raza o la dieta influyen de manera directa en cuanto a diferencias en
cantidad y solubilidad del colageno, tipo y cantidad de grasa etc. Esto
afectara al tiempo de maduracion necesario, debido a que, dependiendo
de la composicion de esta, se necesitara mas o menos maduracion (Li
etal., 2014; Monson et al., 2005; Van Ba et al., 2013; Xie et al., 1996).

1.2.4 Elestrésy el bienestar animal

En los ultimos afos, la actitud de los consumidores hacia los
animales de granja esta cambiando, especialmente en los paises
occidentales, donde cada dia se preocupan mas por las condiciones de
la cria de animales. De hecho, el bienestar animal y las cuestiones
relacionadas con las practicas agricolas éticas son cada vez mas

13
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apreciadas. Este hecho podria contribuir a la disminucion de la demanda
de carne y al aumento de consumidores vegetarianos en los ultimos afios
(De Backer & Hudders, 2015).

El estrés se define como el estado alterado que presenta un animal
a nivel emocional, de comportamiento y fisioldgico al enfrentarse a una
situacion que difiere de su estado habitual y es percibida como
amenazadora. Se pueden clasificar en dos tipos, el estrés psicoldgico,
desarrollado por factores como el manejo, la separacion del grupo
social, contacto con nuevos individuos etc.; y el estrés fisico, provocado
por factores como la deshidratacion, hambre, fatiga etc. (Terlouw et al.,
2008).

Independientemente del tipo de estrés que sufra el animal, este
puede tener consecuencias adversas en la industria carnica, porque
podrian afectar a los procesos bioquimicos durante la transformacion
del madsculo en carne. Ademas, se ha demostrado una relacion entre el
estrés y el sistema inmunoldgico, por lo que algunos problemas
sanitarios relacionado con brotes de enfermedades podrian evitarse
mejorando las condiciones higiénicas y de bienestar animal (Xing et al.,
2019).

Como resultado de esta creciente toma de conciencia, hay muchas
investigaciones en curso que estdn examinando en detalle los
principales factores que provocan estrés ya sean intrinsecos (como el
sexo, la genética y la edad) o extrinsecos (como el transporte pre-
sacrifico y las actividades de manejo) (Xing et al., 2019). El estrés pre-
sacrificio, el cual comprende el periodo de tiempo desde el momento en
el que el animal deja la granja de cria hasta el matadero (Ferguson &
Warner, 2008) causa efectos negativos en la calidad de la carne en
términos de los parametros sensoriales, fisicoguimicos y tecnolégicos.

1.3 PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA CALIDAD DE LA CARNE

131 pH

El pH es uno de los parametros mas importantes ya que influye en
otros atributos de calidad de la carne como son la capacidad de

14



Introduccién

retencion del agua, el color, el sabor, la terneza etc. (Borggaard, 2014;
Hartung et al., 2009). Este parametro esta directamente relacionado con
la acidificacion de la carne, la cual ocurre durante la conversion del
musculo en carne. Este proceso empieza una vez que se sacrifica al
animal, cuando la circulacion sanguinea cesa y por consiguiente
también el aporte de oxigeno y nutrientes. Debido a esto, una vez que
acaba la fase de pre-rigor (3-6 horas), donde el musculo adn tiene ATP
que se sintetiza a partir de la creatina fosfato, el metabolismo cambia
de aerobio a anaerobio (D’Alessandro & Zolla, 2013; Lana & Zolla,
2016). La glucolisis anaerobia (a partir del glucdgeno) forma &cido
lactico que se acumula en el masculo debido a la ausencia de circulacion
sanguinea. Este proceso provoca una caida de pH, que en el mdsculo
longissimus thoracis, pasa de un pH a 24 h post mortem de 7,2 a un pHu
(4ltimo) de 5,5 (Warriss, 2000). El pH < 5,8 se considera normal y da
lugar a carnes de alto valor comercial (Romero et al., 2017).

El glucogeno es el principal substrato metabolico para la
acumulacion del acido lactico durante el periodo post mortem. Durante
una situacion de estrés pre-sacrificio las reservas de glucogeno se
consumen antes del sacrificio por lo que disminuye, alterando la
acidificacion normal de la carne y provocando un pHu mayor que 6,0,
obteniéndose carnes defectuosas DFD (Dark, firm, dry) (Adzitey &
Nurul, 2011; Romero et al., 2017). Se ha observado que el sistema de
produccion y alimentacion afecta al pH, pues diversos estudios
muestran como el ganado alimentado en sistemas extensivos presenta
mayores valores de pH que aquellos alimentados en sistemas mas
intensivos, debido a que estos Gltimos propician un mayor contacto con
el ser humano, sufriendo menos estrés pre-sacrificio que aquellos
criados en sistemas extensivos, donde sus niveles de glucégeno
disminuyen mas por el estrés pre-sacrificio conduciendo a un pHu mas
alto (Muir et al., 1998; Priolo et al., 2001). EI pHu puede también estar
influenciado por el tipo de raza, pues el distinto temperamento y
comportamiento social implica una diferente respuesta al manejo pre-
sacrificio y por tanto diferente pHu (Marino et al., 2014).
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1.3.2 Color

El color es uno de los factores clave en la toma de decisiones por
parte de los consumidores para la compra, pues le permite percibir
frescura en la carne y una apariencia saludable (Carpenter et al., 2001;
Glitsch, 2000; Muchenje et al., 2009a; Smith et al., 2000).

Este parametro esta influenciado por la concentracion y el estado
quimico de los pigmentos (hemoglobina y mioglobina) y por las
propiedades fisicas de la carne, como la dispersion de la luz y las
propiedades de absorcion. La mioglobina es la principal proteina que
influye en el color de la carne, estando en una concentracion de entre el
50% y el 90% del total de pigmentos musculares (Mancini & Hunt,
2005; Warriss, 2000). Cuando la mioglobina no presenta ligando el
hierro hemo estd en forma reducida, por lo que se obtiene la
deoximioglobina (Fe?*(H20)). Esta presenta un color rojo-plrpura o
rosa pdrpura y ocurre cuando la concentracion de oxigeno es muy baja.
Una vez que la carne se expone al aire, ocurre un proceso llamado
blooming u oxigenacion, donde se desarrolla un color rojo brillante
representativo de la carne fresca. Durante este proceso se oxigena la
mioglobina transformandose en oximioglobina (Fe?*(O2)). Un tercer
paso es la oxidacion de la deoximioglobina o la oximioglobina, en
forma de metamioglobina (Fe?*(OH)), de color marrén. Otro estado,
menos estudiado de la mioglobina es la carboximioglobina, la cual une
monoxido de carbono en vez de oxigeno (Fe?*(CO)), obteniendo un
color rojo brillante (Fig. 4). La concentracion relativa de la
deoximioglobina, la oximioglobina y la metamioglobina son los
factores que van a afectar en el color de la carne (Mancini & Hunt,
2005; Suman & Joseph, 2013). Para poder determinar el color de la
carne es necesario exponer esta durante al menos una hora al aire
(Lopez-Bote, 2017; Warriss, 2000). El color de la carne se ve afectado
por muchos factores, como los asociados con el manejo, la dieta y la
genética (Faustman & Cassens, 1990).
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Figura 4. Esquema del color de la carne y del estado redox de la mioglobina.

1.3.3 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua 0 WHC (abreviado en inglés
Water Holding Capacity), es definida como la capacidad de la carne o
algun producto carnico para retener el agua después de aplicar algun
tipo de fuerza (picar, rebanar y cortar) (Bowker, 2017; Pearce et al.,
2011; Warner, 2017). Este parametro esta relacionado con la
aceptabilidad de los consumidores pues afecta a la jugosidad lo que
permite obtener mayor valor economico (Warner, 2017). El 75% del
musculo estd formado por agua que se puede encontrar en tres
fracciones diferentes. 1) Agua de union, que constituye un 1% y que
debido al carécter dipolar del agua estd estrechamente unida a las
proteinas a través de los grupos hidrofilicos cargados de los
aminoéacidos. Esta fraccion tiene una movilidad muy reducida y no se
desplaza a otros compartimentos en el musculo incluso aplicando
factores externos como pueden ser el calor o el frio. Como
consecuencia, esta fraccion permanece constante en el musculo
postrigor y tiene poca influencia en la WHC. 2) Agua inmovilizada o
atrapada. Esta comprende el 85% del agua total, y se caracteriza por ser
agua que es retenida por sus efectos estéricos dentro de la estructura
muscular. Esta fraccion de agua esta sujeta por atracciones débiles entre
las proteinas musculares y el agua. Esta agua no tiene una gran
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movilidad, pero durante el proceso de conversion del musculo en carne
y en la maduracién se puede movilizar debido a cambios estructurales
de la proteinay del pH. 3) El agua libre es el agua que puede movilizarse
sin obstaculos y esta Unicamente restringida por las membranas
celulares y fuerzas capilares, siendo independiente de los grupos
cargados. Esta se puede movilizar facilmente y perderse durante el
procesado tecnologico de la carne (Warner, 2017).

Durante la conversion del muasculo en carne, muchos procesos
bioquimicos y cambios estructurales ocurren en el musculo afectando a
la WHC (bajada de pH, desintegracion de membranas celulares,
degradacidon de proteinas etc.). Factores como la dieta o el tipo de raza
afectan al crecimiento muscular, la fisiologia o la composicion
influyendo indirectamente en la WHC (Bowker, 2017). Para evaluar la
WHC se mide la cantidad de agua exudada después de aplicar una
fuerza, bien sea natural, externa, o a través de metodos indirectos. Entre
los métodos mas usados destacan las pérdidas por goteo (drip loss) que
no aplican una fuerza externa, o bien a través de la aplicacion de calor
para la determinacion de las pérdidas por coccion (cooking loss)
(Bowker, 2017; Warner, 2017; Warriss, 2000).

1.3.4 Texturade lacarne

La textura de la carne y en concreto la terneza es uno de los
atributos méas valorados de la calidad de la carne por parte del
consumidor (Shackelford et al., 2001). La terneza esta influenciada por
factores inherentes a la propia carne durante el proceso de
transformacion del musculo en carne como la longitud del sarcomero,
la cantidad y composicion del tejido conectivo y los cambios
proteoliticos (Warriss, 2000). Ademas de estos factores que afectan
durante el acondicionamiento post mortem (maduracion), existen otros
factores con un gran impacto en la terneza como son el genotipo, dieta,
sexo, estrés pre-sacrifcio, etc. (Hui et al., 2012). Las tasas glucoliticas
de los diferentes musculos, el tipo de fibras musculares, el nivel de
grasa intramuscular, entre otros, pueden variar dependiendo del tipo de
raza y por consiguiente afectar a la terneza.

18



Introduccién

Los métodos de evaluacién de la textura y/o terneza de la carne se
pueden realizar a diferentes niveles, ya sea mediante técnicas
instrumentales o sensoriales. De entre los métodos instrumentales mas
usados destacan el método de Warner-Braztler donde se determina la
fuerza de corte con una sonda tipo Warner-Braztler (Warner-Braztler
shear force, WBSF (Honikel, 1997) y también destaca el analisis de
perfil de textura (texture profile analysis, TPA), que se basa en
comprimir la carne con una sonda cilindrica, simulando una
masticacion. EI TPA permite evaluar diferentes parametros como son
la dureza (la fuerza requerida para alcanzar una determinada
deformacion), gomosidad (energia necesaria para desmenuzar un
alimento semisdlido a un estado adecuado para ser deglutido),
masticabilidad (energia necesaria para masticar un alimento semisolido
a un estado adecuado para ser deglutido), cohesividad (es la fuerza de
atraccion intramolecular por la que un cuerpo se mantiene unido) o
elasticidad (proporcion en la que un material deformado vuelve a su
estado normal al eliminar la fuerza deformante) (Novakovi¢ &
Tomasevi¢, 2017).

1.3.5 Oxidacién lipidica y proteica

Los procesos de oxidacion pueden tener lugar tanto en los lipidos
como en las proteinas. Los lipidos son esenciales para la nutricion
humana y las caracteristicas de la calidad carne (Purrifios et al., 2011),
pero sufren procesos de degradacion oxidativa. En este estado de
oxidacion tienen efectos negativos en el color, textura, olor y sabor o
incluso tener compuestos toxicos (Alfaia et al., 2010; Karre et al., 2013;
Pereira & Abreu, 2018; Purrifios et al., 2011). La oxidacion puede
ocurrir por tres vias distintas: autooxidacion; enzimatica y fotoxidacion,
siendo la primera una de las mas importantes. (Sammet et al., 2006;
Shah et al., 2014). La velocidad de inicio de la oxidacion se ve afectada
por diferentes factores intrinsecos, como son la composicion de la carne
(en la que el tipo de acidos grasos (AG) tiene gran peso al ser el
substrato principal de la oxidacion lipidica), proteinas homo, metales
etc. (Ahmed et al., 2016; Falowo et al., 2014). Estos factores varian en
funcién del genotipo, sistema de produccion, alimentacion de acabado
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o tipo de musculo (Kralova, 2015; Min et al., 2008; Min & Ahn, 2005).
También pueden verse afectados por factores extrinsecos, como las
condiciones de almacenamiento o tipo de procesado (Chaijan &
Panpipat, 2017).

En cuanto a la oxidacion proteica esta es definida como la
modificacion covalente de una proteina provocada por una reaccion de
especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) de
manera directa 0 de manera indirecta por productos secundarios
provenientes del estrés oxidativo (Zhang et al., 2013). La oxidacion de
las proteinas provoca cambios en la propia estructura de esta, cambios
en las cadenas laterales de los aminoacidos, formacion de carbonilos
etc. (Lund et al., 2011; Stadtman, 1990). La formacion de carbonilos
implica una de las modificaciones méas importantes de las proteinas
oxidadas, teniendo alto impacto en la calidad de la carne (Estévez,
2011; Stadtman & Levine, 2003; Xiong, 2000).

1.3.6 Composicién quimica

La composicién quimica aproximada de la carne se corresponde a
los principales componentes quimicos: proteina, lipidos, agua
(humedad) y cenizas. Las proteinas que forman sobre el 20 % de la
composicion quimica realizan diversas funciones (estructurales,
enzimas, contractiles etc.). Los aminodcidos que componen las
proteinas se subdividen en esenciales, las cuales no pueden ser
sintetizadas por los animales, y no esenciales, las cuales se pueden
sintetizar a partir de una fuente proteica. Los lipidos son una importante
fuente de almacenamiento de energia, que también forman parte de las
membranas celulares. El contenido en agua se mide por secado a 103-
105°C, que causa las pérdidas de agua y algunas otras sustancias
volatiles. Por ultimo, las cenizas nos permiten evaluar el contenido
mineral inorganico y se obtienen a través de la incineracion de la carne
a 550°C una vez que toda la materia organica es calcinada (Warriss,
2000).
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1.4 ACIDOS GRASOS

Los &cidos grasos son moléculas compuestas por cadenas de
atomos de carbono de diferentes longitudes con la siguiente estructura
CH3-(CH2)r-COOH. La nomenclatura sistematica se fundamenta en
base al nimero de atomos de carbono y el numero y posicién de dobles
enlaces respecto al extremo carboxilo. Otra de las clasificaciones mas
usadas es el sistema w 0 n, en la que se indica la posicién del primer
doble enlace respecto al grupo metilo (ej. 18:2 n-6; tiene 18 C, y
contiene dos dobles, y el primero esta en el sexto carbono (C 6) mas
alejado del grupo metilo). Los acidos grasos a su vez se clasifican en
funcion de numero de dobles enlaces en: 1) Acidos grasos saturados
(SFA, saturated fatty acid), los cuales no presentan dobles enlaces,
suelen ser volatiles (cadena corta) o solidos (cadena larga) a
temperatura ambiente y representan sobre un 40% en la carne. 2)
Acidos grasos insaturados, que presentan dobles enlaces y los cuales
pueden ser liquidos a temperaturas ambiente y se subdividen en, &cidos
grasos monoinsaturados (MUFA, monoinsaturated fatty acid), los que
presentan un unico doble enlace y representa en la carne un 40%; y
acidos grasos polinsaturados (PUFA, polyunsaturated fatty acid), los
cuales tienen mas de un doble enlace y representan sobre el 20% del
total en la carne y en los cuales normalmente destacan los de tipo n-6 y
n-3. A su vez los acidos grasos insaturados se designan ademas de segun
el nimero de dobles enlaces que tengan, por su disposicion, donde hay
tipo cis, en donde los &tomos de H se localizan en la misma direccion o
de tipo trans, en donde estan en posicion opuesta (Lobb & Chow C.K.,
2007; Wood et al., 2007) (Fig. 5).

El valor nutricional de la grasa es uno de los factores que mas
preocupan a los consumidores a la hora de evaluar no solo la calidad de
la carne (textura, sabor etc.), sino los beneficios para la salud (Banovi¢
et al., 2009; Calkins & Hodgen, 2007). De hecho, la ingesta de SFA
estd asociada con el aumento de colesterol y lipoproteinas de baja
densidad, las cuales son factores causantes de enfermedades
cardiovasculares y obesidad (Mapiye et al., 2011; Williamson et al.,
2005), mientras que los MUFA y PUFA reducen los niveles de
colesterol en sangre (Wood et al., 2007). Las relaciones n-6/n-3 y
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PUFA/SFA son empleadas como los principales indicadores del valor
nutricional de la grasa (Simopoulos, 2008), siendo deseables un valor
bajo y alto de las relaciones n-6/n-3 y PUFA/SFA respectivamente, para
reducir la presencia de enfermedades cronicas y de tipo coronario
(Moloney et al., 2001; Simopoulos, 2002). Por consiguiente, aquella
carne con un contenido graso con mayor cantidad de PUFA (sobre todo
acidos grasos n-3) junto con un menor contenido en SFA tendr efectos
positivos en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y
metabdlicas, algunos tipos de cancer y en la obesidad (EFSA, 2010;
FAO, 2010). Desde este punto de vista, cambios en la dieta en la
produccion animal pueden variar el perfil de acidos grasos de sus
productos finales, haciéndolos mas saludables (Scollan et al., 2001).

Hay diversos factores que afectan a la composicion de los acidos
grasos, como los genéticos, el tipo de musculo, manejo etc. (Martins et
al., 2018; Wood et al., 2007). Los sistemas de produccion y el tipo de
alimentacion afectan al contenido y la composicion de acidos grasos de
las canales (Varela et al., 2004; Webb & O’Neill, 2008) y de la carne
(Wood et al., 2003). Los terneros alimentados con pastos presentan
mayor contenido en compuestos de acidos grasos tipo n-3 y mas PUFAs
asi como un bajo contenido en grasa intramuscular (IMF, intramuscular
fat) y colesterol (Descalzo et al., 2005; French et al., 2000b; Guerrero
et al., 2013; Muchenje et al., 2009b; Wood et al., 2008). Los sistemas
semiextensivos también proporcionan menor cantidad de SFA y
mayores valores de acidos grasos tipo n-3, acido linoleico conjugado
(CLA) y trans 11-18:1 (precursor del principal del CLA), considerado
como positivos para la salud (Dilzer & Park, 2012; French et al., 2000b;
Humada et al., 2012). EI CLA es un isdmero del &cido linoleico [PUFA
tipo n-6], que presenta propiedades anticancerigenas y que aumenta la
respuesta inmune, reduce la diabetes y ateroesclerosis (Tricon &
Yaqoob, 2006; Wood et al., 2007), mientras que los animales
alimentados con piensos comerciales producen carnes con mayor
contenido de grasa intramuscular, MUFA, SFA y una mayor relacion
n-6/n-3, entre otros debido a que los piensos comerciales se basan en la
fuente semillas oleaginosas (soja, maiz) que son ricas en 18:2 n-6
(Dannenberger et al., 2005; Horcada et al., 2017; Marino et al., 2006;
Van Elswyk & McNeill, 2014) (Fig. 5).

22



Introduccién

Acidos grasos . M
saturados (SFA) Animales alimentados
con grano:
+ SFA
— t MUFA
Amdos grasos M * Ratio n-6/n-3
monoinsaturados
(MUFA) B
Acidos grasos —
Acidos grasos
insaturados Animales alimentados
con pasto:
Acidos grasos L +SFA
polinsaturados — + PUFA
(PUFA) 'i..r-}‘ + Ration-6/n-3  *
AL

Figura 5. Clasificacion de los acidos grasos y representacion de la influencia
del tipo de alimentacion en la concentracion de estos en la carne de vacuno.

1.5 ANALISIS SENSORIAL DE LA CALIDAD DE LA CARNE

Dentro del amplio concepto de calidad de la carne, la cual es
definida por la calidad composicional (relacién magro-graso) y factores
de palatabilidad como olor, firmeza, sabor, apariencia, jugosidad y
terneza segun la FAO, 2020, hay un creciente interés en la mejora de la
calidad sensorial. La aceptabilidad sensorial es uno de los principales
factores que conciernen a los consumidores y que afectan a sus
decisiones de compra (Mcllveen & Buchanan, 2001).
Desafortunadamente, el perfil sensorial de los productos carnicos ofrece
con frecuencia una gran e incontrolable variabilidad debido a los
diferentes factores productivos y tecnoldgicos, asi como a las
caracteristicas intrinsecas de la carne propias de cada individuo.
Efectivamente, estudios previos han informado que las caracteristicas
sensoriales de la carne se ven afectadas por factores ante-mortem
(alimentacién, manejo y transporte previo al sacrificio) y post-mortem
(condiciones de maduracién [tiempo y temperatura], envasado y
cocinado), que implican una variabilidad significativa (Bonneau &
Lebret, 2010; Resconi et al., 2010; Villarroel et al., 2003). Con la
finalidad de satisfacer los gustos de los consumidores, no solo hay que
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tener en cuenta los factores psicoldgicos (creencias y expectativas) y
factores ambientales (marketing), sino que los factores sensoriales del
propio producto son los que mas peso tienen (Font-i-Furnols &
Guerrero, 2014; Torrico et al., 2018). Por lo tanto, los analisis
sensoriales, y en concreto, los andlisis descriptivos desarrollados por
panelistas calificados (catadores), pueden proveer de informacion
objetiva en sabor, gusto y textura.

Los atributos sensoriales de la carne mas importantes son los
relacionados con factores organolépticos tales como la apariencia
visual, la firmeza, el olor y la percepcidn en boca en términos de textura
y sabor (Fig. 6). (Font-i-Furnols & Guerrero, 2014). Uno de los
atributos mas importantes es la textura, el cual es un atributo sensorial
multiparamétrico conformado por la terneza, jugosidad, untuosidad,
fibrosidad, y arenosidad. La terneza (que se define como la facilidad o
la dificultad con que se puede masticar o cortar una carne) y la
jugosidad (definida como la percepcion de humedad durante el
consumo) son los atributos mas positivamente apreciados (O’Quinn et
al., 2012). Ademas, el sabor y olor de la carne se produce después de
un proceso térmico de cocinado en el que los compuestos volatiles son
liberados debido a reacciones de la degradacion lipidica y de Maillard
(Lorenzo & Dominguez, 2014; Miller, 2017). En el ganado estos
atributos estan influenciados por la genética y la alimentacion, por ej.
Font-i-Furnols & Guerrero (2014) mostré como animales alimentados
en pasto presentan peores sabores que en aquellos con alimentacion
basada en cereal.

El andlisis sensorial se puede realizar a diferentes niveles
dependiendo de si las diferencias entre muestras son detectables o no.
Si no lo son o quizas sean pequefias, es recomendable hacer un test
discriminante o descriptivo, preferentemente con panelistas, mientras
que si lo son es recomendable hacer andlisis sensoriales con
consumidores (Belk et al., 2015; Miller, 2017). Los atributos
sensoriales, estan influenciados por la edad del animal, raza, el régimen
de alimentacion, el manejo pre-sacrificio y la maduracion (Moholisa et
al., 2017, Aaslyng & Meinert, 2017).
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Color: Caracteristicas visibles de la carne. Es el resultado
de la cantidad de pigmento (mioglobina), el estado redoxy <% ‘:‘
la luz reflejada por la superficie.

Olor: Estimulacién de los receptores olfativos en la cavidad
nasal a través de compuestos volatiles.

Sabor y gusto: Es la impresién pecibida en la boca a través de
los sentidos quimicos cuando el consumidor come un producto.

Jugosidad: Cantidad de agua retenida en la carne y cantidad
de lipidos, que provocan una percepcién de humedad durante
la deglucién.

Terneza: Respuesta psicolégica a los  estimulos
fisico-quimicos de la masticacién.

Figura 6. Principales atributos sensoriales que afectan a la aceptabilidad de
la carne por parte del consumidor.

1.6 PROTEOMICA

Las proteinas son las moléculas biologicas mas complejas en
términos de sus funciones y estructuras. En 1996, Mark Wilkins acufié
el término de proteoma resultante de la combinacion de proteina y
genoma (Wilkins et al., 1996). Para el andlisis del proteoma emergio la
ciencia de la protedmica, la cual estudia el complemento entero de las
proteinas expresadas en una célula en un tiempo concreto (Bendixen,
2005; Saraswathy & Ramalingam, 2011a; Wilkins et al., 1996). Por
otro lado, el proteoma es altamente dindmico, ya que depende del estado
del 6rgano y la célula, en contrapartida el genoma es practicamente fijo
a lo largo de la vida del organismo. Esto hace de la protedmica un
campo desafiante, debido a que las proteinas incluyen modificaciones
y/o degradaciones, el splicing alternativo, interacciones proteina-
proteina etc. (Tosto & Reitz, 2016). Por todo esto, la protedmica es
altamente compleja debido al gran dinamismo que presentan las
proteinas, lo que la hace dividirse en diferentes areas de estudio:
protedbmica estructural, funcional, cuantitativa, glucoprotedmica,
fosfoprotedmica, expresion protedbmica o clinica (Saraswathy &
Ramalingam, 2011a; Tosto & Reitz, 2016).
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Uno de los métodos de la proteébmica mas desarrollados es la
electroforesis bidimensional a través de los geles de poliacrilamida (2-
DE PAGE), que debido a su reproducibilidad y robustez permite una
separacién optima de las proteinas (Baudin, 2012; Mouzo et al., 2018a;
O’Farrell, 1975; Saraswathy & Ramalingam, 2011b; Tosto & Reitz,
2016). La electroforesis bidimensional se basa en una separacion
ortogonal en la que la primera dimension se produce a través del
isoelectroenfoque (IEF) y en la segunda dimensién por medio de geles
de dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE). La separacion de las
proteinas en IEF se realiza en funcion del punto isoeléctrico (pl) y en el
SDS-PAGE en funcién de la masa molecular (Mr) (Baudin, 2012;
Saraswathy & Ramalingam, 2011b). El uso de tiras de gradiente de pH
inmovilizado (IPG) durante la primera dimension provee resultados
mas reproducibles ya que el gradiente de pH es fijo (Baudin, 2012; Gérg
et al., 1988; Oliveira et al., 2014). Una vez que las proteinas
desnaturalizadas migran a una localizacion especifica en el gel de
poliacrilamida, su visualizacion se realiza a través de tintes
tradicionales como azul de Comassie o la tincion de plata. Sin embargo,
el uso de tintes fluorescentes permite una mejora en la sensibilidad y un
mayor rango dinamico a la hora de visualizar las proteinas. La
visualizacion con tintes permite observar diferentes escenarios como el
proteoma global (a través de SYPRO Ruby, Flamingo etc.), isoformas,
procesos de modificacion postraduccional (PTM) (fosforilacion o
glucosilacion, mediante Pro-Diaomond, Pro-Q Esmeralda etc.) etc.
(Agrawal & Thelen, 2009; Baudin, 2012; Berggren et al., 2002;
Chakravarti et al., 2010; Saraswathy & Ramalingam, 2011b). En los
altimos afos la espectrometria de masas (MS) acoplada a la 2-DE se ha
desarrollado de manera exponencial, permitiendo la identificacion de
los polipéptidos separados. Esta estrategia consiste en la separacion del
proteoma de la muestra a analizar a través de 2-DE, procediendo a
continuacion a la extraccién en el gel de los spots de la proteina de
interés, una posterior digestion (principalmente con tripsina) y
finalmente, la identificacion de los péptidos obtenidos a través de la MS
(Baudin, 2012).

En las ultimas décadas, el desarrollo de la protedmica basada en
MS permitié ampliar el conocimiento del proteoma desde el punto de
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vista descriptivo hasta el cuantitativo (Angel et al., 2012). Existen dos
tipos de métodos por los cuales se pueden analizar las biomoléculas, a
través de la estrategia bottom-up, en la que la mezcla de proteinas se
degrada bien enzimatica o bien quimicamente para obtener péptidos, o
por otro lado, la técnica de top-down, donde se identifican las proteinas
intactas mediante MS (Drabovich et al., 2013). Para el analisis de las
proteinas y péptidos se necesita ionizar la carga del analito en la fase
gaseosa. En protedmica dos de los principales métodos de ionizacion
que més se utilizan son la ionizacion por electrospray (ESI) y la
ionizacion por desorcion laser asistida por matriz (MALDI). Una vez
ionizados se analizaran por MS siendo el instrumento TOF (time of
flight) uno de los mas usados en combinacion con MALDI, el cual
permite evaluar la masa del analito segln el tiempo de vuelo de cada
ion, desde su aceleracion en la fuente hasta el impacto con un detector.
Los espectros obtenidos corresponden a péptidos individuales y estos
se comparan con bases de datos de secuencias genémicas o0 proteicas
para adquirir las proteinas presentes en la muestra (Drabovich et al.,
2013).

En los Gltimos afios ha habido un rapido crecimiento en el campo
de la prote6mica, en concreto, de técnicas gel free; iTRAQ (isobaric
tag for relative and absolute quantitation); un aumento en el desarrollo
de cromatografia liquida (LC-MS) y en la instrumentacion de MS como
el orbitrap (Baiwir et al., 2018; Hardman & Makarov, 2003; Niessen,
2003; Wood et al., 2003). Sin embargo, a pesar de que los métodos de
MS intentan desplazar a la técnica basada en geles 2-DE, esta aun tiene
un peso muy importante en el campo de la protedmica. La presente
técnica tiene ventajas muy importantes frente a la MS como por ejemplo
caracterizar las isoformas de las proteinas, modificaciones
postraduccionales etc. Ademas, actualmente emergen nuevas
variaciones en este método que potencian la 2-DE (ej. zimografia,
andlisis protedbmico seroldgico etc.) (Lee et al., 2020; Oliveira et al.,
2014; Rogowska-Wrzesinska et al., 2013).
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1.7 PROTEOMICA APLICADA AL ESTUDIO DE LA CARNE: VISION

GENERAL

A lo largo de los Gltimos afios ha habido un gran interés por el uso
de las técnicas protedmicas en el area de la ciencia de la carne, puesto
que permite, a diferencia de métodos tradicionales, abordar el estudio
de grandes cantidades de proteinas de manera simultanea (Hollung et
al., 2007; Paredi et al., 2012). Alguno de los propositos mas ilustrativos
de la protedmica en esta &rea fueron, entre otros, el aumento de la
calidad de los productos (Hollung et al., 2007), la especificidad de las
especies (Picard et al., 2010; Sentandreu & Sentandreu, 2011) o la
obtencion de alimentos seguros y su autentificacion (Paredi et al., 2013;
Sentandreu & Sentandreu, 2011), ya que el proteoma es un puente entre
el genoma y los caracteres funcionales de la carne. Sin embargo, como
se ha visto en esta Tesis, la calidad de la carne es un caracter muy
complejo que puede estar influenciado por muchos factores, de ahi que
el auge de la protedmica en esta area se haya centrado en el estudio de
los mecanismos biologicos que subyacen a estos parametros con el fin
de mejorarlos (D’Alessandro & Zolla, 2012). Entre otros caracteres, se
ha intentado encontrar la relacion entre el proteoma muscular y el color,
la WHC vy la terneza (revisados en Gobert et al., 2014; Paredi et al.,
2013; Picard & Gagaoua, 2017; Schilling et al., 2017; Wu et al., 2015).
Asimismo, la protedmica permite comprender las variaciones de
proteinas cuya abundancia o nivel de expresion esta asociada con un
fenotipo de interés y con los procesos bioquimicos de la conversion del
musculo en la carne, los cuales acabaran afectando a la textura y a la
calidad final de la carne (Gobert et al., 2014; Paredi et al., 2012; Wu et
al., 2015).

Dos de los objetivos fundamentales de la protedmica en el estudio
de la carne son la obtencion de un mapa proteémico y la protedémica
comparativa, siendo la electroforesis bidimensional una de las
metodologias mas usadas (Hollung et al., 2007). EIl primero, se basa en
comprender y caracterizar el proteoma presente en una célula, tejido u
organismo (Bendixen, 2005). Un ejemplo es la caracterizaciéon del
proteoma del musculo semitendinoso de la raza bovina Charolesa
(Bouley et al., 2004) o la identificacién de proteinas alcalinas del
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masculo bovino (Chaze et al., 2006). El segundo objetivo es la
protedmica comparativa, la cual permite establecer tanto diferencias
cuantitativas y cualitativas de patrones de expresion proteicos entre
muestras como identificar o predecir biomarcadores potenciales a
través de las proteinas y péptidos (Mora et al., 2018).

1.8 PROTEOMICA COMPARATIVA: DIFERENCIACION BOVINA ENTRE

RAZAS

Un total de 1019 razas de ganado local han sido registradas en el
Banco de Datos Globales de Recursos Genéticos Animales (FAO,
2015). Los programas de entrecruzamiento que se han llevado a cabo
durante décadas de investigacion han demostrado que existen grandes
diferencias entre las razas de ganado en cuanto a la composicion de la
canal (por ejemplo, el grosor de la grasa corporal y el peso de la canal)
y la calidad de la carne (ej. la terneza), caracteristicas que son
influenciadas de manera variable por la composicion genética y por
factores ambientales (Burrow et al., 2001). La aplicacion de tecnologias
gendmicas de alto rendimiento ha proporcionado valiosos datos a nivel
de todo el genoma para miles de marcadores, informacion sobre la
diversidad genomica entre razas y ha impulsado la identificacion de loci
de caracteres cuantitativos (quantitative trait loci, QTL) subyacentes a
las variaciones entre razas en los atributos de la canal y de la calidad de
carne de vacuno (Medeiros De Oliveira Silva et al., 2017; Ramayo-
Caldas et al., 2016).

La protedmica comparativa puede proporcionar a los estudios
genéticos una informacion superpuesta de valor extraordinario para
desentrafiar las complejas vias moleculares y los QTL candidatos
relacionados con las variaciones en la calidad de carne entre las razas
de ganado. Un ejemplo de esto es el estudio comparativo en el muasculo
longissimus dorsi, en concreto en el tejido adiposo subcutaneo a traves
de 2-DE entre las razas de bovino Japanase Black y Holstein. En esta
investigacion se encontraron cinco proteinas candidatas que causan
diferencias en la calidad de la carne entre estas razas. Sin embargo, al
comparar tres de estas proteinas a nivel de ADN a través de las

29



RAQUEL RODRIGUEZ VAZQUEZ

secuencia codificadoras de genes no hay ninguna diferencia entre las
razas (Ohsaki et al., 2007). Otro ejemplo es el estudio de Timperio et
al. (2009), en el cual se evalla la expresion génica a través de los
analisis a nivel protedmico y transcriptomico de las razas Holstein
Friesiany Chianina en el higado. Estos autores encontraron 39 proteinas
y 167 genes expresados diferencialmente, mostrando asi diferencias a
nivel metabolico del higado entre ambas razas, resultado de
modificaciones en pocos genes o0 proteinas a través de la seleccion
artificial humana de crias bovinas. Otro estudio de proteémica
comparativa se realizé a través de las técnicas dot blot y técnicas
electroforéticas con mini geles de alta resolucién, donde se hallaron 21
biomarcadores protedmicos. Se intentdé encontrar una relacion entre
estos y el caracter de terneza de la carne dependiendo de la temperatura
final, el pais de origen de los panelistas y las razas de estudio (Gagaoua
etal., 2019).

En relacion con la protedmica comparativa, las variaciones de la
calidad de la carne y las razas de vacuno, hay que destacar primero de
todo, que la protedmica permite el analisis de los productos finales de
la expresion de los genes codificadores de proteinas que participan en
la conversion del mdsculo en carne. Asimismo, permite explorar la
relacion genotipo-ambiente y establecer un puente entre ambos. En
segundo lugar, las diferencias a nivel de abundancia de proteinas en la
proteébmica comparativa es un enfoque alternativo para aproximarse a
la clonacion posicional de QTL para descubrir proteinas candidatas de
QTL (pQTL) que subyacen al caracter de interés (Acharjee et al., 2018)
(Fig. 7). La protedmica comparativa entre razas tiene la ventaja afiadida
de que facilita la identificacion de pQTL ya que las diferencias en
cuanto a los atributos de calidad de la canal y calidad de la carne son
significativamente mayores que aquellas diferencias dentro de una
misma raza (Burrow et al., 2001). También hay que destacar que
permite el descubrimiento de marcadores proteicos especificos de la
raza que pueden ser usados para la autenticidad y trazabilidad de la
carne a través de procesos de produccién industrial (Fontanesi, 2017;
Montowska & Pospiech, 2012).
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Figura 7. Esquema representativo de los pQTL candidatos.

1.9 DISTANCIAS PROTEOMICAS

Las distancias protedmicas pueden ser una herramienta poderosa
para evaluar la informacion resumida sobre el grado de divergencia
protedmica global entre las poblaciones. Sin embargo, cabe destacar
gue la medida de distancia protedmica es considerablemente mas
compleja que la medida de distancia genetica. En particular, la distancia
protedmica entre un determinado par de poblaciones puede sufrir
variaciones significativas debido a la enorme plasticidad espacio-
temporal del proteoma. Hasta la fecha, solo unos pocos estudios han
utilizado medidas de distancia proteémica para evaluar la relacion de la
diferenciacion protedmica entre poblaciones con la diversidad
filogenética intraespecifica establecida por marcadores genéticos en el
parasito Trypanosoma cruzi (Telleria et al., 2010), evaluar las
proximidades genéticas entre especies y género de la familia de las
plantas Brassicaceae (Marques et al., 2001), demostrar variaciones en
los caracteres cualitativos de la judia comdn (Phaseolus vulgaris) y la
patata (Solanum tuberosum) (Lo6pez-Pedrouso et al., 2014; Mouzo et
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al., 2018b) y estudiar los cambios en la terneza de la carne de vacuno
(Gagaoua et al., 2019). Las distancias protedmicas se han evaluado
utilizando las medidas de distancias de Nei & Liy de Jaccard (Jaccard,
1908; Nei & Li, 1979). El indice de disimilaridad de Nei & Li es dado
por D =1 —F; donde F = 2nx/ (nx + ny), Nxy es el nimero total de spots
compartidos entre las poblaciones x e y, y donde nx y ny es el nimero
total de spots en las poblaciones x e y, respectivamente. Mientras que el
indice de distancia de Jaccard es D = 1 — J, donde J = nxy/ (nxy + a + b),
y a y b son los spots Unicos Unicamente representados en las
poblaciones x ey, respectivamente. Se trata de medidas de distancia
protedbmica de tipo cualitativo, calculadas a partir del nimero de
proteinas comunes y no comunes entre las poblaciones. Por lo tanto, las
distancias cualitativas son Utiles cuando las diferencias entre los perfiles
protedmicos son cualitativamente pronunciadas, exhibiendo un gran
namero de proteinas compartidas y no compartidas. Sin embargo, una
medida mas eficiente y general de la distancia protedmica deberia
incluir también diferencias cuantitativas en la abundancia de proteinas.
Las medidas de distancias calculadas a partir de datos protedmicos
cuantitativos se han utilizado tradicionalmente para evaluar el nivel de
similitud/disimilitud entre las poblaciones por métodos estadisticos
multivariantes, como los analisis de componentes principales y analisis
de cluster. Sin embargo, hasta donde sabemos, no se ha estimado hasta
la fecha una distancia cuantitativa que resuma en un solo valor
numérico el grado de divergencia protedmica entre poblaciones.

En la presente Tesis Doctoral, se evaluaran las distancias
protedmicas cuantitativas entre las razas bovinas AV, RE y RG a través
de los perfiles protedbmicos del musculo de la carne longissimus
thoracis (LT) por medio de la electroforesis bidimensional. Como se
destacd anteriormente, estas son tres de las razas de ganado mas
importantes de la industria espafiola de la carne (MAPAMA, 2018). La
distancia protedmica entre los pares de razas fueron estimadas por
medio del estadistico recientemente propuesto de distancia cuantitativa,
QD (quantitative distance), que tiene en cuenta la diferencia en
abundancia cuantitativa de las proteinas compartidas y no compartidas
entre las poblaciones (Rodriguez-Véazquez & Zapata, 2019, Rodriguez-
Vazquez et al., 2020a). Ademas, se identificaron las proteinas que
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contribuyen a la distancia protedmica entre las razas mediante MS/MS
para obtener un conocimiento mas profundo de los procesos
bioquimicos que subyacen a las caracteristicas distintivas de la carne e
identificar los marcadores de proteinas candidatos para la
autentificacion de las tres razas de vacuno espariolas.

1.10 APLICACION PROTEOMICA RELACIONADA CON EL BIENESTAR

ANIMAL Y LA CALIDAD DE LA CARNE

Como se ha demostrado, durante el manejo animal muchas
situaciones estresantes pueden tener un impacto en los procesos
bioguimicos que afectan a la transformacion del musculo en carne.
Hacer frente a este problema es complicado, ya que el estrés es un
desorden complejo en los animales dependiente de factores intrinsecos
y extrinsecos. La mayoria de los indicadores de estrés que se usan
comunmente son cortisol, creatina quinasa y lactato en la sangre del
animal. Sin embargo, actualmente hay un gran avance en el desarrollo
de técnicas protedmicas que son capaces de obtener biomarcadores de
estrés, representando una poderosa herramienta para la industria de la
carne (Mouzo et al., 2020). La proteémica, como ya se ha visto, es
definida como el andlisis a gran escala de proteinas incluyendo su
identificacion, localizacion e interaccién. En este sentido, el proteoma
de determinado tipo de tejido es altamente variable en respuesta a la
estimulacion medioambiental, por lo que resulta una herramienta Util
para la comprension integral tanto de los procesos biologicos complejos
(Pandey & Mann, 2000) como los asociados al estrés como muestra la
Fig. 8.

Hasta la fecha, los estudios protedbmicos no solo han sido muy
utiles para el conocimiento en profundidad de los mecanismos
fisioldgicos y bioquimicos, sino también para hallar biomarcadores de
calidad (Jia et al., 2009). Asimismo, se estan usando técnicas avanzadas
para evaluar la relacion entre la calidad de la carne y la protedmica,
tales como la electroforesis bidimensional acoplada a la espectrometria
de masas, iTRAQ, MALDI-TOF y LC-MS. Ademas, los analisis

33



RAQUEL RODRIGUEZ VAZQUEZ

bioinformaticos se han usado frecuentemente para arrojar mas luz sobre
los datos protedmicos.
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Figura 8. Esquema representativo de la busqueda de biomarcadores de
proteinas de estrés. Fuente: Mouzo et al., 2020

En el dltimo capitulo de esta Tesis Doctoral se presentard una
vision general de las aplicaciones proteémicas para la industria
alimentaria en relacion con el bienestar animal. A continuacion, se
revisara la busqueda de biomarcadores proteicos asociados al estrés
animal, asi como un conocimiento méas profundo de los mecanismos
bioguimicos implicados. Se llevara a cabo un analisis metaproteémico
para investigar los principales procesos bioldgicos implicados en el
estrés animal proporcionados por diferentes estudios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Evaluacion del efecto de cuatro sistemas de produccion
(extensivo, semiextensivo, intensivo y tradicional) con diferentes
alimentaciones de acabado dentro de cada sistema de produccion en las
caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales y sensoriales de la carne del
musculo longissimus thoracis de terneros machos de raza RG
sacrificados a 9 meses. Estos sistemas de produccion con sus diferentes
dietas de acabado cubren un amplio rango de escenarios econémicos,
de sostenibilidad medioambiental y de bienestar animal, que se dan
actualmente en Galicia.

2.2 Evaluacion del efecto de la raza bovina (AV, RE y RG), el
sistema de produccion (extensivo e intensivo), el manejo pre-sacrificio
(mezclavs. no mezcla con individuos no familiares durante el transporte
y tiempo de espera en el matadero) y el tiempo de maduracion (7 y 14
dias) en las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de la carne del
musculo longissimus thoracis de terneros machos de las tres razas.

2.3 Estimacion de las distancias proteémicas cuantitativas entre las
razas bovinas AV, RE y RG a partir de los perfiles protedmicos de 2-
DE de las carnes del musculo longissimus thoracis. Las distancias
protedmicas entre los pares de razas se estimaran a través del estadistico
QD que tiene en cuenta la abundancia diferencial cuantitativa entre las
proteinas compartidas y no compartidas entre poblaciones.

2.4 ldentificacién de proteinas que contribuyen a la distancia
protedmica entre razas a traves de MS/MS para la obtenciéon de un
conocimiento méas profundo de los procesos bioquimicos que subyacen
a las caracteristicas distintivas de la carne.

2.5 Identificacion de marcadores de proteina candidatos para la
autentificacion de las tres razas de carne de vacuno espafiolas.
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2.6 Revision bibliogréfica que ofrece una vision general de las
aplicaciones proteémicas para la industria alimentaria en relacion con
el bienestar de los animales. Revision de la busqueda de biomarcadores
proteicos asociados al estrés animal, asi como un conocimiento mas
profundo de los mecanismos bioquimicos involucrados.

2.7 Andlisis meta-protedmico para investigar los procesos
bioldgicos clave implicados en el estrés animal proporcionados por la
literatura evaluada.

La consecucion de estos objetivos condujo a los resultados
presentados en este trabajo de investigacion. Dichos resultados son
derivados de las publicaciones que se adjuntan en el anexo incluido al
final de la presente memoria, cuyas referencias son las siguientes:

Objetivo 2.1:

Rodriguez-Vazquez, R., Pateiro, M., Lopez-Pedrouso, M., Gende,
A., Crecente, S., Serrano, M.P., Gonzalez, J., Lorenzo, J.M., Zapata, C.,
Franco, D., 2020. Influence of production system and finishing feeding
on meat quality of Rubia Gallega calves. Spanish J. Agric. Res. 18,
e0606.

Objetivo 2.2:

Lépez-Pedrouso, M., Rodriguez-Véazquez, R., Purrifios, L., Olivan,
M., Garcia-Torres, S., Sentandreu, M.A., Lorenzo, J.M., Zapata, C.,
Franco, D., 2020. Sensory and physicochemical analysis of meat from
bovine breeds in different livestock production systems, pre-slaughter
handling conditions, and ageing time. Foods 9, 1-17.

Objetivo 2.3,2.4y 2.5:

Rodriguez-Vazquez, R., Mato, A., Lopez-Pedrouso, M., Franco,
D., Sentandreu, M.A., Zapata, C., 2020. Measuring quantitative
proteomic distance between Spanish beef breeds. Food Chem. 315,
126293.
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Objetivo 2.6 y 2.7:

Mouzo, D., Rodriguez-vazquez, R., Lorenzo, J.M., Franco, D.,
Zapata, C., Lopez-pedrouso, M., 2020. Proteomic application in
predicting food quality relating to animal welfare. A review. Trends
Food Sci. Technol. 99, 520-530.
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3 CAPITULO I: INFLUENCIA DE LOS SISTEMAS DE PRODUCCION Y
LA ALIMENTACION DE ACABADO EN LA CALIDAD DE LA
CARNE DE TERNEROS DE RAZA DE RUBIA GALLEGA

Este capitulo reproduce contenidos del siguiente articulo:

“Influence of production system and finishing feeding on meat quality of Rubia Gallega

calves”

Rodriguez-Véazquez, RL.; Pateiro, M2.; Lopez-Pedrouso, M*.; Gende, A3.; Crecente, S*.;
Serrano, M.P5.; Gonzalez, J°.; Lorenzo, J.M?2.; Zapata, C'.; Franco, D?. Spanish Journal of
Agricultural Research 2020, 18, e0606. Editorial: INIA; eISSN: 2171-9292; ISSN: 1695-

971X. DOI: 10.5424/sjar/2020183-16438

!Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela
15872 Santiago de Compostela, Espaiia; CentroTecnoldgico de la Carne de Galicia. Ria Galicia n° 4,
Parque Tecnoldgico de Galicia, San Cibrao das Vifias, 32900 Ourense, Espaiia; Indicacion

Geografica Protegida Ternera Gallega, Recinto Ferial de Amio, 15891 Santiago de Compostela,
Espafia;*Instituto Gallego de la Calidad Agroalimentaria,

Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo, 15318 La Corufia, Espafia; SUniversidad de Castilla-
La Mancha;

Instituto de Investigacion en Recursos Cinegéticos, Albacete seccion de CSIC-UCLM-JCCM Campus
Universitario, 02071 Albacete, Espafia

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Diseio experimental y manejo animal

Para este estudio, 90 terneros machos de raza RG, registrados en el
“Libro genealdgico de la raza Rubia Gallega”, se obtuvieron en dos
afios consecutivos (45 terneros por afio) de diferentes granjas bajo los
sistemas de produccion a estudiar (extensivo, semiextensivo,
tradicional e intensivo) en Galicia. Los terneros de granjas extensivas y

43



RAQUEL RODRIGUEZ VAZQUEZ

semiextensivas, provenian del rebafio experimental del Centro de
Investigaciones Agrarias de Mabegondo, mientras que los terneros de
granjas tradicionales e intensivas se criaron en granjas privadas bajo el
control de la I.G.P. “Ternera Gallega”.

En los sistemas extensivos se evaluaron tres tipos de alimentacion:
exclusivamente con pasto, pasto suplementado en invierno con pienso
comercial (pasto/pienso comercial) y pasto suplementado en invierno
con maiz ensilado (pasto/ maiz ensilado). Los terneros se criaron con
sus madres y se alimentaron con pasto en otofio/primavera. Durante el
invierno los tres grupos extensivos recibieron hierba ensilada. En el
sistema semiextensivo se evaluaron dos tipos de alimentacion de
acabado: pasto suplementado con pienso comercial y maiz ensilado en
invierno (pasto/pienso comercial/maiz ensilado) y, por otro lado, pasto
suplementado con recursos provenientes de la granja (pasto/recursos de
granja). Los recursos de granja se basaron en hierba, hierba seca, hierba
ensilada, maiz ensilado, cereal y grano. Los terneros se alimentaron con
sus madres y con pasto en otofio/primavera. En el sistema tradicional,
los terneros fueron criados en el interior de las granjas con sus madres
y se destetaron a los 7 meses de edad. Posteriormente, los terneros se
remataron con forraje suplementado con pienso comercial para
completar su alimentacion o con recursos de granja. Los terneros se
criaron en diferentes explotaciones familiares de acuerdo con la
normativa de requerimientos de alimentacion de la I.G.P. “Ternera
Gallega”. Finalmente, en el sistema intensivo, los terneros se criaron en
cebaderos con pienso comercial. Dos grupos fueron finalizados
basando su alimentacion durante los Gltimos 3 meses antes del
sacrificio: con paja (pienso comercial/paja) o maiz ensilado combinado
con paja (pienso comercial/paja/maiz ensilado).

En total, 9 grupos (n = 5 terneros por grupo en 2 afios; n = 10 en
total) se evaluaron, siendo sacrificados todos los terneros a los 9 meses
de edad. El ganado se transportd hasta un matadero acreditado el dia
antes del sacrifico de acuerdo con la regulacion de la UE (Council
Directive 93/119/EC; OJ, 1993). Los animales se aturdieron con una
pistola de perno cautivo, se desangraron y se despiezaron siguiendo
procedimientos comerciales. Inmediatamente después del sacrificio, las
canales se enfriaron a 2°C (humedad relativa de 98%) durante 24 h. En
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ese momento se extrajo el musculo longissimus thoracis (LT) de la
mitad izquierda de cada canal obtenida, entre la quinta y la décima
costilla, se envaso al vacio y se mantuvo en condiciones refrigeradas a
una temperatura de 4°C hasta su corte. El musculo LT se cortd en siete
filetes de un grosor de 2,5 cm. Los primeros tres filetes se usaron para
determinar el pH, color y composicion quimica. El cuarto y quinto se
utilizaron para determinar la WHC vy la fuerza de corte,
respectivamente, mientras que el sexto filete se usé para el analisis de
AG. Finalmente, con el séptimo filete séptimo se Ilevaron a cabo los
anélisis sensoriales.

3.1.2 Color, capacidad de retencion de agua y textura

instrumental

Todos los anélisis fisicoquimicos se realizaron por duplicado para
cada muestra. EI pH se midié a 24 h post mortem usando un pH-metro
digital portatil (Hanna Instruments, Eibar, Espafia) equipado con un
electrodo de penetracion. Previo a la medida de color, las muestras de
LT fueron oxigenadas directamente en contacto con el aire durante 30
min. Se determinaron las medidas objetivas del color de la carne,
incluyendo luminosidad (L*), indice de rojo (a*) e indice de amarillo
(b*) usando un colorimetro portatil (Konica Minolta CM-600d, Osaka,
Japén). El andlisis de composicion quimica (humedad, grasa
intramuscular proteina, y ceniza) se cuantificé de acuerdo con las ISO
1442:1997; 1443:1973; 937:1978 y 936:1998, respectivamente. Para la
determinacion de la WHC (medida como pérdidas por coccion y
pérdidas por goteo), la fuerza de corte y el anélisis de perfil de textura
(test de TPA) se siguié un protocolo previamente descrito por Pateiro
et al. (2013). La fuerza de corte de las muestras se realizé usando un
analizador de textura (TA-XT2, Stable Micro Systems, Godalming,
UK) equipado con una sonda Warner Bratzler. Se obtuvieron siete
trozos de carne de 1 x 1 x 2,5 cm (alto x ancho x largo) cortadas en
paralelo en la direccion de las fibras musculares. Las muestras se
cortaron completamente usando una sonda de Warner Bratzler (1 mm
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de grosor) a una velocidad de corte de 3,33 mm/s. La fuerza maxima de
corte se determina con el valor mas alto representado en la curva fuerza-
tiempo, el cual representa la resistencia méxima de la muestra que
ofrece al ser totalmente cortada. Otras siete piezas de carnede 1 x 1 x 1
cm (altura x ancho x largo) se cortaron en paralelo a la direccion de las
fibras musculares para el test de TPA. Los parametros de textura se
midieron por compresion al 80% con una sonda de 19,85 cm? de
superficie de contacto. Se determinaron los parametros de dureza,
cohesividad, elasticidad, gomosidad y masticabilidad.

3.1.3 Perfil de acidos grasos e indices

Para el analisis de &cidos grasos de los metil ésteres (FAME, fatty
acids methil esters), se emplearon 10 g de muestra de carne para la
extraccion de la grasa. Cincuenta miligramos de grasa se usaron para
determinar el perfil de acidos grasos segun Pateiro et al. (2013). La
separacion y cuantificacion de los FAME se llevo a cabo usando un
cromatografo de gases (GC-Agilent 7890B; Agilent Technologies
Spain, S.L., Madrid, Espafia), equipado con un detector de ionizacion
de llama, un inyector de muestras automatico HP 7683 y usando una
columna capilar de silice fundida de la casa Supelco SPTM-2560 (100
m, 0,25 mm de diametro interno, 0,2 um del grosor, Supelco Inc.,
Bellafonte, PA, USA). Las condiciones cromatograficas fueron las
siguientes: la columna inicial se mantuvo a una temperatura de 120°C
durante 5 min y se programo para incrementar a una tasa de 2°C/min
hasta una temperatura de 170°C, manteniendo esta temperatura durante
15 min. Después se incremento 5°C/min hasta los 200°C manteniendo
esta temperatura durante 5 min, y a continuacién incrementandola otra
vez a 2°C hasta alcanzar una temperatura final de 235°C durante 10 min.
El inyector y detector se mantuvieron a 260°C y 280°C,
respectivamente. El helio se us6 como gas portador con un flujo
constante de 1,1 mL/min, con una presion de cabeza en columna de
35,56 psi. La relacion de separacion fue 1:50, y se inyecté 1 pL de
solucion. Acido metil éster nonadecanoico (C19:0) a 0,3 mg/mL se usé
como estadndar interno. Los FAMEs individuales se identificaron
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comparando el tiempo de retencion con aquellos identificados como
patrones. Los &cidos grasos se expresaron como porcentaje (g de acido
graso / 100 g del total de &cidos grasos identificados). Se calculo el
contenido total de SFA, MUFA y PUFA, n-6, n-3, relacion n-6/n-3,
relacion PUFA/SFA y cadena larga n-3 PUFA. Ademas, el valor
nutricional (NV) y la relacion
hipocolesterolémico/hipercolesterolémico se calcularon segun Estévez
et al. (2004) y Santos-Silva et al. (2002), respectivamente.

3.1.4 Andlisis sensorial de la carne

El anélisis sensorial se llevd a cabo siguiendo protocolos ISO 8586-
1:1993). Doce panelistas (7 mujeres y 5 hombres, con edades de los 25
a los 45 afios) del Centro Tecnoldgico de la Carne (Ourense, Espafia)
entrenados para los andlisis descriptivos participaron en este estudio de
acuerdo con la regulacién ISO (ISO 8586, 2012). La evaluacion
sensorial se llevo a cabo en cabinas individuales bajo una luz roja. Los
filetes congelados del muasculo LT (sin maduracion previa) se
descongelaron a 4 °C durante 24 h antes del cocinado. Los filetes (de 2
cm de grosor) se cocinaron en un horno de conveccion a 180 °C hasta
alcanzar una temperatura interna de 70 °C. Después, cada filete se cortd
en piezas de 1,5 x 1,5 cm, y se cubrieron con papel de aluminio, y se
etiquetaron con tres digitos aleatorios. Se realiz6 un disefio de bloques
equilibrados incompletos, donde cada panelista evaluo seis muestras de
carne de los nueve tratamientos estudiados en cada sesion. El orden de
presentacion de las muestras se disefio para evitar el efecto “carry-over”
(Macfie et al., 1989). Agua y pan tostado sin sal se usaron al principio
de cada sesion y entre muestras para limpiar el paladar y eliminar los
sabores residuales. Se evaluaron el olor (general y grasa) y sabor
(general y grasa). Ademas, la terneza, jugosidad, untuosidad y cantidad
de la primera deglucion completé los atributos sensoriales. La
intensidad de cada atributo se midid en una escala lineal estructurada
desde O (sensacion no percibida) a 10 (sensacién maxima).
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3.1.5 Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el paquete
SPSS (SPSS 23.0, Chicago, IL, USA). La distribucién normal y la
homogeneidad de la varianza fueron previamente testadas (Shapiro-
Wilk). Los datos se sometieron al analisis de la varianza (ANOVA)
usando un procedimiento general de modelo lineal, donde los
parametros fisicoquimicos, acidos grasos y atributos sensoriales se
fijaron como variables dependientes, y el sistema de produccion y la
alimentacion de acabado se incluyeron en el modelo como factores
fijos. Los modelos usados fueron yijk = i + Pi + Fj + €ijk, donde: y es la
observacién de variables dependientes, 1 es la media global, P es el
efecto de sistema de produccion, F es el efecto de la alimentacion de
acabado y € es el error residual aleatorio asociado con la observacion.
Las medias se separaron usando el test de Duncan. Todos los test
estadisticos de separacion de medias se realizaron para el nivel de
significacion P < 0,05. El error estandar de la media se obtuvo como la
desviacién estandar divida por la raiz cuadrada del tamafio de la
muestra. Las correlaciones entre variables (P < 0,05) se determinaron
usando el coeficiente de correlacion linear de Pearson con el paquete
del software estadistico previamente mencionado.

Para diferenciar los grupos entre si, se llevd a cabo un analisis
discriminante candnico (CDA, canonical discriminant analysis) usando
el método “paso a paso” empleando todos los pardmetros
fisicoquimicos y nutricionales evaluados. Todos los datos se
sometieron al analisis CDA de acuerdo con el sistema de produccion y
alimentacion de acabado (n = 10). La validacion cruzada, empleando la
metodologia de dejar un dato fuera fue la escogida para validar los
resultados. Para cada muestra se considerd una probabilidad “a priori”
de pertenencia a un grupo u otro, independientemente del tamafio del
grupo Yy se utilizo el criterio de lambda de Wilk (probabilidad-F para
entrar y salir el valor de 0,05 y 0,10, respectivamente) para seleccionar
las variables. Se obtuvo una funcion lineal discriminante compuesta por
el conjunto de variables Optimas para determinar los coeficientes que
maximizaban las diferencias entre muestras.
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3.2 RESULTADOS

3.2.1 Influencia del sistema de produccion y de la alimentacion

de acabado en los pardmetros fisicoquimicos de la carne

El pH a 24h post mortem se vio afectado por el sistema de
produccion y la alimentacion de acabado (P < 0,05), oscilando entre
5,61y 5,79 (Tabla 1). Los terneros criados en el sistema semiextensivo
mostraron los valores méas altos de pH24 respecto a los terneros criados
en los otros sistemas de produccion (5,78 vs. 5,68, P = 0,031). Las
variaciones en los valores de L* y b* se debieron al sistema de
produccion y el tipo de acabado (P < 0,001). ElI parametro de
luminosidad (L*) fluctud entre los valores de 36,8 y 46,0. Los mayores
valores para L* se mostraron en la carne proveniente del sistema
tradicional (44,0 de promedio), seguido por la de cebadero (41,2 de
promedio) y la del sistema extensivo (38,4 de promedio) junto al
sistema semiextensivo que mostro valores intermedios (39,2 de
promedio). El valor del indice de rojo (a*) fue Gnicamente afectado por
la alimentacién de acabado. De hecho, el grupo pienso comercial/paja,
pasto/recursos de granja, recurso de granja, pasto/ pienso comercial/
maiz ensilado y pasto mostraron un mayor valor de a* respecto los otros
grupos de alimentacion de acabado (P = 0,032). El indice de amarillo
se vio afectado por la dieta y el sistema de produccion (P < 0,001). Los
valores més altos se mostraron en la carne proveniente de los sistemas
tradicionales y cebaderos.

La composicion quimica vario significativamente en los distintos
sistemas de produccién y tipos de alimentacién de acabado (P < 0,01).
Los valores promedios de humedad, proteina, grasa intramuscular y
cenizas en carne fueron 74,6, 23,9, 0,72 y 1,23%, respectivamente. Los
valores para el contenido de grasa intramuscular oscilaron entre 0,24 y
1,27%, con valores inferiores al 1% en los sistemas mas extensivos, y
siendo superado este valor para los terneros criados en los sistemas
intensivos y tradicional.
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Tabla 1. Influencia del sistema de produccion y la alimentacion de acabado en el pH a 24 h post-mortem (pH2:4), parametros

de color y la composicion quimica de la carne de los terneros de Rubia Gallega. Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020b)

PS Extensive' Semi-extensive? Traditional® Feedlot* P-value
Pasture/ Concentrate/ SEM? PS FF
Pasture/ Pasture/ Pasture/ Farm Concentrat Farm Concentrate/
FF Pasture X Concentrate/ Corn Straw/ Corn
Concentrate Corn silage N resources e resources Straw .
silage silage

pHaa 5.66'-2c 5 781.bc 5.6112 5.792¢ 5.772:bc 5.65'-2 5.711-abc 5.661-abc 5.661-abc 0.014 0.031 0.021
Color parameters

Lightness (L*) 37.913  36.8'2 40.41-bc 38.31-ab 40.01-b¢ 46.0%4 42.13¢ 40.8%¢ 41.5%¢ 0.38 < 0.001 < 0.001

Redness (a*) 13.4b¢ 10.42 11.32% 12.230¢ 11.92b¢ flkim520 12.0%¢ 14.0¢ 10.82 0.27 0.803 0.032
(Jﬁllowness 12,70 10.412 12.21b 12,110 12.410 14.724 14.0%:<d 14,324 12.7%bc 0.21 < 0.001 < 0.001
Chemical composition (%)

Moisture 75.42bc  75.82¢ 74.52-abc 74.6%bc 74.6%-bc 74.412:2b 74.512:abc 74.2'-2 73.212 0.13 < 0.001 < 0.001

Protein 22,91 23.3" 23,713 24.3%¢ 23.82b¢ 24.6%¢ 24.4%¢ 23.3%2 24.62¢ 0.06 < 0.001 < 0.001
Intramuscular 0.45'2  0.24'2 0.56-2b 0.6512.ab 0.5512-2b 1.0423-be 0.65%3-20 1.06%b¢ 1.273¢ 0.111 <0.001 0.001
fat

Ash 1.192ab  1,252bc 1.25%¢ 1.2412.abc 1.2112:abc 1.3324 1.20%abc 1.19'-2 1.1912 0.076 0.004 < 0.001

Pasture: extensive system fed pasture, Pasture/Concentrate: extensive system fed pasture supplemented with concentrate, Pasture/Corn silage: extensive system fed pasture supplemented with silage.
2Pasture/Concentrate/Corn silage: semi-extensive fed pasture supplemented with concentrate and silage; Pasture/Farm resources: semi-extensive system fed pasture supplemented with farm resources.

3Concentrate: traditional system fed milk until weaning and thereafter, fed concentrate and supplemented with concentrate, Farm resources: traditional system fed milk until weaning and thereafter, fed concentrate and
supplemented with farm resources.
“Concentrate/Straw: feedlot system fed concentrate supplemented with straw, Concentrate/Straw/Corn silage: feedlot system concentrate supplemented with silage and straw.
SStandar error of mean (n= 10 for each FF).

°PS: Production system
“FF: Finishing feeding

3 Mean values in the same row (different PS) with different number presented significant differences (P < 0,05).
24 Mean values in the same row (different FF) with different letter presented significant differences (P < 0,05).
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3.2.2 Influencia del sistema de produccion y de la
alimentacion de acabado en la capacidad de retencion
de agua, fuerza de corte y el analisis de perfil de textura

en la carne

Las pérdidas por coccion y por goteo oscilaron entre el 20,5% vy el
29,0% y entre el 1,68% y el 6,24%, respectivamente (Tabla 2). Ambas
se vieron afectadas por la alimentacion de acabado (P < 0,001) pero
unicamente las pérdidas por coccion por el sistema de produccion (P =
0,031). Los porcentajes mas bajos en las pérdidas por coccién se
obtuvieron en el sistema semiextensivo (22,8% de promedio) frente a
los sistemas extensivos, tradicional e intensivo (26,3%, 27,0%y 24,5%,
respectivamente). Con respecto a la alimentacion de acabado, la carne
mas jugosa se obtuvo de animales criados con los grupos de
pasto/pienso comercial/maiz ensilado, pasto/recursos de granja, pienso
comercial/paja/maiz ensilado y pasto/maiz ensilado. La fuerza de corte
se vio afectada por el sistema de produccion (P = 0,002) y por la dieta
(P < 0,001) y se observaron los valores mas bajos para el sistema
semiextensivo comparado con los otros sistemas de produccion
estudiados (26,0 vs. 41.4 N, respectivamente). El test TPA mostrd
diferencias (P < 0,05) para la dureza, gomosidad y cohesividad
dependiendo del sistema de produccién y alimentacion de acabado. La
dureza y gomosidad mostraron los valores mas bajos en la carne de los
sistemas extensivos e intensivos, mientras que los terneros alimentados
en semi-extensivo e intensivos tenian los valores més bajos de
cohesividad.
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Tabla 2. Influencia del sistema de produccion y la alimentacion de acabado en la capacidad de retencién de agua, la

fuerza de corte y el analisis del perfil de textura (test TPA) de la carne de los terneros de Rubia Gallega. Fuente:

Rodriguez-Vazquez et al. (2020b)

PS Extensive' Semi-extensive? Traditional® Feedlot* P-value
Pasture/ Pasture/ Pasture/ Pasture/ Farm Concentrate/ Concentrate/ SEM®
FF Pasture Corn Concentrate/ Farm Concentrate Straw/ Corn PS FF
Concentrate X N resources Straw ¥
silage Corn silage resources silage
Water holding
capacity (%)
Cooking loss 27.0%be 29.0%¢ 22,823 23.0"-20 22.6'2 26.8%bc 27.12:b¢ 28.5'2¢ 20.5'22 0.53 0.031 < 0.001
Drip loss 5.34cd 4,80 2.022b 3.645 1.682 2.962 6.244 5.02<¢ 1.722 0.248 0.056 <0.001
fﬂ:;rté‘r’f)ce 47,629 53,424 34,32abc 22.5' 29.512 28.022 44,32:bcd 50224 32,022 1.90 0.002 < 0.001
TPA-test
Hardness 46.6'2 49,312 52.41.2 62.42bc 56.82.2b¢ 68.22: 51.922b 52.312:b 51.112: 1.54 0.018  0.018
(Newton)
Gumminess 25.71- 27.412 27.212 32,1123 28.912a 36.920 28.222 28.71- 26.112 0.85 0.045  0.043
(Newton)
Chewiness 12.5 13.4 13.1 15.2 14.3 17.7 14.3 14.3 1.7 0.48  0.070 0.150
(Newton/mm)
Cohesiveness 0.552-cd 0.562d 0.522-abc 0.511-a 0.5112 0.552-cd 0.552-bcd 0.5512-bcd 0.5112:2b 0.004 0.006 0.004
Springiness
(mm) 0.48 0.48 0.48 0.46 0.49 0.45 0.49 0.49 0.44 0.005 0.854 0.096

1.2,3,45.5ee Table 1.

12 Mean values in the same row (different PS) with different number presented significant differences (P < 0,05)

ad Mean values in the same row (different FF) with different letter presented significant differences (P < 0,05).
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3.2.3 Influencia del sistema de produccion y de la
alimentacion de acabado en el perfil de acidos grasos de

la carne

Tanto el sistema de produccion como la alimentacion de acabado
influyeron en el perfil de acidos grasos del musculo LT (Tabla 3). Los
SFA son la fraccion predominante con valores que oscilaron entre el
34,8% y 44,7%, seguidos en importancia por los MUFA (31,5%) y los
PUFA (21,9%). Se encontraron diferencias para los SFA entre los
diferentes sistemas de produccion y tipos de alimentacion de acabado
(P <0,001). Los valores mas bajos de los SFA se observaron para carne
procedentes del sistema extensivo y los mayores para el intensivo
(38,8% de promedio vs. 43,8%, respectivamente; P < 0,001). El &cido
palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) fueron los SFA més abundantes
representando entre el 54% y 38% respectivamente del total de SFA.
Los sistemas de produccion y los tipos de alimentacion de acabado
también produjeron diferencias (P < 0,05) en otros SFA de menor
importancia (< 4%) como el acido miristico (C14:0), pentadecanoico
(C15:0) y margarico (C17:0).

El contenido de MUFA no se vio afectado por el sistema de
produccidn o la alimentacion de acabado, con valores que variaron entre
28,9% y 34,4%. Aunque no se detectaron diferencias entre grupos, el
acido oleico (C18:1n-9c) fue el MUFA predominante, con valores
medios del 85% respecto al total de MUFA y el 27% respecto a los
acidos grasos totales.

El contenido en PUFA oscilé entre el 16,9% y el 29,4%. Los
terneros con alimentacion de acabado en pasto y suplementados con
piensos comerciales mostraron el nivel mas alto de PUFAS respecto a
los otros tratamientos de acabado (29,4 vs. 21,0% para pasto y
suplementado con pienso comercial vs. el conjunto de alimentacion de
acabado, respectivamente, P = 0,024).

Dentro de los PUFA, el C18:2 n-6c fue el cido graso predominante
(60% de los PUFA totales), seguidos por acido araquidénico (C20:4 n-
6) (13% de los PUFA totales) y por C18:3 n-3 (9% de los PUFA
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totales). El nivel de C18:3 n-3 se vio influenciado (P < 0,001) por
ambos efectos (produccion y tipo de acabado). Los terneros
alimentados con pasto y pasto/pienso comercial mostraron los mayores
niveles de C18:3 n-3 (4,16 y 4,50% respeto del contenido total en
FAME, respectivamente), mientras que el grupo de pienso comercial
mostré los valores mas altos de C18:2 n-6¢ (15,4% del FAME total),
aunque las diferencias para el contenido de C18:2 n-6¢ no alcanzaron
las diferencias significativas entre los distintos sistemas de produccién
y de dieta. Las diferencias encontradas para el contenido total de n-3 se
vieron afectadas por el contenido de C18:3 n-3 (3,42 vs. 2,05 vs. 0,89
vs. 0,69%, P < 0,001 para terneros criados en sistemas extensivos,
semiextensivo, tradicional y cebaderos, respectivamente).

Las relaciones n-6/n-3 y PUFA/SFA se vieron influenciados tanto
por el sistema de produccion como por la alimentacion de acabado. Los
valores medios més bajos de la relacion n-6/n-3 fueron encontrados en
los sistemas extensivo (2,4) y semiextensivo (3,4), frente a los mas altos
del sistema intensivo (10,45). Mientras que la relacion PUFA/SFA
mostré diferencias significativas (P < 0,05) entre los sistemas
extensivos e intensivos alcanzando valores de 0,65 y 0,44,
respectivamente. En cuanto al valor nutricional y la relacién h/H
Unicamente se encontraron diferencias significativas (P < 0,001) por
efecto de la alimentacion de acabado.
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Tabla 3. Influencia del sistema de produccion y la alimentacion de acabado en el perfil de acidos grasos de la carne de

los terneros de Rubia Gallega (g/100 g de acidos grados metil ésteres). Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020b).

PS Extensive' Semi-extensive? Traditional® Feedlot* P-value
Pasture/ Pasture/ Pasture/ Pasture/ Farm Concentrate/ Concentrate/ SEM®
FF Pasture Concentrate Cprn ConcenFrate/ Farm Concentrate T Straw Stra\fv/ Corn PS FF
silage Corn silage resources silage

C14:0 3.542¢ 1.64%2 2.84%4 2.1212:3bc 2.8312d 1.7712:3b PAbBLZEd 2.331bcd 1.5112 0.10 0.025 < 0.001
C15:0 0.74%4 0.512¢ 0.322:2b 0.381-abc 0.431-be 0.34"-20 0.37"20 0.36"- 0.24'2 0.02 0.501 < 0.001
C16:0 21.4'° 18.8'2 23.11-bc 23.52¢ 22.9%b¢ 22.5%b¢ 22.2%b¢ 23.4%¢ 21.92:b¢ 0.23 0.004 <0.001
C16:1 n-7 2.2412.3bc 1.99122 2.5212:b¢ 2.592¢ 2.15%3b¢ 2.081-2b 1.9912 2.05"-2 1.8812 0.06 0.045  0.026
C17:0 0.932:bc 0.7022 0.972< 0.812:2b 0.97%¢ 0.8112:2b 0.80'2:20 0.7412 0.69'2 0.02 0.014 < 0.001
C17:1 n-7 0.594® 0.724¢ 0.724¢ 0.59%® 0.60%® 0.47%2 0.4622 0.39'2 0.40'"-2 0.02 0.601 < 0.001
C18:0 14.41-2b 13.212 13.312 13.712 15.51-abc (7allBE 614k 17.92.cd 18.52d 0.36 0‘501 < 0.001
C18:1 n-9c 25.8 24.9 27.7 28.1 26.1 26.2 26.1 27.9 27.5 0.39 0.395  0.496
C18:1 n-11t 1.132 1.152 3.34¢ 2.31b¢ 1.37% 3.08« 1.282 1.66%° 2.71< 0.13 0.718 < 0.001
C18:2 n-6¢ 10.4 13.6 12.9 13.8 10.4 15.4 14.8 12.1 15.3 0.47 0.101 0.061
C18:3n-3 41634 4.50%4 1.6130 1.20%2 2.902¢ 0.70"2 1.081-20 0.85"2 0.53"2 0.17 0‘501 < 0.001
C18:3 n-6 0.08 0.11 0.10 0.13 0.11 0.08 0.10 0.09 0.10 0.005 0.224  0.397
C20:1 n-9 0.122:bc 0.12%bc 0.142< 0.121-bc 0.0712 0.142bc 0.112® 0.11%be 0.12%bc 0.01 0.004 < 0.001
C20:3 n-6 0.792b¢ 0.97%¢ 0.65%2 0.73%23bc 0.77%bc 0.75%bc 0.732:abc 0.44'2 0.66-2b¢ 0.03 0.042  0.035
C20:4 n-6 3.05 3.80 2.60 2.54 3.52 2.59 3.28 1.99 2.88 0.16 0.401 0.175
C20:5 n-3 2.133¢ 3.363 1.1430 0.982:20 2.00%< 0.54'-2 0.89"2 0.64"2 0.411-2 0.12 0.501 < 0.001
C22:5n-3 2.323¢ 3.0734 1.593b 1.493b 2.433¢ 1.03%2:20 1.49%0 0.82'2 0.80'"2 0.10 0.501 < 0.001
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PS Extensive! Semi-extensive? Traditional® Feedlot* P-value
Pasture/ Pasture/ Pasture/ Pasture/ Farm Concentrate/ Concentrate/ SEM®
FF Pasture Corn Concentrate/ Farm Concentrate Straw/ Corn PS FF
Concentrate : N resources Straw .
silage Corn silage resources silage

SFA 41.11b 34.812 40.6'0 40.620 42,72bc 42.62bc 42.02-bc 44,72< 42,92.bc 0.45 0 601 < 0.001
MUFA 29.8 28.9 34.4 33.7 30.3 32.0 30.0 32.2 32.6 0.48 0.659  0.081
PUFA 22.92 29.4° 20.62 20.92 22.12 21.12 22.4 16.92 20.72 0.76 0.065  0.024
In-6 14.3 18.4 16.3 17.2 14.8 18.8 18.9 14.6 19.0 0.60 0.373 0.296
In-3 8.613d 10.93%¢ 4.343¢ 3.67%bc 7.3424 2.26"-® 3.4713bc 2.30"- 1.7312 0.37 0 501 <0.001
n-6/n-3 1.67'2 1.75'2 3.78"-ab 4.721b 1.99'2 10.102< 5.70%b 10.043< 10.863< 0.44 0 601 < 0.001
PUFA/SFA 0.5722 0.862P 0.5222 0.53122 0.55122 0.52122 0.5522 0.38"-2 0.50"-2 0.03 0.024 0.002
\'j:g:m"al 0.69¢ 0.532 0.64% 0.61b 0.70¢ 0.592b 0.60° 0.65% 0.55% 0.01 0.130  <0.001
h/H 1.972 2.67° 1.882 1.942 1.972 & 1.982 1.752 2.092 0.04 0.070  <0.001

SFA= saturated fatty acids; MUFA= monounsaturated fatty acid; PUFA= polyunsaturated fatty acids; h/H: ratio hypocholesterolemic/hypercholesterolemic fatty acids.

12345Gee Table 1

4 Mean values in the same row (different PS) with different number presented significant differences (P < 0.05).

¢ Mean values in the same row (different FF) with different letter presented significant differences (P < 0.05).
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3.24 Influencia del sistema de produccion y de la
alimentacion de acabado en los pardmetros sensoriales

de la calidad de la carne

Sélo dos de los ocho atributos sensoriales evaluados mostraron
diferencias significativas entre los sistemas de produccién (jugosidad y
cantidad de la primera deglucion, P < 0,05) y cuatro de ellas diferencias
significativas por efecto de la alimentacion de acabado [(intensidad de
olor global (P = 0,002), terneza (P = 0,001), jugosidad (P = 0,003) y
cantidad de la primera deglucion (P = 0,002)). Las carnes mas jugosas
fueron las provenientes del sistema extensivo frente al intensivo (4,5 vs.
2,8 de promedio, respectivamente) [Tabla 4].
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Tabla 4. Influencia del sistema de produccion y la alimentacion de acabado en los parametros sensoriales de la carne de
los terneros de Rubia Gallega. La escala de intensidad para cada parametro vari6 desde 0 (sensacién no percibida) a 10

(sensacion maxima). Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020b).

PS Extensive' Semi-extensive? Traditional® Feedlot* P-value

Pasture/ Pasture/ Pasture/ Concentrate/ SEM® PS FF
FF Pasture CPasture/ Corn Concentrate/ Farm Concentrate G Concentrate/ Straw/ Corn

oncentrate : : resources Straw :

silage Corn silage resources silage
Intensity 5.93¢ 6.43¢ 423 5.37b¢ 4.67% 6.47¢ 5,67bcd 5.67bcd 5.1720¢ 0.17  0.202 0.002
global odor
'f”tens‘ty 2.23 2.50 1.97 2.70 2.23 1.73 2.07 1.83 2.17 0.09  0.124 0.142
atty odor
Intensity
global 4.23 4.70 3.83 4.07 3.77 4.23 4.20 3.47 3.63 0.12 0.132 0.362
flavor
Intensity
fatty flavor 1.87 2.47 2.27 2.23 2.20 2.53 2.40 2.77 1.97 0.08 0.615 0.179
Tenderness 5.67¢ 5.70¢ 3.132 4.202b¢ 4.53bcd b 378 4.40%°cd 3.63% 3.23%® 0.22 0.068 0.001
Juiciness 5.432< 5.27%¢ 2.902-2b 3.5712:2b 3.4312:20 4.43%:bc 4.372%bc 3.031-ab 2.57'2 0.23 0.016 0.003
Greasy 2.13 2.27 1.53 1.90 1.83 1.80 2.33 2.00 1.37 0.09 0.541 0.172
Amount of
first 2.83122 2.83122 4.60'2d 4.0323:bcd 4.27%3cd 3.201"-abc 3.071-ab 4.173<d 4.7734 0.17 0.016  0.002
swallowing

12345See Table 1.
'3 Mean values in the same row (different PS) with different number presented significant differences (P < 0,05).

=4 Mean values in the same row (different FF) with different letter presented significant differences (P < 0,05).
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3.2.5 Andlisis discriminante

Del conjunto de datos (todos los parametros, excepto aquellos del
analisis sensorial), sometidos a un analisis discriminante, el programa
estadistico selecciond las siguientes variables: L*, cenizas, pérdidas por
goteo, fuerza de corte, C14:0, C15:0, C17:1 n-7, C18:3 n-3, C18:3 n-6,
C20:1, C20:3 n-6, C20:5 n-3, C21:0, n-3, n-6:n-3, PUFA/SFA, valor
nutricional, h/H y cohesividad. Estas variables fueron las que se
mantuvieron hasta el final del andlisis discriminante “paso a paso” y se
combinaron linealmente para dar lugar a las funciones discriminantes
candnicas. Ocho funciones discriminantes canonicas se utilizaron en el
analisis. Las dos primeras funciones discriminantes de clasificacion
obtenidas fueron las siguientes:

F1=-0,049 [L*] + 0,193 [cenizas] + 0,343 [pérdidas por goteo] —
1,295 [fuerza de corte] + 0,468 [cohesividad] + 0,851 [C14:0] — 0,323
[C15:0] + 0,155 [C17:1] — 0,630 [C18:3 n-6] — 0,235 [C20:1] + 0,738
[C18:3 n-3] + 0,629 [C21:0] + 0,782 [C20:3 n-6] — 4,144 [C20:5 n-3] +
4,630 [n-3] + 0,242 [n-6/n-3] — 1,584 [PUFA/SFA] + 1,104 [valor
nutricional] +2,153 [h/H]

F2=0,262 [L*] + 0,055 [cenizas] + 0,604 [pérdidas por goteo] +
1,526 [fuerza de corte] + 0,295 [cohesividad] — 0,233 [C14:0] + 0,422
[C15:0] — 0,182 [C17:1] — 0,556 [C18:3 n-6] — 0,017 [C20:1] + 3,232
[C18:3n-3] + 0,074 [C21:0] — 0,011 [C20:3 n-6] + 4,578 [C20:5 n-3] —
8,241 [n-3] + 0,007 [n-6/n-3] + 0,197 [PUFA/SFA] — 0,634 [valor
nutricional] + 0,820 [h/H]

De acuerdo con estos coeficientes, los parametros, que en su
mayoria explicaban la separacion de los grupos con la F1, fueron C20:5
n-3, n-3, PUFA/SFA y h/H mientras que las variables que explicaban la
separacion de grupos de F2 eran la fuerza de corte, C18:3 n-3, C20:5 n-
3 y n-3. Este resultado permite obtener resultados mas precisos de la
calidad de carne vacuno respecto a la alimentacion de acabado, porque
C18:3 n-3 y C20:5 n-3, el total de n-3 y h/H y el indice PUFA/SFA
estdn muy influenciados por la composicién de acidos grasos de los
terneros alimentados con pasto y piensos comerciales. Como era de

59



RAQUEL RODRIGUEZ VAZQUEZ

esperar, los acidos grasos de la familia n-3 fueron una herramienta
exitosa para la discriminacion de los teneros alimentados con diferentes
tipos de acabado.

Cuando los resultados obtenidos para la funcion F1 se
representaron frente a los resultados obtenidos de la funcion de F2 en
los ejes de coordenadas para cada muestra de carne (n = 90), se observo
una buena separacion entre los grupos extensivos de acuerdo con la
alimentacion de acabado (Fig. 9). Las funciones F1 y F2 explicaron el
57,1 y el 15,2%, respectivamente de la varianza, alcanzando una
varianza total explicada del 72,3%. Los valores propios y de correlacion
candnica obtenidos para F1 fueron de 21,34 y 0,977, respectivamente,
y de 5,68 y 0,922 para la F2, respectivamente. Se obtuvo una validacién
cruzada solo para los casos del analisis, donde cada muestra fue
clasificada de acuerdo con las funciones canonicas discriminantes
obtenidas, empleando metodologia de dejar un dato fuera. El analisis
discriminante atribuy6 correctamente a cada muestra de ternero a su
grupo original con una exactitud del 96,6%. El 83,1% de las muestras
de terneros fueron validadas (validacion cruzada) de manera correcta,
donde todas las muestras fueron clasificadas perfectamente (100%)
para grupos como pasto/ maiz ensilado y pasto/recursos de granja,
mientras que la clasificacion més pobre se obtuvo para el grupo pienso
comercial/paja (50%).
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Figura 9. Grafico de las muestras de carne de los terneros de Rubia Gallega
representando en los ejes valores de las dos funciones discriminantes. Fuente:
Rodriguez-Vazquez et al. (2020b)
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3.3 DISCUSION

3.3.1 Influencia del sistema de produccion y de la
alimentacion de acabado en los parametros

fisicoquimicos de la carne

Los valores de pH estan en concordancia con aquellos observados
por otros autores (Guerrero et al., 2013; Humada et al., 2014) para el
pH ultimo entre los sistemas de produccion. Las variaciones en la
alimentacion de acabado de los terneros para cada sistema de
produccion también podrian contribuir a las diferencias observadas en
los valores de pH. Esta hipotesis esta en concordancia con lo
demostrado por Bispo et al., 2010a, que inform¢é de la influencia de la
nutricion en los valores de pH. Sin embargo, todos los tratamientos
mostraron valores de pH24 por debajo de 5,8, lo que estd dentro del
rango de aceptabilidad para la carne de vacuno, indicando la ausencia
de factores de estrés.

El color de la carne es un atributo importante que se considera
como el principal criterio de compra. La carne roja brillante es preferida
frente a la roja palida/oscura porque se la relaciona con la carne fresca
(Troy & Kerry, 2010). El intervalo de luminosidad de la carne de este
estudio estuvo en concordancia con el rango reportado por Guerrero et
al. (2013). Los valores obtenidos para a* y b* fueron similares a los
encontrados en terneros de la raza RG por Pateiro et al. (2013). En
general, los parametros de color fueron mas altos en los sistemas
tradicionales e intensivos, mientras que la alimentacion de acabado con
pasto produjo la carne de color mas oscura, en sintonia con otros
estudios (Moloney et al., 2011; Priolo et al., 2001; Yksel et al., 2012).
Ademas, la grasa intramuscular fue mayor tanto en los sistemas
tradicionales y de cebadero, lo que podria contribuir directamente a
aumentar la luminosidad de la carne de vacuno (French et al., 2001,
Yiksel et al., 2012). La actividad fisica podria considerarse un factor
que afecta al color, siendo méas oscura en aquellos animales criados en
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sistemas extensivos con alimentacion basada en pastos los cuales tienen
una mayor actividad fisica (Priolo et al., 2001; Vestergaard et al.,
2000).

La composicion quimica se situd en un rango de valores ya
previamente publicados para los terneros de RG (Bispo et al., 2010a;
Gonzalez et al., 2014; Pateiro et al., 2013) mostrando un bajo contenido
en grasa y un alto contenido en proteinas. Como era de esperar, los
terneros alimentados con pastos mostraron el contenido en grasa
intramuscular mas bajo en contraste con aquellos alimentados con
pienso comercial (la grasa intramuscular de los terneros alimentados
con pienso comercial/paja/maiz ensilado fue casi 6 veces més alto que
el de los terneros de pasto/pienso comercial). Estos resultados son
coherentes con los obtenidos por Mezgebo et al. (2017) quién sugirié
que la dieta basada en pienso comercial aumenta el contenido de grasa
intramuscular.

3.3.2 Influencia del sistema de produccion y de la
alimentacion de acabado en la capacidad de retencién
del agua, fuerza de corte y el analisis de perfil de textura

en la carne

La WHC tiene una gran importancia en las propiedades de la carne
ya que juega un papel clave en la estructura muscular que podria afectar
a la apariencia, color, terneza y jugosidad después de la coccion
(Hughes et al., 2014; Pearce et al., 2011). Previamente, otros autores
(Bispo et al., 2010a; Oliete et al., 2006) no encontraron ningun impacto
del sistema de produccién en las pérdidas por goteo en concordancia
con nuestros resultados. Asimismo, respecto a la fuerza de corte a
diferencia de los mostrado por nuestro estudio, del Campo et al. (2008)
mostraron valores méas bajos de la fuerza de corte para el ganado
alimentado con pasto. De acuerdo con la clasificacion de terneza
establecida por Belew et al. (2003), la carne de los terneros criados en
los sistemas semiextensivos podria considerarse como “muy tierna”
(fuerza de corte < 31,4N) mientras que la carne de animales criados en
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el sistema tradicional podria ser clasificado como “tierna” (31,4 N <
fuerza de corte < 38,2 N) y la carne de aquellos terneros criados en
sistemas intensivos y extensivos son “intermedios” (38,2 N < fuerza de
corte < 45,1 N). Del sistema semiextensivo se obtuvo la carne con
mayor terneza, asi como la carne con menores pérdidas de coccion. Este
hecho indica que la carne de estos terneros pierde menos agua durante
el proceso de coccidn, ya que la mayor retencion de agua corresponde
con la mayor terneza. De hecho, la fuerza de corte se correlacioné con
las pérdidas de coccion (r = 0,437, P < 0,01) y con las pérdidas por
goteo (r = 0,260, P < 0,05). Ademas, ambas formas de medir la pérdida
de agua estaban correlacionados entre ellas (r = 0,243, P < 0,05). Sin
embargo, esta correlacion no fue fuerte ya que las pérdidas por coccion
se ven afectadas por la desnaturalizacion de las proteinas que permite
la salida del agua mientras que las perdidas por goteo son producidas
por cortes la superficie de la carne. Como era de esperar, no se observo
una correlacion entre la fuerza de corte y la dureza mientras que si se
encontrd una correlacion entre la dureza y las pérdidas por coccion (r =
0,239, P < 0,05). Ademas, una correlacion moderada se observo entre
las pérdidas por coccion y la cohesividad y entre las pérdidas por
coccion y lagomosidad (r = 0,431 y 0,332, respectivamente, P < 0,01).

3.3.3 Influencia del sistema de produccion y de la
alimentacion de acabado en el perfil de acidos grasos de

la carne

La influencia de los sistemas de produccion y de la alimentacion
de acabado en el perfil de los &cidos grasos ha sido evaluado
previamente por diferentes autores (Bispo et al., 2010b; Guerrero et al.,
2013; Pateiro et al., 2013; Varela et al., 2004). Asimismo, variaciones
en los SFAs entre los diferentes sistemas de produccion y alimentacion
de acabado estan de acuerdo con otros estudios donde se evalud los
efectos de los sistemas de produccidn en la composicion de los acidos
grasos (Humada et al., 2012; Van Elswyk & McNeill, 2014). A pesar
del hecho de que la leche tiene una importante fraccion de SFAs, el
contenido de estos acidos grasos en la carne para el grupo extensivo
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(terneros lactantes pertenecientes al grupo de pasto/pienso comercial)
no se incrementd. Dentro de los SFAS, el palmitico y estearico fueron
los é&cidos grasos mas predominantes, de acuerdo con otras
investigaciones que encontraron valores de C16:0 mas bajos en la grasa
del ganado alimentado con hierba frente a grano (Alfaia et al., 2009;
Duckett et al., 2013). EI C16:0 es el principal constituyente de los SFAs
y el principal producto de la sintesis de los &cidos grasos enddgenos. En
el presente estudio, el porcentaje mas bajo de C16:0 se encontro en la
carne de terneros alimentados con pasto suplementado con pienso
comercial (pasto/pienso comercial). Estos resultados indican que la
sintesis de novo se vio mas inhibida con este tipo de alimentacion de
acabado. Estos resultados podrian estar relacionados con mayores
acumulaciones de PUFAs que han mostrado tener efectos inhibitorios
de la sintesis de acidos grasos enddgenos en el musculo (Waters et al.,
2009). La reduccion de los porcentajes de SFAs tiene importantes y
positivas implicaciones, ya que las recomendaciones para la salud
humana incluyen la reduccion de la ingesta de SFAs, especialmente del
acido laurico (C12:0) al acido palmitico C16:0 debido a que se
relacionan con aumentos de la lipoproteina de baja densidad (LDL)-
colesterol que produce efectos aterogénicos e hipercolesterolémicos
(EFSA, 2010).

El C18:1 es un importante &cido graso en la dieta humana. Ademas,
en las dietas occidentales la carne de vacuno se considera la fuente
principal de MUFA y una fuente comdn de C18:1 n-9c (&cido oleico).
Sin embargo, se ha demostrado de que la cantidad de C18:1 n-9c (y,
consecuentemente, el porcentaje de MUFA), Unicamente podria
modificarse cuando hay diferencias a nivel de veteado (contenido en
grasa intramuscular) producido por diferentes estrategias de
alimentacion (Van Elswyk & McNeill, 2014).

La acumulacion de PUFAs en el presente estudio fueron limitadas,
lo més probable es que estén relacionadas con el bajo contenido total de
lipidos mostrado en la carne de ternera de la raza RG. Especificamente,
para el grupo pasto/pienso comercial cuyo nivel de PUFASs fue el més
alto, este resultado debe ser interpretado con precaucion debido al bajo
contenido en grasa intramuscular (0,24%). De hecho, este efecto se
corrobora por la correlacion negativa observada entre la grasa
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intramuscular y el contenido en &cido linoleico (C18:2 n-6¢) y
linolénico (C18:3 n-3) (r=-0,31y -050, respectivamente; P < 0.01). Los
bajos contenidos en grasa intramuscular y los &cidos grasos se
encontraron dentro del mismo rango que los indicados por Bispo et al.,
2010b, para la raza RG, que considera la RG como raza de maduracion
tardia. Dado las diferencias encontradas para la grasa intramuscular las
diferencias en la composicion de &cidos grasos a nivel muscular podrian
estar relacionadas tanto con la influencia de la alimentacion de acabado
como con la relacion entre triglicéridos y fosfolipidos.

Dentro de los PUFAs, Guerrero et al. (2013) han reportado valores
similares para los acidos linoleico, araquidénico y linolénico. A pesar
de que los PUFAs son bio-hidrogenados por el microbiota ruminal
resultando en una disminucidn de su concentracién en el musculo, se ha
descrito que la alimentacion basada en pasto conduce a un incremento
de la deposicion de C18:3 n-3 en el musculo en comparacion con la
alimentacion basada en pienso comercial (Wood et al., 2008). Estos
hechos respaldan que el contenido en PUFAs depende en gran medida
de la dieta de los terneros (Scollan et al., 2001; Wood et al., 2008).

La suma de los PUFAs de la familia n-3 se vieron afectados (P <
0,001) por los sistemas de produccion y dieta, en concordancia con lo
informado previamente por French et al. (2000b); Humada et al. (2012).
Por el contrario, el contenido n-6 no se vio afectado por el sistema de
produccion de acuerdo con investigaciones previas (Guerrero et al.,
2013; Humada et al., 2012). En el presente estudio, los valores mas
altos obtenidos para el contenido total de n-3 correspondieron a los
sistemas extensivos mientras que los valores mas bajos se mostraron
para los sistemas tradicionales e intensivos. Los sistemas
semiextensivos mostraron una situacion intermedia. Estos resultados
concuerdan con otros estudios en los que los terneros alimentados con
pastos tuvieron un mayor contenido de n-3 que los alimentados con
cereal o pienso comercial (Wood et al., 2008). Ademas, sobre la base
de que en los sistemas extensivos y semiextensivos causan incrementos
en los contenidos de C18:3 n-3 (especialmente en el grupo de
pasto/pienso comercial), parece que este acido graso se usa en mayor
medida como substrato del complejo enziméatico formado por
desaturasas y elongasas para promover la sintesis de novo de la cadena
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larga n-3 (&cido eicosapentanoico o C20:5 n-3 y docosahexaenoico).
Este resultado concuerda con los obtenidos por Cherfaoui et al. (2012)
quienes evidenciaron que el C18:3 n-3 era el principal substrato para
estas enzimas. Se ha reportado que las dietas con menor contenido de
forraje y mayor contenido en almidon provocan la reduccion del pH del
rumen y cambios en las poblaciones bacterianas del rumen (Klieve et
al., 2003), que modifican las rutas de biohidrogenacion de los PUFAs,
lo que sugiere que las dietas ricas en C18:3 n-3 (pasto y forraje) pueden
haber influido en estas vias. Los efectos positivos del conjunto de
acidos grasos de la familia n-3 han sido ampliamente reconocidos
(Wood et al., 2008), por lo que parece que, en el estudio actual, el
sistema extensivo mejora la calidad de la carne desde un punto de vista
de la salud humana.

Una baja relacion n-6/n-3 se considera un objetivo para la
composicion de los &cidos grasos de la carne en la dieta humana, ya que
una proporcion equilibrada podria prevenir enfermedades
cardiovasculares y cronicas tales como el céancer prostatico
(Simopoulos, 2008). De hecho, mayores proporciones de n-3 han sido
recomendado por la EFSA, 2010 y FAO, 2010 a fin de disminuir la
relacion n-6/n-3 para la prevencion de enfermedades relacionadas con
la inflamacidn (Simopoulos, 2008). En el presente estudio, la carne de
los terneros criados en sistemas extensivos y semiextensivos mostraron
los valores més saludables (mas bajos) en comparacion con la
proveniente de los sistemas tradicional e intensivos (2,40, 3,36 vs. 7,90,
10,45, respectivamente; P < 0,001), cumpliendo con las
recomendaciones nutricionales de la FAO, 2010 para dieta humana (n-
6/n-3 < 4). Estas diferencias estdn claramente influenciadas por la
composicion de acidos grasos de las dietas, lo que refleja que C18:2 n-
6c y C18:3 n-3 son los acidos grasos méas abundantes en el pienso y
hierba, respectivamente y que estos acidos grasos actlan como
precursores de la serie de n-6 y n-3, respectivamente (French et al.,
2000b; Raes et al., 2004). En linea con estos resultados, se ha
demostrado recientemente que las diferentes estrategias basadas en
suplementacién en la produccién animal son las que provocan cambios
mas importantes en la relacion n-6/n-3 (Scollan et al., 2014).
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La relacion PUFA/SFA es otro indice importante para evaluar las
propiedades nutricionales de la grasa intramuscular. Las
recomendaciones de la relacion de PUFA/SFA para la dieta humana son
alrededor del 0,85 (FAO, 2010). En el ensayo actual, se encontraron
diferencias para la relacion PUFA/SFA entre las diferentes
alimentaciones de acabado (P = 0,002). Unicamente la relacion para
PUFA/SFA observada en el grupo pasto/pienso comercial, relacionado
con su menor contenido de grasa intramuscular comparado con otros
grupos con alimentacion de acabado, se encontraba dentro del rango
recomendado por la FAO. Este valor fue superior a los encontrados en
otros estudios con carne de vacuno (Guerrero et al., 2013; Pateiro et al.,
2013). Sin embargo, si se considerada la recomendacion para los acidos
grasos insaturados/ SFA > 2 de la EFSA, (2010) ninguno de los grupos
de alimentacion de acabado del nuestro estudio actual alcanzé este
nivel.

3.3.4 Influencia de sistema de produccion y de la
alimentacion de acabado en los parametros sensoriales

de la calidad de la carne

Dentro del efecto de los sistemas de produccién y de la dieta sobre
los atributos sensoriales, nuestros hallazgos no respaldaron
investigaciones previas, en las que no se observaron diferencias en
dichos atributos por efecto del sistema de produccion (Guerrero et al.,
2013) o de la alimentacion de acabado (Moloney et al., 2011). Esto
pudo ser debido a otros factores de nuestro estudio (como la edad,
condiciones pre-sacrificio o la “grasa” de la canal) que podrian
contribuir a la calidad sensorial. En lo que respecta a la calidad de un
producto carnico, la terneza y jugosidad son los principales atributos
que mas influyen en las preferencias del consumidor (Font-i-Furnols &
Guerrero, 2014). En el estudio actual, los resultados mostraron una
variacion de la terneza por efecto de la alimentacion de acabado. Este
resultado es controvertido, porque diferentes estudios no encontraron
diferencias para la terneza entre novillos alimentados con pasto o con
grano (French et al., 2001; Realini et al., 2004), mientras que otros
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autores (Kerth et al., 2007; Resconi et al., 2010) observaron que la
terneza de la carne era menor en animales alimentados con hierba frente
a aquellos animales con grano. Asimismo, en lo que respecta a la
jugosidad, en algunas investigaciones se ha encontrado que el ganado
alimentado con hierba daba lugar a carne menos jugosa, mientras que
en otros estudios no se encontraron diferencias para este atributo entre
alimentacion con pasto o grano. Todo esto sugiere que la edad, el
manejo pre-sacrificio o el peso del canal podrian ser importantes
factores que influencian la terneza, como previamente se ha observado
en los trabajos de diversos autores (French et al., 2001, 2000a; Kerth et
al., 2007).

El nivel de grasa es un factor clave para mejorar los parametros
sensoriales (como la terneza y la jugosidad), ya que la grasa
intramuscular se correlaciona positivamente con la palatabilidad
(Corbin et al., 2015; O’Quinn et al., 2012). Sin embargo, en nuestro
estudio, no se observaron correlaciones entre la grasa intramuscular y
los pardmetros texturales o sensoriales. Esta discrepancia podria
atribuirse a las diferencias minimas observadas en el contenido de grasa
intramuscular entre los grupos de los diferentes sistemas de produccion,
que pueden minimizar las posibles diferencias observadas por los
panelistas en términos de terneza o jugosidad. Unicamente la intensidad
de sabor global se correlacioné negativamente con el contenido de grasa
intramuscular (r = -0,398; P < 0,05).

Los resultados obtenidos mostraron que la alimentacion de acabado
tuvo una gran influencia en la calidad de la carne de ternera, mientras
que el efecto del sistema de produccion fue menor en la mayoria de los
parametros evaluados. El perfil de &cidos grasos de los terneros criados
en sistemas extensivos y semiextensivos concuerda con el rango de
valores propuestos por las recomendaciones nutricionales de las
organizaciones internacionales. Ademas, la carne obtenida de terneros
procedentes de sistemas extensivos terminada s6lo con pasto y
complementada con pienso comercial resultd tener una gran
palatabilidad. Ademas, este tipo de carne obtenida utilizando pastos en
zonas al aire libre aumenta las expectativas y la satisfaccion de los
consumidores.
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3.3.5 Anadlisis discriminante

El anéalisis discriminante permitio distinguir entre los grupos de
distinta dieta con un 72,3% de la variacion total. Este estudio sugiere
que los animales alimentados con pasto podrian ser separados
eficientemente en el eje F1. Las variables C20:5 n-3 y n-3 fueron las
mas importantes en este eje, lo que sugiere que el estudio de los perfiles
de acidos grasos en los terneros podria utilizarse eficientemente como
un marcador para la conocer alimentacion de acabado con la que
rematan los terneros. Esto estd de acuerdo con trabajos anteriores que
demostraron la capacidad discriminante entre las dietas, usando el perfil
de &cidos grasos en corderos (Santos-Silva et al., 2002) o en toros
(Horcada et al., 2017)
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4 CAPITULO II: ANALISIS SENSORIAL Y FISICOQUIMICO DE LA

CARNE DE RAZAS BOVINAS EN DIFERENTES SISTEMAS DE
PRODUCCION, CONDICIONES MANEJO PRE-SACRIFICIO Y
TIEMPOS DE MADURACION

Este capitulo reproduce contenidos del siguiente articulo:

“Sensory and physicochemical analysis of meat from bovine breeds in different livestock

production systems, pre-slaughter handling conditions, and ageing time”

Lépez-Pedrouso, M*.; Rodriguez-Vazquez, R.; Purrifios, L2.; Olivan, M34.; Garcia-Torres,
S°,; Sentandreu, M. A®.; Lorenzo, J.M?.; Zapata, CL.; Franco, D2. Foods 2020, 9, 176.
Editorial: MDPI; ISSN 2304-8158. DOI:10.3390/f0o0ds9020176

'Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela,
15872 Santiago de Compostela, Espaiia; 2 Centro Tecnolégico de la Carne de Galicia, Ria Galicia N° 4,
Parque Tecnoldgico de Galicia, 32900 San Cibrao das Vifias, Espafia. ° Servicio Regional de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA), Apdo. 13, 33300 Villaviciosa, Espaiia;* ISPA,
Avda Roma s/n, 33011 Oviedo, Espafia; ° CICYTEX (Centro de Investigaciones Cientificas y
Tecnolodgicas de Extremadura), Junta de Extremadura. Ctra. A-V, Km372, 06187 Guadajira, Espafia;
SInstituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (CSIC), Avenida Agustin Escardino, 7, Paterna,
46980 Valencia, Espafia.

4.1 MATERIALESY METODOS

4.1.1 Animales y muestreo

Setenta y ocho terneros (24 AV, 22 RE y 32 RG) se usaron en este
estudio. Las razas AV y RG se localizaron en el norte de Espafa
(Asturias y Galicia, respectivamente), mientras que la raza RE en el
suroeste de Espafia (Extremadura). Los terneros de AV y RE se
obtuvieron a partir de un rebafio experimental del Servicio Regional de
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Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA, Villaviciosa,
Asturias) y del Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de
Extremadura (CICYTEX, Badajoz, Extremadura), respectivamente.
Los terneros de RG criados bajo el sistema extensivo se obtuvieron de
granjas familiares localizadas en Chantada (Lugo), mientras que
aquellos terneros criados bajo sistema intensivo fueron proporcionados
por la cooperativa COREN (Sarriaus, Ourense). Del numero total de
terneros, la mitad de los animales se criaron en sistema extensivo (E)
basado en pasto natural y suplementado con pienso comercial, mientras
que la otra mitad tuvo una alimentacion basada fundamentalmente en
pienso comercial (1). Los terneros de RG se sacrificaron a los 9 meses,
mientras que los de AV y RE a los 15 meses de edad. La edad de
sacrificio se fijo de acuerdo con las edades comerciales mas habituales
para cada raza en base a requerimientos de mercado local y de las
indicaciones geograficas protegidas (1.G.P.). Previamente al sacrificio,
la mitad de los terneros de cada sistema de manejo (E e I) se llevaron al
matadero todos juntos (periodo final, tiempo de transporte y tiempo de
espera), tratamiento de no-mezcla (NM), mientras que la otra mitad se
mezclaron con individuos no familiares de otras granjas durante el
transporte y las etapas de espera, grupo de mezcla (M).

Los terneros fueron aturdidos con un perno cautivo y sacrificados
de acuerdo con las regulaciones actuales de la UE (Council Directive
93/119/EC; OJ, 1993), en mataderos acreditados. Los canales se
enfriaron durante 24 h en una camara convencional a 2°C (humedad
relativa: 98%). En ese momento, el musculo longissimus thoracis et
lumborum (LT) se extrajo de la mitad izquierda del canal entre la quinta
y décima costilla y se cortaron seis filetes. EI primer filete se usé para
la determinacion del pH, color y las pérdidas por goteo. El segundo
filete se usd para la evaluacion de la oxidacion proteica y lipidica.
Cuatro filetes correlativos desde la mitad del LT se usaron para
determinar la fuerza de corte (test de Warner-Bratlzer; n = 2) y el
analisis sensorial (n = 2) a los 7 y 14 dias. Estos ultimos filetes se
cortaron con un corte de un grosor de 3,5 cm, se envasaron bajo
condiciones de vacio, y se almacenaron bajo condiciones refrigeradas
(4°C = 1 °C) hasta los posteriores analisis correspondientes a los
tiempos de maduracion (7 y 14 dias).
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4.1.2 Andlisis fisicoquimico

A las 24 h post-sacrificio, el pH se midi6 al nivel de la sexta costilla
con un pHmetro digital portéatil equipado con una sonda de penetracion.
El color de la carne se midi6 en tres puntos distintos sobre la superficie
del corte del musculo LT, a nivel de la 72 costilla. Los parametros de
color (luminosidad, (L*)); indice de rojo (a*); indice de amarillo (b*))
se determinaron con un colorimetro portatil (Konica Minolta CM-600d,
Osaka, Japon) bajo unas condiciones fijadas (lampara de arco de xenén
filtrada empleando el iluminante D65, con un angulo de vision de 10°y
8 mm de tamafio de apertura). Los datos obtenidos fueron el resultado
del valor medio en tres puntos representativos. Cromaticidad y tono se
calcularon de acuerdo con las siguientes ecuaciones: Cromaticidad
(C*=/(a*? + b*2))ytono (tan'b’/a").

La capacidad de retencion del agua (WHC) se midié como pérdidas
por goteo (DL), la cual se determind sobre un trozo de carne de 509
tomada a las 24 h post-mortem y colocada en un contenedor especial
(colector de carne, Sarstedt, Alemania). Después de la maduracion (7 'y
14 dias), los filetes se congelaron y almacenaron a -20 °C para los
subsiguientes como el anélisis de dureza de la carne, que se midio
mediante el test de corte Warner-Bratzler (WB). Para ello se cocind la
carne en un bafio de agua a 100 °C hasta que se alcanz6 una temperatura
interna de 70 °C. Después del enfriamiento de la carne a temperatura
ambiente se extrajeron ocho niicleos (1 cm? en una seccion transversal
cuadrada) y se sometieron a un corte de forma perpendicular a la
direccion de las fibras musculares con la sonda de WB mediante el
texturémetro TA.XT Plus (Stable Micro Sistema, Londres, UK). Se
obtuvieron los valores de méxima carga (N) requerida para el corte
completo. Los resultados se expresaron como la media del valor
maximo de fuerza de corte WB para cada filete.

La oxidacion lipidica se evalud por duplicado por el método de
acido 2-tiobarbitarico (TBA) de Salih et al. (1987). Los valores de las
substancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) se calcularon a
partir de la curva con patrén (tetraetoxipropano, TEP) y se expresaron
como pg malondialdehido/g carne.
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La oxidacion proteica se evalud por la medida de grupos carbonilos
formados durante la incubacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina en 2N
HCL, siguiendo el método descrito por Oliver et al. (1987). La
concentracion de proteina se calculd por espectrometria a 280 nm
usando como estandar la albumina de suero bovino (BSA, Bovine serum
albumin). La oxidacién proteica se expresd en nmol carbonilos/g
proteina.

4.1.3 Andlisis sensorial

El anélisis sensorial se llevo acabo siguiendo protocolos de la ISO
13299:2016, para evaluar la influencia del genotipo, sistema de
produccion, manejo pre-sacrificio, y el tiempo de maduracion en los
atributos organolépticos de la carne. El panel sensorial se compuso de
doce panelistas (7 mujeres y 5 hombres, con edades desde 25 a 45 afios)
del Centro Tecnoldgico de la Carne de Galicia (Ourense, Espafia)
entrenados para analisis descriptivos de acuerdo con normativa 1SO
8586:2012. La evaluacion sensorial se realizé en cabinas individuales
cerradas siguiendo protocolo ISO 8589:2010/A1:2014, bajo una luz
roja. Las muestras del musculo LT se cocinaron en un horno a 180°C
hasta alcanzar una temperatura interna de 70 °C, después estas se
ofrecieron a los catadores en platos de plastico desechables, codificadas
las muestras con tres digitos generados aleatoriamente (Macfie et al.,
1989). Agua y tostadas sin sal se usaron al principio de la sesion y entre
muestras para limpiar el paladar y eliminar los residuos de sabores. El
analisis descriptivo cuantitativo (QDA) se realiz6 bajo un disefio de
bloques equilibrados incompletos, donde cada panelista evalud las
muestras. Cada panelista evalu6é 6 muestras de carne de 24 tratamientos
estudiados en cada sesion y se realizaron un total de 12 sesiones. Se
evaluaron los siguientes atributos de textura (terneza, jugosidad,
fibrosidad, arenosidad, y untuosidad), olor (general y grasa), y sabor
(general, grasa, higado y &cido). La intensidad de cada atributo se
evalué en una escala lineal no estructurada desde 0 (sensacion no
percibida) a un 10 (maxima sensacion).
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4.1.4 Andlisis estadisticos

Para los caracteres fisicoquimicos considerados en este estudio se
realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) usando el modelo general
lineal (GLM) (SPSS 23.0, Chicago, IL, USA). El modelo usado fue el
siguiente:

Yij = M+ Bi + LPj + HP«x + B X LPjj + B X HPik + Eijk

donde Yij es la observacién de variables dependientes, 1 es la
media general, Bi es el efecto de la raza, LP; es el efecto del sistema de
produccidn, HPx es el efecto de manejo pre-sacrificio, B x LPij y B x
HPik son los términos de interaccion de sistema de produccion y manejo
pre-sacrificio con el efecto de la raza, y ik €s el error residual aleatorio
asociado con la observacion.

XLSTAT 2018 (Addinsof, New York, NY, USA) se usé para
analizar los datos del analisis sensorial. Se realiz6 un ANOVA, donde los
panelistas y sesiones se consideraron como efecto aleatorio. Para la
separacion de medias (analisis post hoc) se uso el test Tukey’s HSD a un
nivel de significacion de P < 0,05). El analisis de componentes
principales (PCA, principal component analysis) se llevé a cabo con
aquellos atributos que fueron significativamente diferentes, y se
establecio la relacion entre atributos sensoriales y los diferentes sistemas
produccidn, de manejo pre-sacrificio y del tiempo de maduracién de las
tres razas estudiadas. A partir de las muestras de atributos sensoriales se
genero6 un dendrograma UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean) usando el software XLSTAT 2018.

El andlisis discriminante multivariante se realizé usando todos los
caracteres fisicoquimicos y sensoriales evaluados para diferenciar entre
los grupos de terneros. Para cada muestra se consider6 una probabilidad
“a priori” de pertenencia a un grupo u otro independientemente del
tamafio del grupo y se utilizo el criterio para la seleccion de variables de
Wilk’s lambda (probabilidades-F para entrar y salir el valor de 0,05y
0,10, respectivamente). Para determinar los coeficientes que
maximizaban las diferencias entre muestras de maduracion a 7 y 14 dias
se utilizé la funcidn linear discriminante conteniendo un conjunto 6ptimo
de caracteres.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Efecto de la raza, sistema de produccion y manejo pre-

sacrificio en los parametros fisicoquimicos de la carne

El pH, color, los parametros de textura, oxidacion lipidica, y
oxidacion de proteinas de la carne de terneros de AV, RE y RG se
muestran en la Tabla 5. Las interacciones de los efectos sobre los
valores del pH mostraron un bajo nivel de significancia (P = 0,271y P
= 0,696 para B x LPS y B x HPS, respectivamente), lo que demuestra
que los efectos principales pueden ser examinados independientemente.
Ademas, la raza afect0 significativamente (P < 0,0001) a los valores de
pH, mientras que no se vio afectado significativamente por el sistema
de produccion (E/I; P =0,678) y el manejo pre-sacrificio (M/ MN; P =
0,512).
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Tabla 5. Efecto de la raza, el sistema de produccién y el manejo pre-sacrificio en la calidad de la carne del musculo

longissimus thoracis et lumborum (LT). Fuente: Lopez-Pedrouso et al. (2020)

Breed Livestock production system Pre-slaughter Handling Interactions with SEM
breed
AV RE RG P-value E | P-value M NM P-value B x LPS B x HPS

pH 5.48° 5.79° 5.62° < 0.0001 5.63 5.65 0.678 5.64 5.64 0.512 0.271 0.696 __ 0.019
Colour
Luminosity (L) 39.38° 38.15° 41.18° 0.001 40.32 39.10 0.075 39.44 40.09 0.504  <0.0001 0.505  0.304
Redness (a*) 16.14° 22.04° 11,74 < 0.0001 14.25 18.13 < 0.0001 16.65 15.36 0.101  <0.0001  <0.0001  0.211
Yellowness (b*) 11.03° 11.17° 12.540 < 0.0001 11.77 11.58 0.929 11.81 11.56 0.146 0.001 <0.0001  0.166
Croma (C*) 19.72 26.73 17.20¢ < 0.0001 19.75 21.79 0.010 21.30 20.06 0.113  <0.0001  <0.0001  0.234
Hue (h*) 36.10° 25.92¢ 47.082 < 0.0001 40.93 33.82 < 0.0001 37.47 37.99 0.161  <0.0001 0.958  0.402
Textural
parameters
Drip loss (%) 1.92° 1.41° 1.89% 0.001 1.75 1.77 0.490 1.63 1.88 0.055 0.401 0.130 _ 0.056
‘ég's N§e“ 7 97 113.62 66.4° <0.0001 87.2 87.4 0.518 87.8 86.8 0.462 0.023 0.001  0.241
‘égs Nt)e“ (14 79.5 100.12 58.5¢ < 0.0001 76.4 77.0 0.570 75.6 77.7 0.093 0.001 <0.0001  0.195
Lipid oxidation
TBARS (7 days) 0.0667 0.0559 0.0687 0.671 0.0591 _ 0.0711 0.094 0.0576 0.0710 0.251  <0.0001 0.573 _ 0.005
TBARS (14 days)  0.17672 0.0668" 0.0884° 0.003 0.0723  0.1551 0.001 0.0668 0.201 0.002  <0.0001 <0.0001  0.013
Protein
oxidation
g:;ls’;’”yls Y 1.48° 2.192 1.992 < 0.0001 2.03 1.72 0.005 1.86 1.92 0.382 0.320 0.257  0.051
Carbonyls (14 2.08 2.09 2.02 0.916 2.02 2.10 0.566 2.19 1.93 0.024 0.879 0.004  0.053

days)

TBARS expressed in mg malonaldehyde/kg tissue; Carbonyls expressed in nmol carbonyl/mg protein; AV: Asturiana de los Valles; RE: Retinta; RG: Rubia Gallega; E=extensive, I=intensive; M=mixed, NM=non-mixed; B=breed;
LPS= Livestock production system, HPS= pre-slaughter handling; SEM=standard error of mean; * Means in the same row with different letters differ significantly (P < 0.05).
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Respecto al color de la carne, las interacciones entre las raza y el
sistema de produccion y el manejo previo al sacrificio fueron
significativas en la mayoria de los casos, en consecuencia, la
interpretacion de los principales efectos es compleja. Por ejemplo, en el
caso de L* y tono (hue) las interacciones entre la raza y el manejo pre-
sacrificio no fueron significativos (P = 0,505 y P = 0,958,
respectivamente), por lo que es apropiado analizar estos efectos de
forma independiente. El efecto del manejo animal seria interesante
estudiarlo por separado, pero en ambos casos no fue significativo (P >
0,05), mientras que el efecto raza debido a su interaccion con el sistema
de produccidn es un parametro complejo de analizar pues para cada uno
de los tres genotipos estudiados se encuentra afectado por el sistema de
produccion, por lo que no se pueden generalizar conclusiones para las
tres razas.

Los pardmetros de textura también demostraron presentar una
situacion altamente compleja de andlisis por la presencia de la
interaccion con el factor raza. Sin embargo, la capacidad de retencion
de agua (WHC), expresado como peérdidas por goteo (DL), no mostrd
interacciones significativas, y los principales efectos podrian analizarse
por separado. DL solo se vio afectado por el efecto de la raza, que oscild
entreel 1,41% vy el 1,92% para RE y AV, respectivamente, sin variacion
significativa entre AV y RG.

El estado de oxidacion lipidica y proteica de las muestras se evalud
en los dos tiempos de maduracion. Respecto a los valores del TBARS,
las interacciones del efecto raza se mostraron significativas en todos los
casos, excepto para la interaccion B x HPS, a los 7 dias. Sin embargo,
al analizar los efectos por separado no se observaron variaciones
significativas. Por el contrario, las interacciones con la raza aparecieron
en un menor grado para la oxidacion de las proteinas. La oxidacion de
las proteinas en las muestras se vio afectada por la raza (P < 0,0001) y
el sistema de produccion (P = 0,005) a los 7 dias.
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4.2.2 Efecto de la raza, sistema de produccion y manejo pre-

sacrificio en los atributos sensoriales de la carne

Las puntuaciones medias para la evaluacion sensorial y de textura
de la carne para los efectos estudiados en el trabajo actual (raza, sistema
de produccion, manejo previo al sacrificio, y maduracion) se presentan
en la Fig. 10.
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Breed
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Figura 10. Grafico de tela de arafa del perfil sensorial y de textura del muasculo
longissimus thoracis et lumborum para cada efecto: raza, sistema de
produccion, manejo pre-sacrificio y maduracién. AV: Asturiana de los Valles;
RE: Retina; RG: Rubia Gallega; E= Extensivo, I= Intensivo; M= Mezcla, NM= no
mezcla; Significancia estadistica: ***p < 0,001, **p <0,01, *p< 0,05. Fuente:

Lopez-Pedrouso et al. (2020)
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Los resultados demostraron diferencias significativas (P < 0,001)
entre las tres razas para todos los atributos sensoriales (sabor, olor y
textura). Sin embargo, las diferencias significativas en varios atributos
fueron leves (olor general, olor a grasa, sabor general, sabor a grasa,
sabor a acido y arenosidad). Por lo contrario, los atributos con mayores
diferencias entre las razas fueron el sabor a higado, la terneza, la
jugosidad, untuosidad y la fibrosidad. La carne de RE resultdé méas
fibrosa, menos tierna y jugosa, mientras que la de AV y RG
demostraron tener atributos sensoriales y de textura mas similares.

Respecto a las diferencias entre el sistema extensivo e intensivo, se
encontraron cambios significativos (P < 0,001) en el olor general, el
sabor a higado, terneza y fibrosidad (Fig. 10). La mayor variacion se
mostrd en la fibrosidad, el cual fue méas intenso en muestras de terneros
criados en sistema extensivo. El sistema de produccion tuvo un efecto
significativo en la terneza, la jugosidad y la fibrosidad (P < 0,001), ya
que los mayores valores de terneza se mostraron en terneros del sistema
intensivo (5,27 vs. 4,97, para los grupos | y E, respectivamente), y
también, ya que el valor mas bajo de fibrosidad se mostrd
coherentemente en el sistema intensivo (3,49 vs. 4,31, para los grupos |
y E, respectivamente).

En relacion con el manejo pre-sacrificio, el sabor a cido, sabor
general y grasa al igual que todos los atributos de textura fueron
significativos, excepto la fibrosidad (P > 0,05). Es de destacar que la
mezcla previa al sacrifico tuvo un efecto significativo en la textura,
disminuyendo la terneza significativamente (5,21 vs. 5,03, P < 0,001,
para los grupos NM vy M, respectivamente) y aumentando
significativamente la jugosidad (3,4 vs. 3,7, P < 0,001, para los grupos
NM y M, respectivamente). Finalmente, el tiempo de maduracion,
como era de esperar, tuvo el efecto mas importante en la terneza,
jugosidad y la fibrosidad, logrando mejores puntuaciones a los 14 dias,
en la terneza y jugosidad, mientras que las carnes a los 7 dias son mas
fibrosas. La maduracion también tuvo una influencia significativa en
todos los atributos sensoriales relacionados con el olor y sabor.
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4.2.3 Andlisis discriminante de componentes principales para

el factor raza

El andlisis factorial tiene como objetivo obtener un numero
reducido de componentes principales que expliquen la variabilidad de
las muestras. Se analizaron los descriptores sensoriales y de textura de
los 24 casos posibles siendo evaluados desde un punto de vista
multidimensional. Como se muestra en la Fig. 11, un espacio
multidimensional basado en estos datos se muestra en un bi-plot. La
varianza total explicada para los parametros de sabor y olor fue del
68,96 %. La primera componente principal (PC1), explicé el mayor
porcentaje de varianza (43,98%) y se asoci0 principalmente con los
atributos de sabor (&cido, general e higado, en este orden). Por lo tanto,
las muestras pertenecientes a AV y RG se situaron en el lado izquierdo,
y la mayor parte de las pertenecientes a RE en el lado derecho,
distinguiéndose bien. Por otro lado, el segundo componente principal
(PC2), represento el 24,98% de la variabilidad total y se relacion6
positivamente con el sabor a grasa, mientras se correlaciono
negativamente con el olor general. A lo largo del PC2, las muestras de
AV y RG se separaron, con RG y AV ubicadas en los cuadrantes
superior e inferior, respectivamente. Ademas, los aspectos mas
relevantes de RE se asociaron con un sabor fuerte, posicionandose la
mayoria de las muestras en el lado derecho del bi-plot (Fig. 11A).
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Figura 11. Analisis de los componentes principales (PCA) determinado por las
componentes principales (PC1) y (PC2) de los atributos sensoriales y de
textura evaluados entre los grupos. A) Parametros de sabor y olor, B)
Parametros de textura. AV: Asturiana de los Valles; RE: Retinta; RG: Rubia
Gallega; E=extensivo, I=intensivo; M=mezcla, NM=no-mezcla; 7=7 dias de
maduracioén, 14=14 dias de maduracion. Fuente: Lopez-Pedrouso et al. (2020)
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El segundo PCA se baso en los atributos texturales, obtenidos del
analisis sensorial (Fig. 11B). Las dos primeras componentes principales
acumularon un total del 72,63% de la varianza total de los datos, lo que
permitio una ligera separacion por razas. La proyeccion de las variables
indicd que casi todas las muestras RG y la mayoria de las muestras AV
se caracterizaron positivamente por su arenosidad, untuosidad, terneza
y jugosidad, mientras que las muestras de RE se correlacionaron con la
fibrosidad. Especificamente, la terneza, jugosidad y la untuosidad se
relacionaron con la carne madurada a los 14 dias (Fig. 11B).

Se desarrollé un analisis discriminante canonico (CDA) utilizando
el método “paso a paso”, y la validacion cruzada de dejar un dato fuera
para validar los resultados. Un conjunto de datos compuestos por los
parametros fisicoquimicos y sensoriales se someti6 al CDA con la
variable de seleccion de la raza. Antes del analisis discriminante, se
realiz6 una correlacién de Pearson entre los atributos sensoriales y los
parametros fisicoquimicos. Se obtuvo una correlacién significativa
entre todos los parametros de textura y la fuerza de corte en los dos
tiempos de maduracion explorados en este estudio. La terneza y la
jugosidad se correlacionaron negativamente con la fuerza de corte a los
7'y 14 dias (coeficientes para la terneza r =- 0,499y r = - 0,536, P <
0,01, para 7 y 14 dias, respectivamente; coeficientes de jugosidad r = -
0,424y r =-0,377, P < 0,01, para 7 y 14 dias, respectivamente) y la
fibrosidad se correlacioné positivamente con la fuerza de corte a los 7
y 14 dias (coeficientes para ternezar = 0,324y r = 0,536, P < 0,01, para
7'y 14 dias, respectivamente).

Para las muestras de carne maduradas durante 7 dias el anélisis
discriminante seleccion6 las siguientes variables: olor a grasa, sabor
general, sabor a higado, terneza, jugosidad, fibrosidad, arenosidad,
pérdidas por goteo, L*, a*, b* y WB-7. Estas variables se conservaron
al final del analisis discriminante y se combinaron linealmente para
obtener funciones discriminantes canonicas. Se utilizaron dos funciones
discriminantes canonicas en el analisis, y las funciones discriminantes
de clasificacion obtenidas fueron:

F1=0,594 [Olor_grasa] + 0,211 [Sabor_general] — 0,116
[Sabor_Higado] — 0,781 [Terneza] — 1,219 [Jugosidad] + 0,673
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[Fibrosidad] + 0,175 [Aspereza] — 0,282 [DL] + 0,510 [L*] + 1,901
[a*] — 1,156 [b*] — 0,062 [WBT7]

F2 = 0,113 [Olor_grasa] + 0,687 [Sabor_general] — 0,746
[Sabor_higado] + 0,631 [Terneza] — 0,122 [jugosidad] — 0,167
[fibrosidad] — 0,342 [arenosidad] + 0,410 [DL] — 0,123 [L*] + 0,402
[a*] - 0,617 [b*] + 0,515 [WB7]

Segun estos coeficientes, los pardmetros que méas explican la
separacion en la funcion F1 fueron los pardmetros de color (a* y b*) y
jugosidad, mientras que las variables que explican la separacion de
grupos en la funcion F2 fueron el sabor a higado y el sabor general,
seguidos del indice de amarillo.

Para las muestras de carne maduradas a los 14 dias, las funciones
discriminantes de clasificacion obtenidas fueron:

F1 = — 0,189 [Sabor higado] + 0,540 [Sabor Acido] — 1,028
[Terneza] — 0,589 [Jugosidad] — 0,037 [Untuosidad] + 0,563
[Fibrosidad] — 0,588 [Aspereza] + 0,183 [pH] + 1,809 [a*] — 0,952 [b*]

F2 = 0,868 [Sabor_higado] + 0,145 [Sabor_&cido] — 0,288
[Terneza] + 0,032 [Jugosidad] + 0,580 [Untuosidad] — 0,406
[Fibrosidad] + 0,210 [Aspereza] + 0,539 [pH] — 0,247 [a*] + 0,432 [b*]

Segun estos coeficientes, los parametros que mas explican la
separacion producida por la funcion F1 fueron el indice de rojo, terneza
e indice de amarillo. Las variables que explican la segregacion de los
grupos aplicando la funcion F2 fueron el sabor a higado, sequido de la
untuosidad y el pH. Todas estas variables fueron utiles para la
discriminacion de carne de terneros de diferentes razas. Los resultados
obtenidos para la funcion F1 se trazaron frente a los resultados
obtenidos de la funcion F2 en ejes de coordenadas para cada muestra, y
se observO una buena separacion entre las diferentes razas en ambos
dias de maduracion (Fig. 12).
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Figura 12. Andlisis discriminante para los atributos sensoriales y fisicoquimicos empleados para la discriminacion de
las tres razas del estudio. AV: Asturiana de los Valles; RE: Retinta; RG: Rubia Gallega. Fuente: Lopez-Pedrouso et al.
(2020)
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La funcion F1 explico un 82,2% y 89,6% de la varianza, para los 7
y 14 dias de maduracion, respectivamente. Mientras que la F2 explicd
el 178% vy el 10,4% de la varianza, para los 7 y 14 dias,
respectivamente, alcanzando una varianza total explicada del 100%
cuando se emplean ambas funciones. Se realiz6 una validacion cruzada
en los que cada caso se clasificé usando las funciones derivadas de
todos los casos distintos de ese caso, que se dejo fuera y asi
sucesivamente se procedidé para cada muestra que se validaba. El
andlisis discriminante atribuy6 correctamente a cada muestra de carne
a su grupo original con una precision del 100%. Debido al nimero de
atributos sensoriales incluidos en las funciones discriminantes, los
hallazgos del presente estudio sugieren que estas razas poseen un perfil
sensorial significativamente diferente lo que permite satisfacer una
amplia gama de preferencias de los consumidores.
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4.3 DISCUSION

4.3.1 Efecto de la raza, sistema de produccion y el manejo
pre-sacrificio en los parametros fisicoquimicos de la

carne

Para todas las razas, los valores de pH se situaron en el rango entre
5,48 y 5,79 y por debajo de 5,8, indicando la ausencia de factores de
estrés. De hecho, uno de los defectos mas importantes de la carne de
vacuno es el conocido como corte oscuro que se caracteriza por un color
oscuro, textura firme y sequedad superficial (Dark, firm and dry
(DFD)), y que se produce a partir de animales que sufrieron un estrés
pre-sacrifcio (Zhang et al., 2017). Otros autores han informado de
variaciones en el pH de la carne en toros de razas rusticas por efecto del
sistema de produccion (Guerrero et al., 2013; Humada et al., 2014). Sin
embargo, en otros estudios esas diferencias en el pH no fueron
observadas (Realini et al., 2004).

El color es uno de los caracteres mas importantes de la calidad de
la carne, considerado como uno de los principales criterios de decisién
de compra, y se prefiere la carne roja brillante frente a la palida/oscura
porque se la asocia con la frescura de la carne. Las variaciones en las
caracteristicas de color podrian deberse a diferencias en los genotipos,
como lo indicaron previamente otros autores (Domingo et al., 2015;
Gatellier et al., 2005; Lanari et al., 2002). Se ha demostrado que los
sistemas extensivos contribuyen a cambiar los tipos de fibra muscular,
los que resulta en un color mas oscuro en la mayoria de los casos
(Dunne et al., 2011). Sin embargo, nuestros resultados muestran una
clara interaccion de las razas, resultando en una interpretacion mas
compleja. Otros autores encontraron fuertes interacciones entre la raza
y la dieta respecto a los parametros del color en la carne de las razas
Aberdeen Angus y Holstein-Friesian, con una edad de 19 meses
(Warren et al., 2008). El sistema de produccion y el peso vivo también
interactlan significativamente en el ganado Charolais x Friesian segin
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Keane & Allen, 1998. Nuestros resultados demostraron que el efecto
del sistema de produccién y el manejo previo al sacrificio también
mostraban interacciones respecto al color por lo que debe evaluarse
dentro de cada raza.

La capacidad de retencion de agua (WHC) es un pardmetro
importante en la calidad de la carne, ya que juega un papel fundamental
en la organizacion muscular, afectando a la apariencia, el color, la
terneza, y la jugosidad después del coccion (Hughes et al., 2014;
Lorenzo et al., 2015). La WHC se mantuvo inalterada por efecto del
sistema de produccion, en concordancia con los resultados mostrados
por otros autores (Bispo et al., 2010a; Oliete et al., 2006). Sin embargo,
el efecto de la raza en las pérdidas por goteo fue importante.

En este estudio, los parametros de textura se evaluaron mediante la
prueba de WB, mostrando una fuerte interaccion de la raza con el
sistema de produccion y el manejo pre-sacrificio. Ademas, el efecto de
la raza también podria llevar implicito la diferente edad de sacrificio,
ya que la edad de sacrificio fue especifica de la raza y dependia de los
requisitos del mercado local. La variacion de la terneza entre razas
podria explicarse por las diferencias en genotipo y edad de sacrificio,
como previamente informo Lucero-Borja et al. (2014). Este hecho
también podria explicar las interacciones, porque la calidad de la carne
difiere con la edad/peso del sacrificio, el sistema de produccion y las
interacciones con el peso vivo al sacrificio (Keane & Allen, 1998). En
otros estudios, el efecto de la edad de sacrificio en la terneza, evaluado
por métodos sensoriales e instrumentales, fue contradictorio, segun lo
informado por Chambaz et al. (2003). De hecho, estos autores que
trabajaron con novillos de cuatro razas con diferente tasa de madurez
(Angus, Sinmmental, Charolais y Limousin), sacrificados con un
contenido de grasa intramuscular similar (3,25%) pero a diferentes
edades (381, 499, 513 y 594 dias, respectivamente), no observaron
diferencias en la fuerza de corte de WB entre las diferentes razas. Sin
embargo, indicaron que la carne de novillos de las razas Angus y
Limousin, juzgada por los panelistas, era significativamente més tierna
que la de los novillos Simmental, mientras que la carne de Charolais se
califico como intermedia. Por otro lado, nuestros resultados no
respaldan la investigacion previa de Panea et al. (2018), donde se llevo
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a cabo un analisis exhaustivo de diez razas bovinas europeas, y que
mostro que las razas AV y RE eran similares en cuanto a ternura. Esta
discordancia con nuestro estudio podria atribuirse a las variaciones del
sistema de alimentacion (intensivo), el tiempo de maduracion (14 dias)
y las posibles variaciones durante el proceso de descongelacién y las
condiciones de coccion (tiempo y/ o temperatura). Este ultimo factor
fue evaluado por Lepetit et al. (2000), que estudio el efecto de la
temperatura/ tiempo de coccion de varios musculos en el rango de 20 —
80° C, empleando la prueba de compresion y comprob6 como pequefas
variaciones de temperatura y tiempo tenian un importante influencia en
los valores de terneza. En nuestro trabajo, se constata que tanto el efecto
del sistema de produccion como el manejo previo al sacrificio sobre la
terneza debe ser analizado dentro de cada raza debido a las
interacciones.

Otra consideracion importante es la susceptibilidad de las proteinas
a sufrir oxidacion, lo que lleva a un posible efecto perjudicial sobre la
calidad de la carne. Nuestros resultados mostraron el efecto de la raza
sobre el nivel de carbonilos a los 7 dias, indicando que las muestras de
AV fueron las que menos se oxidaron. Sin embargo, las diferencias de
oxidacion proteica debido al efecto de la raza se redujeron a medida que
aumento el tiempo de maduracion. Poco se sabe sobre la relacién entre
la oxidacion de proteinas y la carne de vacuno de diferentes razas, pero
la edad del animal es un factor importante que produce un aumento en
el contenido de carbonilos (Cho et al., 2015). Traore et al. (2012)
plantean una hipétesis sobre la posible relacion entre las pérdidas por
goteo y la oxidacion proteica en longissimus thoracis del cerdo,
sugiriendo que ambos parametros, afectados fuertemente por el efecto
de la raza, podrian estar relacionados.

4.3.2 Efectos de la raza, sistema de produccién y manejo pre-

sacrificio en los atributos sensoriales de la carne

Las variaciones en los atributos sensoriales (Fig. 10) fueron
consistentes con las de Gregory et al. (1994), quienes encontraron que
los parametros de textura mostraron las mayores diferencias entre la
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carne de nueve razas (Red Poll, Hereford, Angus, Limousin, Braunvieh,
Pinzgauer, Gelbviech, Simmental y Choralais). El atributo de sabor a
higado, que se considera un sabor desagradable y este fue mas intenso
en RE que en AV 0 RG lo que podria estar relacionado con el contenido
de hierro en el musculo (Resconi et al., 2010), que se ha informado més
alto en RE (Gil et al., 2001) que en AV y RG (Bispo et al., 2010a; Sierra
etal., 2010).

La similitud en los pardmetros de textura entre AV y RG puede
explicarse por el hecho de que la distancia genética entre AV y RG es
menor que entre AV y RE, segun el estudio filogenético realizado por
Cafas-Alvarez et al. (2015). Esta hipotesis es coherente con el anlisis
de clusters basado en los parametros sensoriales que se muestran en la
Fig. 13. Aunque el UPGMA basado en los parametros de sabor y olor
no mostré una separacion clara entre AV y RG en los clusters
diferenciales, el analisis UPGMA agrup0 seis muestras de carne de RE
basadas en parametros de sabor y olor, mostrando una mayor
diferenciacion entre esta raza y las otras dos. Estos resultados sugieren
que la raza RE tiene un sabor caracteristico, que los panelistas
entrenados detectaron claramente. Se puede encontrar una gran
cantidad de literatura que intenta desentrafiar la influencia de la
alimentacion, laraza, el sexo, lamaduracion, asi como el procesamiento
y la coccion de alimentos en el sabor de la carne de vacuno, segun lo
revisado por Aaslyng & Meinert (2017). Sin embargo, el UPGMA
basado en los pardmetros texturales no proporciond ninguna separacion
entre las muestras.
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Figura 13. Analisis de conglomerados usando el método unweighted pair-group
method with arithmetic mean (UPGMA) para obtener un dendrograma basado en
los parametros de sabor y olor (a) y los parametros de textura (b). AV: Asturiana

de los Valles; RE: Retinta; RG: Rubia Gallega; E=Extensivo, I= Intensivo; M=
mezcla; NM =No-mezcla; 7 = 7 dias de maduracion, 14= 14 dias de maduracion.
Fuente: Lopez-Pedrouso et al. (2020).
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Las diferencias sensoriales asociadas con los sistemas extensivos e
intensivos no fueron coherentes con estudios previos en los que no se
hallaron diferencias en los atributos sensoriales atribuibles al sistema
de produccion (Guerrero et al., 2013) ni a la dieta de acabado (Moloney
et al., 2011). Sin embargo, Chail et al. (2016), sugirieron que las
diferencias en los atributos sensoriales se debieron a variaciones en la
dieta de acabado.

La terneza y la jugosidad son los atributos mas criticos en las
preferencias del consumidor (Font-i-Furnols & Guerrero, 2014). Los
valores mas altos de terneza se detectaron en carne de terneros criados
en sistemas intensivos. Una posible explicacion se basa en las
diferencias en la grasa intramuscular, ya que se correlaciona
positivamente con la palatabilidad (Corbin et al., 2015; O’Quinn et al.,
2012). Sin embargo, este resultado es controvertido, puesto que varios
estudios no informaron de variaciones en la terneza entre novillos
alimentados con pasto y grano (French et al., 2001; Realini et al., 2004).
Por el contrario, otras investigaciones mostraron que la terneza fue
mayor en terneros alimentados con grano frente a otros terminados con
pasto (Kerth et al., 2007; Resconi et al., 2010).

Otro factor importante que sin duda contribuye a la textura y la
terneza de la carne es el colageno intramuscular/tejido conectivo y su
solubilidad (French et al., 2001; Nishimura, 2010; Purslow, 2018). En
general, se ha demostrado a lo largo de la literatura que méas que el
sistema de produccion son los factores edad, manejo inadecuado pre-
sacrificio o peso canal lo que podrian afectar en mayor medida a la
textura final de la carne (French et al., 2001, 2000a; Kerth et al., 2007).
La raza junto con su sistema de produccién tipico bajo las diferentes
indicaciones geograficas protegidas (I.G.P.), han mostraron diferencias
en la carne de tres razas espafiolas: Bruna dels Pirineus, Avilefia Negra
Ibérica y Morucha en los atributos sabor, ternura y jugosidad (Serra et
al., 2008).

El efecto de maduracion en los atributos sensoriales y de textura es
ampliamente conocido, asi como deseado, para producir los cambios
necesarios en el masculo, que conducen a las caracteristicas sensoriales
tipicas de la carne, especialmente en la carne de vacuno (Revilla &
Vivar-Quintana, 2006; Safiudo et al., 2004). Como se puede observar
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en la Fig. 10, la maduracion produjo diferencias significativas en todos
los atributos, siendo los mas importantes los relacionados con las
propiedades de textura (terneza, jugosidad y fibrosidad). Como se
esperaba, la carne con un mayor tiempo de maduracion mejoré en la
calidad de la alimentacién, proporcionando una terneza y jugosidad
superiores, como se describié en Colle et al. (2016). A partir de nuestros
resultados, se puede inferir que el consumo de carne RG se
recomendaria con tiempos de maduracion mas cortos, mientras que las
carnes de AV y RE necesitarian un periodo de maduracion més largo
para lograr una mayor aceptacion por parte de los consumidores.

4.3.3 Andlisis discriminante de componentes principales para

el factor raza

La contribucion del sabor a la palatabilidad general de la carne ha
sido ampliamente demostrada (O’Quinn et al., 2018). Nuestros
resultados obtenidos del PCA indicaron que la carne RE es muy sabrosa
y puede ser muy apreciada por los consumidores. Uno de los objetivos
clave para las estrategias de comercializacion es obtener la mejor
calidad sensorial en productos heterogéneos como la carne de vacuno.
Actualmente se estan revisando innovaciones en los diferentes cruces,
la alimentacion del ganado y otros aspectos de la produccion animal.
En este sentido, recientemente, un estudio de consumidores demostrd
que las muestras de carne de ganado alimentado con pienso comercial
ecologico vs. al aire libre positivamente evaluados a nivel sensorial
(Garcia-Torres etal., 2016). En lamisma linea, la raza AV fue analizada
por un estudio de consumidores para mejorar su calidad de
alimentacion, estudiando los tiempos de maduracion y los genotipos
dentro de la raza. Los resultados de esta investigacion mostraron que
las preferencias de los consumidores cambiaban segun su edad,
mostrando que la gente joven preferia carnes de maduracion temprana-
intermedia y la gente m&s mayor preferia carne con mas tiempo de
maduracion (Sierra et al., 2010). Desafortunadamente, se han llevada a
cabo poco estudios sensoriales entre estas razas autoctonas.
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En la bibliografia disponible, se han descrito correlaciones
similares entre la terneza y la fuerza de corte, a las obtenidas en este
presente estudio que van desde -0,32 a -0,94 (Sierra et al., 2010; Caine
etal., 2003). Ademas de la ternezay la jugosidad, se ha demostrado que
el sabor y el olor son los principales atributos que influyen en la
aceptabilidad del consumidor de la carne de vacuno (Neely et al., 1998).
En la presente investigacion, el sabor del higado se correlaciond
positivamente con la oxidacion proteica a los 7 dias de maduracion (r =
0,453, P <0,01) y los valores de TBARS con la intensidad de olor a los
14 dias de maduracion (r = 0,336; P < 0,01). Estos hallazgos sugieren
la influencia del estado de oxidacion (de proteinas y lipidos) en el
desarrollo de las notas desagradables de sabor y olor en la carne. De
hecho, el desarrollo de sabores negativos se ha asociado con la
oxidacion lipidica en carne (Jiang et al., 2011). La oxidacion de
proteinas ha sido ampliamente investigada en el procesamiento de carne
post mortem, lo que lleva a cambios en los atributos sensoriales
(Soladoye et al., 2015). En general, estos hechos confirman que hay
cientos de compuestos volatiles que contribuyen al sabor y olor de la
carne que provienen de los productos de descomposicion de lipidos y
proteinas (Calkins et al., 2007)
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5 CAPITULO IlI: MEDIDA DE DISTANCIA PROTEOMICA
CUANTITATIVA ENTRE CARNE DE RAZAS BOVINAS ESPANOLAS

Este capitulo reproduce contenidos del siguiente articulo:
“Measuring quantitative proteomic distance between Spanish beef breeds”

Rodriguez-Vazquez, R'.; Mato, Al.; Lépez-Pedrouso, M'.; Franco, D?. Sentandreu, M. A3,
Zapata, C.; Food Chemistry 2020, 315, 126293. Editorial: Elsevier; eISSN: 1873-7072; ISSN
0308-8146. DOI: 10.1016/j.foodchem.2020.126293

! Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela,
15872, Santiago de Compostela, Espafia; 2 Centro Tecnolégico de la Carne de Galicia, Ria Galicia N- 4,
Parque Tecnolégico de Galicia, 32900 San Cibrao das Vifias, Espafia. * Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de Alimentos (CSIC), Avenida Agustin Escardino, 7, Paterna, 46980 Valencia, Espafia.

5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Razas bovinas y muestras de carne

Tres razas bovinas (Bos taurus L.) criadas en diferentes regiones
espafiolas se usaron en este estudio: AV (Asturias), RE (Extremadura)
y RG (Galicia). Animales pertenecientes a las tres razas espariolas se
transportaron por carretera desde las granjas hasta mataderos
acreditados en un tiempo que no excedié una hora y se sacrificaron
siguiendo los requerimientos establecidos por la legislacion de la Union
Europea (Council Directive 93/119/EEC) sin intervencion posterior en
los canales. Terneros machos de las tres razas se sacrificaron a la edad
usual en la industria carnica espafiola: 9-10 meses en AV y RE y 5-6
meses en la raza de ganado RG. Las muestras de carne de cada raza de
ganado bovino se recogieron a las 2 h post-mortem para evitar las

101



RAQUEL RODRIGUEZ VAZQUEZ

diferencias protedmicas causadas por las variaciones del procesado de
la carne post-mortem entre los mataderos. Un filete de 2 cm se separ0
de cada animal en la decimotercera costilla en el masculo LT. Las
muestras de carne se empaquetaron al vacio y se transportaron al
laboratorio bajo condiciones refrigerantes, liofilizados y almacenados a
-80 °C. Seis réplicas bioldgicas independientes de cada una de las tres
razas se usaron para los analisis protedmicos.

5.1.2 Extraccion de proteinas y cuantificacion

La proteina total se extrajo a partir de muestras de carne liofilizadas
como se describi6 en Franco et al. (2015). Una cantidad de 50 mg de
cada muestra liofilizada se mezclé con 1,5 mL de tampon de lisis (urea
7 M; tiourea 2 M; ditiotreitol (DTT) 10 mM; 4% de CHAPS; y 2% de
Farmalitos (pH 3-10), GE Healthcare, Chicago) y se lisé en un
sonicador S-250 (Sonifier 250, Branson, Danbury), manteniéndose en
un bafio de agua-hielo para evitar el calentamiento excesivo. Las
proteinas se purificaron usando el kit Clean-Up (GE Healthcare) y se
resuspendieron en 500 pL de tampon de lisis. La cuantificacion del total
de concentracion de proteinas se realizo con el kit ensayo de proteinas
CB-X (G-Biosciences, St. Louis) basado en una mejora del método
Bradford, usando un lector de microplacas Chromate 43000
(Awareness Technology, Palm City). La albdmina de suero bovino
(BSA) se us6 como estandar proteico para la calibracion.

5.1.3 Electroforesis bidimensional

Las proteinas del musculo LT se separaron previamente como esta
establecido por los protocolos de 2-DE (Franco et al., 2015).
Brevemente, 450 g del total de proteinas extraidas se disolvieron en
tampones de lisis y rehidratacion (urea 7 M, tiourea 2 M, 4 % de
CHAPS, 0,002% de azul bromofenol) junto con 0,6% DTT y un 1% de
gradiente de pH inmovilizado (IPG) (Bio-Rad Laboratories, Hercules).
La mezcla se cargd en tiras IPG de 24-cm-largo con un gradiente de pH
linear de 4-7 (Bio-Rad Laboratorios). El enfoque isoeléctrico de la
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primera dimension (IEF) se realizd usando el sistema de célula
PROTEAN IEF (Bio-Rad Laboratories), aplicando un voltaje que se
aumento progresivamente hasta alcanzar 70 kVh después de un paso
inicial de rehidratacion (50 V para 12 h). Una vez finalizado el IEF, las
tiras enfocadas se equilibraron con los tampones de equilibrado I (Tris
50 mM pH 8,8; urea 6 M; 1% de DTT; 30% de glicerol; y 2% de dodecil
sulfato de sodio, SDS) y Il (Tris 50 mM pH 8,8, urea 6 M, 30% de
glicerol; 2% de SDS; y un 2,5% de iodoacetamida), 15 min cada uno a
temperatura ambiente. La segunda dimension se realizé con geles de
electroforesis de dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) a través
de tiras que se transfieren a geles del 13% (w/v) de 24 x 20 cm, usando
un sistema vertical multigel de electroforesis Ettan DALTSsix (GE,
Healthcare) a 18 mA/gel durante 15 h después de un paso inicial de 6
mA/gel durante 1 h. Los geles fueron seguidamente tefiidos con el tinte
fluorescente  SYPRO Ruby (Lonza, Rockland) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Los marcadores de masa molecular de
proteinas entre 15 y 200 kDa (Fermentas, Ontario) se cargaron en un
pocillo lateral de los geles SDS-PAGE.

5.1.4 Andlisis de imagen

Los geles 2-DE se escanearon usando un Gel Doc XR + system
(Bio-Rad Laboratories). La deteccion, emparejamiento y cuantificacion
del volumen de los spots se realizé automéaticamente con PDQuest
Advanced software v. 8.0.1. (Bio-Rad Laboratories) y se comprobd
manualmente. Los volumenes normalizados de los spots se obtuvieron
después de la sustraccion del fondo usando la densidad de los spots
validados a través de los geles replicados. Para analisis posteriores
Unicamente se consideraron reproducibles, de los spots validados,
aquellos que se encontraban en al menos cuatro réplicas de cada raza de
ganado. El punto isoeléctrico (pl) y el peso molecular (Mr) de cada spot
se obtuvieron usando como referencia las mencionadas tiras IPG
lineares (pH 4-7) y marcadores de masa molecular estandar,
respectivamente.
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5.1.5 Identificacién proteica por espectrometria de masas

La identificacion de proteinas se realiz6 por MALDI-TOF y
MALDI-TOF/TOF MS como se especific anteriormente por Franco et
al. (2015). De manera resumida, los spots se escindieron de los geles y
se sometieron a una digestion in-gel con tripsina. Los péptidos eluidos
se concentraron en una SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, Waltham)
y se almacenaron a -20°C hasta el analisis por espectrometria de masas.
Una mezcla de péptidos redisueltos en acido férmico y solucion
matricial se transfirieron a una placa diana de 384 pocillos Opti-TOF
MALDI (Applied Biosystems, Foster City) usando el método de capa
fina. Los espectros de masas fueron después registrados en un
espectrometro de masas 4800 MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems)
con un modo reflector de ion positivo, un laser Nd:YAG con una onda
de 355 nm y una media de 1000 disparos/espectro laser. La calibracion
de la masa se realizé usando al menos tres picos de autolisis de tripsina.
Los iones precursores para el posterior analisis de los fragmentos
MS/MS se seleccionaron con una resolucion relativa de 300 (FWHM)
y supresion metaestable. El software de la serie 4000 Explorer v. 3.5
(Applied Biosystems) se utilizé para crear un analisis automatizado de
los datos de masas. Se hizo una busqueda de datos de péptidos
combinada (PMF y de los espectros de fragmentos de iones del MSMS)
contra la bases de datos de proteinas no redundantes de B. taurus Uni-
ProtKB/SwissProt a través del software Explorer v. 3.6 GPS usando el
software Mascot v. 2.1 (Matrix Science, Boston), teniendo en cuenta
los siguientes ajustes: una tolerancia de masas de iones precursores y
fragmentos de 30 ppm y 0,35 Da, respectivamente; el
carbamidometilacion de cisteina (CAM) y la metionina oxidada con
modificaciones fijas y variables, respectivamente; y se permitio un sitio
de corte de tripsina fallido. La identificacion por Mascot se validd
manualmente. La identificacion de las proteinas requirié al menos tres
coincidencias de péptidos con la misma proteina y un P-valor de Mascot
con un umbral de significacion < 0,05.
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5.1.6 Andlisis estadistico

El método de bootstrap no-paramétrico se usG para obtener
intervalos de confianza (Cls, confidence intervals) para las medias de
los volimenes de spots a través de réplicas de cada raza de acuerdo con
Franco et al. (2015). Para cada spot, 20.000 muestras bootstrap de
tamafio n (numero de réplicas = 6) se obtuvieron con remplazo
utilizando el algoritmo Monte Carlo. EI CI bootstrap del 95% se
construy0 a partir de la distribucion de 20.000 réplicas de los valores
medios por el método de percentiles con la correccion de sesgo (Efron,
1982). Los Cls bootstrap se corrigieron en comparaciones multiples
con el método de Bonferroni para hacer que la tasa de error o fuera igual
a0,05. Los Cls se calcularon usando el software estadistico R de codigo
abierto.

Los cambios cuantitativos en los volumenes de los spots entre los
pares de razas se evaluaron por la medida de fold change (FC) y relative
change (RC) (Franco et al., 2015). La medida FC entre pares de razas
se calculd por FCavre= VRre/Vav, FCav-re=VRrc/Vav, FCrerc =
Vre/VRe, donde Vav, Vre Y Vre son la media de los volumenes del
mismo spot en los geles 2-DE de seis muestras replicadas de las razas
AV, RE y RG, respectivamente. Los valores FC inferiores a uno se
representaron por sus reciprocos con un simbolo negativo. Por lo tanto,
los rangos de FC van desde - « a + o0. La medida de RC viene dada por
RC = DV/ | DVmax | donde DV es el volumen diferencial de un spot
dado entre pares de razas: DVav-rRe= VRre - Vav, DVav-ré=VRG - Vav,
DVRe-rG = VR - VRre Y donde DVmax €s el valor maximo observado de
DV (en valor absoluto) a través de todas las comparaciones por parejas.
El rango de RC variaentre —1,0y + 1,0.

La relacion entre las muestras, a partir de los datos estandarizados
del volumen de los spots (media de 0 y desviacién estandar de 1), se
evaluo con un anélisis de componentes principales y con la generacion
del heatmap usando el software XLSTAT (v. 2014.5.03; Addinsoft,
Andernach). Se generé un dendrograma de UPGMA para agrupar las
proteinas con diferencias significativas (P < 0,05) en abundancia entre
las razas, a partir de la matriz de valores de RC en valor absoluto usando
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el software XLSTAT. Los estadisticos descriptivos se calcularon
usando el software IMB SPSS Statistics (v.24; SPSS, Chicago)

5.1.7 Medidas de las distancias proteémicas

Las distancias protedmicas cualitativas entre pares de razas se
estimaron usando los indices de distancia de Nei & Liy de Jaccard (Nei
& Li, 1979; Jaccard, 1908). El indice de disimilaridad de Nei & Li viene
dado por D =1 — F; donde F = 2nx/ (nx + ny), Nxy es el nimero total de
spots compartidos entre las razas bovinas x e y, y donde nx y ny son el
numero de total de spots en las razas x ey, respectivamente. El indice
de disimilaridad de Jaccard se calcula como D =1 —J, donde J = nxy/(nxy
+a+b), y donde a y b son spots unicos Unicamente representados en
las razas x ey, respectivamente. Los cambios cuantitativos en la
abundancia de proteinas entre cada par de razas se evaluaron usando la
medida QD de distancia proteémica (Rodriguez-Vazquez & Zapata,
2019), dada por:

N
QD = | Y IRGI/N |p
i=1

donde RCi son los valores de RC a traves de los N spots con diferencia
estadisticamente significativa en abundancia entre cada par de razas y
donde p es la proporcion de spots con cambios significativos. Por lo
tanto, el rango QD oscila entre 0 a 1,0. Se utilizd bootstrap no
paramétrico para construir los Cls al 95% para las medidas de distancias
protedmicas cualitativas y cuantitativas, mediante el método de
percentil corregido por el sesgo y ajustado con el método de Bonferroni,
a partir de las 20.000 réplicas bootstrap.

5.1.8 Anélisis bioinformético

La categorizacion funcional de las proteinas con diferencia en la
abundancia entre razas en las tres ontologias diferentes procesos
bioldgicos, componente celular y funcion molecular de los productos
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génicos) se realizd a partir de altos niveles de términos slim de la
Ontologia Génica (GO) usando la herramienta Slimmer del software
AmiGO (Carbon et al.,, 2009). La herramienta basada en la web
QuickGO (Binns et al., 2009) se usé para obtener informacion de grano
fino sobre cada cambio significativo de proteinas entre las razas. El
analisis de enriquecimiento de términos GO Yy la sobrerrepresentacion
de los términos GO frente al resto del genoma de B. taurus en las bases
de datos de KEGG e Interpro se realizO con el software
FatiGO/Babelomics (Alonso et al., 2015). Se comprob6é una
sobrerrepresentacion significativa de los términos GO por medio del
test exacto de Fisher (dos colas) y se establecid un valor de corte global
para pruebas multiples mediante el procedimiento de la tasa de falso
descubrimiento (FDR).

La busqueda de redes conocidas y predictivas de interacciones
directas proteina-proteina entre las proteinas diferencialmente
abundantes entre razas y patrones de interaccion en el proteoma de B.
taurus se llevo a cabo usando las bases de datos de interaccion proteina-
proteina STRING v11,0 (Szklarczyk et al., 2019).
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Comparacion de perfiles de 2-DE entre las razas

bovinas

Los perfiles bidimensionales representativos para las muestras
proteicas de carne de LT de cada raza bovina espafiola (AV, RE y RG)
se muestran en la Fig. 14. La identificacion, el emparejamiento de spots
entre los geles y la medicion del volumen de los spots a través de las
seis replicas bioldgicas para cada raza se llevo a cabo usando el
software PDQuest. Un total de 140 spots proteicos individuales se
emparejaron a través de las réplicas de los geles de las tres razas. En el
Anexo | se muestran los volimenes medios (+ SE, standard error, error
estandar) con sus Cls bootstrap (95%) para los spots de proteinas que
cambian significativamente entre los pares de razas. Estos spots fueron
numerados y marcados en los geles 2-DE (Fig. 14).
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Asturiana de los Valles Retinta Rubia Gallega
pl

-
-

4 L 7

-

pL 7

Figura 14. Imagenes representativas de los geles 2-DE tefiidos con SYPRO Ruby obtenidos a partir de las muestras de carne
de LT de las diferentes razas bovinas espafiolas (AV, RE y RG). Los spots de proteinas diferencialmente (P < 0,05)
representados entre las muestras de carne son marcados y numerados. Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a).
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En general, 26,4% (37 de un total de 140) de los spots mostraron
diferencias significativas en abundancia entre uno o mas pares de razas.
Se generd un diagrama de Venn de estos 37 spots proteicos con
representacion diferencial para mostrar el nimero de spots que son
compartidos y no compartidos por las tres razas bovinas (Fig. 15). Un
total de 17 (45,9%) y 1-5 (2,7-13,5%) spots coincidieron entre las tres
razas y entre pares de razas, respectivamente. Cinco spots no
compartidos o Unicos se detectaron entre AV (spots 5, 19, 20, 28 y 35)
y RE (spots 4, 6, 14, 24 y 26), mientras que los spots Unicos no se
identificaron en la raza RG.

AV RE

(0%)

RG

Figura 15. Diagrama de Venn mostrando el nimero (porcentaje) de spots de
proteina compartidos y no compartidos, diferencialmente abundantes entre las
muestras de carne de LT de las razas bovinas Asturiana de los Valles (AV),
Retinta (RE) y Rubia Gallega (RG). Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a).
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El método de ordenacion de los analisis de componentes
principales (PCA) y la agrupacion con mapas de calor se usaron para
obtener informacion resumida sobre las relaciones entre los 37 spots
proteicos con diferencias significativas (P < 0,05) en abundancia entre
las razas. El plot bidimensional del PCA muestra que los dos primeros
componentes principales representan mas del 63% de la variacion total
de los datos (Fig. 16). El primer componente principal (41% de la
variacion total) claramente diferencio las muestras entre tres clusters
bien separados que corresponden a las tres razas. La agrupacion con el
mapa de calor reveld que la abundancia de las proteinas era bastante
heterogénea entre los spots de las diferentes razas comparadas con spots
de la misma raza (parte superior del dendrograma, Fig. 17). Ademas,
las muestras de carne se dividieron en las mismas tres agrupaciones
reflejadas en el PCA (lado izquierdo del dendrograma, Fig. 17). La
agrupacion méas separada corresponde a las muestras de carne de RE,
mientras que los clusters de muestras de AV y RG son mas proximos
entre si. Estos resultados indican que los perfiles del proteoma usando
la 2-DE permitieron una asignacion exitosa de cada muestra de carne
con cada raza de origen.

8
6 4
RE_3
g 4 VI - RS R
~ AV_5 AY_ *RE_5
(o] 2 e ? AV_2 T RE 2
& 0 1 _\ -AV \4 1 1 1 ® R\E_l
8 T T T T T T T
a -2 T
re 2 |® RG6_1
B RG_'s W.R'GRG-S
6 —e| °® RG_4
-10 8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10
PC1 (41.24 %)

Figura 16. Plot-PCA para el primer componente principal de los volimenes
estandarizados de los spots de proteinas con diferencias (P < 0,05) en
abundancia entre las razas bovinas (AV: Asturiana de los Valles; RE: Retinta; RG:
Rubia Gallega). Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a)
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High abundance

Low abundance

Figura 17. Mapa de calor para el volumen normalizado de spots de proteinas con
diferencia (P-valor < 0,05) en abundancia entre las razas AV, RE y RG. Los colores
verdes y rojos representan los valores altos y bajos relativos de las abundancias
de las proteinas, respectivamente. Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a)

5.2.2 ldentificacion de las proteinas con cambios diferenciales

En total, 25 de 37 spots de proteinas con diferencias en abundancia
entre los pares de razas fueron identificados con fiabilidad (P < 0,05)
por MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS (Tabla 6). La comparacion
entre la My tedrica (Th) y observada (Obs) de cada proteina se uso para
excluir las proteinas degradadas para analisis posteriores. Se considerd
que las proteinas estaban degradadas cuando la relacion My (Th)/ Mr
(Obs) > 1,5, como previamente (LOopez-Pedrouso et al., 2018). Un total
de 7 proteinas identificadas cumplieron con este criterio: EOGT (spot
14); FAM110A (spot 32); DUSP11 (spot 33); FAM110A-1 (spot 34);
ATXN10 (spot 35); BCAT2 (spot 36); y SCKALl (spot 37).
Consecuentemente, se seleccionaron un total de 18 spots de proteinas y
12 proteinas no redundantes representadas diferencialmente en
muestras de carne bovino para analisis posteriores: MYBPH (spot 1),
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MYBPH-1 (spot 3), CKM (spot 9), PRDX3 (spot 11), PRDX3-1 (spot
26), ACTAL (spot 12), ACTAL-1 (spot 18), PDHB (spot 13), PDHB-1
(spot 16), TNNT1 (spot 17), ANK2 (spot 19), YWHAE (spot 21),
CCNG1 (spot 22), MYL6B (spot 25), TMEM233 (spot 27), MYLPF
(spot 29), MYLPF-1 (spot 30) y MYLPF-2 (spot 31).
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Tabla 6. Representacion diferencial (P < 0,05) de los spots de proteina 2-DE entre las carnes de vacuno de las tres
razas (AV, RE y RG) identificadas por MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS. Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a)

Spot Protein® Abbrev. Accession Mascot Sequence Cov. No. of p/ (Th/ M: (Th/ Between-breeds volume differenced
code? score (%) matched
No. peptides Obs)® Obs)
(Uniprot) (kDa)©
1 Myosin MYBPH G3X6W9 147 18 7 5.82/ 53.6/
binding a
protein H 5.56 72.5 . 400 a
é 200 ii ii b
g o
% AV RE RG
Bovine breeds
3 Myosin MYBPH-1 G3X6W9 181 20 8 5.82/ 53.6/
binding
protein H 6.07 725 200 2
z 400
g 200 i b i
=
=z 0
2 AV RE RG
Bovine breeds
9 Creatine CKM Q9XSC6 60 1" 5 6.63/ 43.2/
kinase M- a
type 6.60 45.6 4000

a
2000
b
0

Bovine breeds

Spot intensity
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1 Thioredoxin-dependent peroxide PRDX3 P35705 103 12 3 7.15/ 28.4/
reductase, mitochondrial 1000
precursor 6.09 39.0 2 a
@ a
5 500 i b
=
= 0
& AV RE RG
Bovine breeds
12 Actin alpha 1 skeletal muscle ACTA1 P68138 83 12 5 5.23/ 42.3/
a
6.11 416 5 1200 b
£ 1000 b
8 s00
1=}
= 0
& AV RE RG
Bovine breeds
13 Pyruvate dehydrogenase E1 PDHB P11966 67 43 7  5.39/ 39.4/
component subunit beta,
mitochondrial 5.39 38.5 . 2000 a
Z 1000 a b
15} == i
5 0
2 AV RE RG
=9
“ Bovine breeds
14 EGF domain-specific O-linked N- EOGT AOJIND3 51 11 8  6.87/ 62.5/

acetylglucosamine transferase

w

(=3

(=]
=3

6.1 39.0

Spot intensity
(=}
0
o

Bovine breeds
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16 Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit beta,
mitochondrial

17 Troponin T, slow skeletal muscle

18 Actin, alpha skeletal muscle

19 Ankyrin-2

PDHB-1

TNNT1

ACTA1-1

ANK2

P11966 67
Q8MKH6 78
P68138 87
G3NOC1 64

27

6.21/

5.44

5.71/
5.53

5.23/ 4.71

8.15/
5.51

39.4/

38.0

31.3/

37.0

42.4/

33.0

25.8/
31.5

Spot intensity

Spot intensity

Spot intensity

Spot intensity

2000
1000

[
g 8
S © o

1000

500

400
200

b

a i ab

AV RE

Bovine breeds

AV RE

Bovine breeds

AV RE

Bovine breeds

Bovine breeds

RG

RG

ab

RG
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21 14-3-3 protein epsilon YWHAE P62261 63 10 3 4.63/ 4.25 29.3/ 27.5
a
. 1000 a
é 500
= b
5 0 i i
=3 AV RE RG
Bovine breeds
22 Cyclin-G1 CCNG1 Q5EPI1 61 13 8 9.21/ 34.6/
a
1000
4.95 27.1 I a
'q 500
E) b
g 0
% AV RE RG
Bovine breeds
25 Myosin, light chain 6B, smooth, MYL6B Q148H2 62 37 9 5.40/ 23.5/
alkali, muscle and non-muscle

5.56 24.0 5000 b

Spot intensity
(=]
|
=
[s3

Bovine breeds

26 Thioredoxin-dependent peroxide PRDX3-1 P35705 80 19 4 7.15/ 28.4/
reductase, mitochondrial 400 b

5.99 24.0 -
‘2 200
2 a a
=
g 0
=X AV RE RG

Bovine breeds
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27 Transmembrane protein 233 TMEM223 A5PJW2 61 28 6 11.9/ 22.1/
1000
6.16 24.0 = a b ab
Z 500
|2
E o
U%, AV RE RG
Bovine breeds
29 Myosin regulatory light chain 2, MYLPF QOP571 15 47 8 4.91/ 4.25 19.1/19.1
skeletal muscle isoform 0 60000
= b
£’ 40000 a a
8 20000 == i &
a2
5 0
& AV RE RG
Bovine breeds
30 Myosin regulatory light chain 2, MYLPF-1 QOP571 13 35 6 4.91/ 4.56 19.1/ 19.1
skeletal muscle isoform. 8 30000 ab b
Z 20000 a
£ 10000
g
= 0
& AV RE  RG
Bovine breeds
31 Myosin regulatory light chain 2, MYLPF-2 QOP571 14 48 8 4.91/ 4.56 19.1/19.1
skeletal muscle isoform 0 40000 a
= a
E 20000 b
=
= 0
2 AV RE RG

Bovine breeds
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32 Protein FAM110A FAM110A

33 RNA/RNP complex-interacting DUSP11
phosphatase

34 Protein FAM110A 1FAM1 10A-

35 Ataxin-10 ATXN10

Q58DG5

Q5E999

Q58DG5

Q2TBWO

51

53

52

54

21

35

24

10.14/
5.02

9.32/
5.94

10.14/
5.19

5.08/

5.61

31.8/

16.3

39.4/

14.5

31.8/
12.0

53.7/

11.7

Spot intensity Spot intensity Spot intensity

Spot intensity

1500
1000
500

1000
500

1000
500

AV

Bovine breeds

RE

Bovine breeds

Bovine breeds

Bovine breeds

RG

RG
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36 Branched-chain-amino-acid BCAT2 Q5EA40 50 14 6 8.87/ 45.0/
aminotransferase a
6.43 12.5 5, 1300
£’ 1000 c
8 500 b
=
= 0
a AV RE RG
Bovine breeds
37 Spindle and kinetochore- SKA1 QOV7M7 53 46 1 6.77/ 29.6/
associated protein 1 0 a
4.99 10.2 . 1000 ab
— b
£ 500 i i
@
=
= 0
2 AV RE  RG

Bovine breeds

aSpot position is shown in Fig. 14.

b Protein identifications matched to B. taurus protein databases.

¢ Theoretical (Th) p/ and M values were obtained from UniProtKB/Swiss-Prot databases. Protein fragments [M: (Th) / M: (Obs) > 1.5] are denoted in bold.

d Mean volumes obtained from six biological replicates of each bovine breed together with their 95% Cls adjusted with the Bonferroni correction. Different lower-case letters indicate
a significant difference (P < 0.05) in mean volume between bovine breeds.
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5.2.3 Cuantificacion del grado de cambio en la abundancia de

proteinas entre las razas

Los cambios de proteinas con diferencias en la abundancia (P <
0,05) entre razas se estimo por las medidas de FC y RC que se muestran
en Anexo Il. Se puede observar que el RC provee una estimacion
general més eficaz para el grado de cambio en la abundancia de proteina
entre razas que la medida usada tradicionalmente del FC. La medida de
FC da valores de - o o + oo para spots proteicos no compartidos o Unicos
sin considerar las diferencias en volumen entre razas. En contraste, el
RC es una medida que va desde un rango de — 1,0 a + 1,0 y cuantifica
la abundancia diferencial existente entre las proteinas compartidas y no
compartidas (Franco et al., 2015; Lépez-Pedrouso et al., 2018; Mato et
al., 2019). Hay que destacar que en el presente estudio las estimaciones
de RC (en valor absoluto) a travées de las comparaciones por parejas con
valores de FC de - o 0 + o oscilaron entre 0,008 y 0,081 y un promedio
(xSE) de 0,023 + 0,004 (Anexo 111).

Las estimaciones de RC entre razas revelaron varios hechos
destacados. En primer lugar, los cambios de abundancia de proteina
fueron mayores en las comparaciones por pares que incluian la raza RE.
Por lo tanto, la media (£SE) de los valores de RC entre las razas de AV-
RE y RE-RG fue de 0,169 + 0,099 y 0,175 £ 0,088, respectivamente,
mientras que las razas AV-RG los valores medios decrecieron
notablemente hasta 0,026 + 0,006. Estas diferencias en los valores
medios de RC fueron estadisticamente significativas usando los Cls
bootstrap al 95% a través del método percentil de sesgo corregido. En
segundo lugar, MYLPF y MYLPF-2 fueron las proteinas con
diferencias en la abundancia mas pronunciadas entre las razas AV-RE
(RC =+1,0) y RE-RG (RC = + 0,495), respectivamente, mientras que
entre las razas AV-RG fue la proteina CKM (RC=-0,054). De acuerdo
con esto, el analisis de agrupacion UPGMA mostr6 que las proteinas
MYLPF/MYLPF-2, MYLPF y CKM formaron subconjuntos separados
en los dendrogramas AV/RE, RE/RG y AVI/RG, respectivamente,
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construidos a partir de la matriz de diferencias por pares entre RCs en

valor absoluto (Fig. 18).
A)

uuuuu

0884 0663 0.442 0221
RC (absolute values) between AV-RE

B)

ACTAL

CNNGL

MYBPH
F ANK2
POHE

0.032 0.024 0.016 0.008 0.000
RC (absolute values) between AV-RG

C)

chchch
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MMMMM

0.820 0.615 0410 0.205 0.000
RC (absolute values) between RE-RG

Figura 18. Dendrograma de agrupacion del UPGMA basado en las
diferencias de matriz por pares en RC (valor absoluto) de proteinas con
cambio diferencial (P < 0,05) entre las razas bovinas AV-RE(A), AV-RG (B)
y RE-RG(C). Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a).
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5.2.4 Andlisis bioinformatico de las proteinas identificadas

El mapa de anotaciones granulares y la informacion de grano fino
para las 12 proteinas diferenciales (P < 0,05) en abundancia entre razas
de los términos GO extraidos a través de las herramientas AmiGo y
QuickGO se muestran en Fig. 19 y en el Anexo 1ll, respectivamente.
Las proteinas estaban involucradas en tres categorias de ontologia: i)
componentes celulares (ej. nucleo, citoesqueleto, espacio extracelular y
complejos de miosina y troponina); ii) funcion molecular (ej. unién de
iones a calcio, proceso apoptotico y actividad catalitica); y iii) procesos
bioldgicos (ej. regulacion del ciclo celular, organizacion sarcomérica y
desarrollo muscular esquelético y ensamblaje). No se detectd ninguna
sobrerrepresentacion estadisticamente significativa de los términos GO
frente al resto del genoma de B. taurus en las bases de datos de KEGG
e Interpro tras el andlisis de enriquecimiento de términos con el
software FatiGO/ Babelomics.

Cellular component

G0:0005622 intracellular G0:0043234 protein complex

G0:0005623 cell G0:0005575 cellular component

G0:0043226 organelle G0:0005654 nucleoplasm

G0:0005737 cytoplasm G0:0005764 lysosome
B G0:0005576 extracellular region G0:0005768 endosome
B 60:0005739 mitochondrion G0:0005773 vacuole
B Go:0005615 cytoskeleton G0:0005815 microtubule organizing center
B G0:0005856 extracellular space G0:0005829 cytosol
B G0:0005634 nucteus B G0:0005886 plasma membrane
B Go:0031410 cytoplasmic vesicle

Molecular function

G0:0043167 ion binding

G0:0019899 enzyme binding

G0:0008092 cytoskeletal protein binding
G0:0016491 oxidoreductase activity
G0:0005198 structural molecule activity

G0:0016301 kinase activity

w

bt
. 13%

G0:0030234 enzyme regulator activity

G0:0030674 protein binding, bridging
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Biological process

B others

B G0:0048856 anatomical, structure development
G0:0009058 biosynthetic process
G0:0030154 cell differentiation

G0:0006464 cellular protein modification, process
GO:0006605 protein targeting
G0:0006810 transport

GO:0006950 response to stress

G0:0055085 transmembrane ,transport

Figura 19: Distribucién de las Ontologias Génicas de alto nivel (GO slim terms)
en tres ontologias diferentes (componente celular, funcién celular y procesos
biologicos) para las 12 proteinas diferentes en abundancia entre las carnes de
LT de las razas bovinas Asturiana de los Valles, Retinta and Rubia Gallega por
medio del software Slimmer tool of AmiGO
(http://amigo1.geneontology.org/cgi-bin/amigo/slimmer). Fuente: Rodriguez-
Vazquez et al. (2020a).

El mapa de interaccion proteina-proteina para las 12 proteinas
expresadas diferencialmente en las razas AV, RE y RG segun la base
de datos de STRING se muestran en la Fig. 20. EI mapa resultante de
STRING demostré una unica red de interaccion proteina-proteina que
incluye 6 de las 12 proteinas que muestran cambios. Las proteinas de
interaccion son las proteinas miofibrilares involucradas en la estructura-
contraccion muscular (MYLPF, MYL6B, MYBPH, ACTA1), en la
regulacién de la contraccion muscular (TNNT1) y en el metabolismo
energético (CKM). Vale la pena destacar que MYLPF es el Unico nodo
que interacta con el resto de las proteinas de la red de interaccion.
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Figura 20. Red de interaccién proteina-proteina para proteinas con diferencia
en abundancia entre las razas AV, RE y RG, de acuerdo con la vision de
confianza de STRING (ajustes especificos: se muestran nimero de interacciones,
cero en el primer y segundo shell). Los nodos (circulos) representan las
proteinas, y los bordes muestran las asociaciones funcionales conocidas o
predictivas (umbral: 0,4, intervalo de confianza medio), y las lineas de colores
indican la evidencia de interaccion de varios tipos (azul: coincidencia; negro:
coexpresion; azul claro: evidencia en la base de datos; verde: evidencia de
vecino; violeta: evidencia experimental; rojo: evidencia de fusion; amarillo:
evidencia en el significado del texto). Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a).

5.2.5 Distancia protedmica entre razas

Las distancias protedmicas cualitativas y cuantitativas entre pares
de razas se muestran en la Fig. 21 y en el Anexo IV. Las distancias
cualitativas se estimaron por la medida D de Nei & Li mostrando
valores més bajos que aquellos estimados con la medida D de Jaccard.
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Matematicamente se puede comprobar que ambas medidas reportan el
mismo valor de distancia solo si todos los spots son o bien compartidos
(nxy=1; D =0) o0 no compartidos (nxy = 0, D = 1); por otro lado (nxy # 1
y 0), los valores de D de Nei & Li son siempre mas bajos que las
medidas D de Jaccard. En general, las distancias cualitativas entre las
razas AV-RE y RE-RG fueron ligeramente mas altas que entre las razas
AV-RG, pero no fueron estadisticamente diferentes entre ellas. En
contraste, se detectd una diferenciacion protedmica estadisticamente
significativa entre pares de razas usando la medida QD para la distancia
protedmica cuantitativa (Fig. 21 y Anexo V). Mas especificamente, las
distancias cuantitativas fueron muy similares entre las razas AV-RE
(QD = 0,0145) y RE-RG (QD = 0,0142) (P > 0,05), pero sobre diez
veces mas grandes que entre las razas AV-RG (QD = 0,0014) (P <
0,05).
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Figura 21. Distancias protedmicas cualitativas (Nei & Li y Jaccard) y
cuantitativas (QD) entre razas bovinas (AV, RE y RG) de las carnes del musculo
LT. Las diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre las distancias
proteémicas estimadas se evaluaron por los intervalos de confianza al 95% de
bootstrap indicandose con letras minuscula diferente (a y b). Fuente: Rodriguez-
Vazquez et al. (2020a).
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5.3 DiscusiON

5.3.1 Estimacion de las distancias protedmicas entre las razas

bovinas

Las estimaciones de las distancias protedmicas cualitativas y
cuantitativas a partir de los perfiles de 2-DE de las muestras de carne
del musculo LT proporcionaron informacién opuesta sobre la
diferenciacion protedmica general entre las razas bovinas espafiolas. La
distancia protedmica entre razas fue validada estadisticamente sélo a
partir de las diferencias cuantitativas en la abundancia de las proteinas.
Para este proposito, nosotros usamos la medida QD especificamente
disefiada para estimar distancias entre poblaciones a partir de los datos
protedmicos cuantitativos. Diferentes lineas de evidencias respaldan el
comportamiento satisfactorio del estadistico QD para la medida de
distancias cuantitativas entre poblaciones. En primer lugar, nuestras
observaciones indican que los perfiles proteémicos generales de las
carnes de AV y RG se diferenciaban notablemente (QDav-rc = 0,0014)
de la carne de RE (QDav-re = 0,0145; QDre-rc = 0,0142; P < 0,05).
Estos resultados son consistentes con los analisis de agrupacion del
mapa de calor basados en proteinas representadas diferencialmente (P
< 0,05), mostrando que las razas AV y RG son agrupadas en dos
subconjuntos cercanos claramente separados de la raza RE. Asimismo,
el arbol jerarquico de unién de vecinos (NJ) para 40 razas bovinas de la
peninsula ibérica utilizando las distancias de parentesco calculadas a
partir de datos de marcadores microsatélites mostré que AV esta mas
estrechamente relacionada con RG que con RE (Cafidn et al., 2011).
Este ultimo resultado concuerda con las estimaciones de distancia
genética entre las tres razas de ganado espafiola usando el chip de
polimorfismos de nucle6tido unico (SNP) de alta densidad (Cafias-
Alvarez et al., 2015). Méas especificamente, los valores reportados de
las distancias genéticas de Nei fueron menores entre las razas AV-RG
(D =0,0095) que entre RE-AV y RE-RG (D = 0,0109 — 0,0137).
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5.3.2 ldentificacion de proteinas que contribuyen a la
distancia protedmica entre las razas y posibles proteinas
candidatas a biomarcadores para caracteres de la

calidad de la carne

Se obtuvieron un total de 18 spots de proteinas de 2-DE con
diferencia en la abundancia. Del total de spots hay 12 proteinas no
redundantes miofibrilares y sarcoplasmaticas, con un nimero variable
de isoformas (cero a tres), las cuales contribuyeron a una explicacion
de las distancias protedmicas entre las razas espafiolas. Las proteinas
identificadas estan involucradas en funciones estructurales-contractiles
(MYBPH, ACTA1l, ANK2, TNNT1l, MYL6B y MYLPF), del
metabolismo (CKM, PRDX3, PDHB y YWHAE), de la regulacion del
ciclo celular (CCNG1) y del desarrollo del sistema nervioso
(TMEM233). Algunas de ellas podrian ser proteinas candidatas
relacionadas con las diferencias existentes entre las tres razas para la
terneza de la carne. La terneza de la carne del masculo LT de los
terneros machos de las tres razas se evalu6 previamente usando el test
Warner-Braztler shear force (WBSF) (Lépez-Pedrouso et al., 2020).
Los resultados del test WBSF revelé diferencias estadisticamente
significativas (P < 0,001) en terneza entre todos los pares de grupos de
muestra. Mas especificamente, la carne de vacuno de RE y RG
presentaron la menor y la mayor terneza, respectivamente, mientras que
AV tomo valores de terneza intermedios.

MYLPF y las proteinas de interaccion pueden jugar un papel
central en la causa de diferencias en terneza entre las tres razas bovinas
espafolas. Por esto, las isoformas de MYLPF (MYLPF, MYLPF-1y
MYLPF-2) fueron las proteinas con el cambio relativo mas
pronunciadas en abundancia de proteinas entre las carnes de RE y
AV/RG (los valores absolutos de RC oscilaron entre 0,30 a 1,0). En
contraste, no se detectd ninguna diferencia en la abundancia de las
isoformas MYLPF entre la carne de AV y RG. MYLPF es una
fosfoproteina con niveles de fosforilacion modulados por la accién
concertada de Ca?*/ calmodulina dependiente de la miosina muscular
esquelética quinasa de cadena ligera y actividades de la proteina
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fosfatasa tipo 1 (Stull et al., 2011). Varios estudios realizados en
bovino, ovino y porcino han demostrado que los cambios en los niveles
de fosforilacion de MYLPF estan relacionados con fenémenos de
impacto en la terneza de la carne. Alguna de sus funciones que afectan
a la terneza son la fuerza de contraccion muscular esquelética de las
fibras de rapido movimiento tipo b, el progreso de rigor mortis, la
respuesta del estrés pre-sacrificio, la disociacion de la actomiosinay la
degradacion de la miosina (Cao et al., 2019; Chen et al., 2016; Franco
et al., 2015; Lana & Zolla, 2016; Mato et al., 2019; Muroya et al.,
2007). Ademas, la MYLPF es una proteina singular que interacciona
con todas las parejas (MYBPH, ACTA1; MYL6B, TNNT1y CKM) de
la red de interaccion proteina-proteina identificadas en nuestro estudio.
Los cambios en abundancia/fosforilacion de todas estas proteinas que
interactuan se han relacionado de forma consistente con variaciones en
la terneza de la carne (Franco et al., 2015; Lana & Zolla, 2016; Mato et
al.,, 2019; Picard & Gagaoua, 2020). Diferencias en la
abundancia/fosforilaciéon de MYLFP (u otras isoformas de MYL2),
MYBPH, TNNT1y CKM, han sido previamente identificadas entre las
muestras de carne del musculo longissimus de diferentes razas bovinas
(Japanse Black vs. Holstein; Angus vs. Nellore; y Blond d’ Aquitaine vs.
Charolains y Limousin) (Chaze et al., 2013; De Souza Rodrigues et al.,
2017; Ohsaki et al., 2007). En general, este estudio sugiere que las
isoformas MYLPF y la red de interaccion de proteinas constituyen los
principales marcadores candidatos de la variacion de la terneza de carne
de vacuno en las tres razas bovinas espafiolas.

Otro subconjunto de proteinas con diferencias en la abundancia
entre las tres razas espafiolas (ANK2, PRDX3, PDHB, YWHAE,
CCNG1 y TMEME233) no mostraron interacciones proteina-proteina
acorde con las bases de datos de STRING. Muchas de estas proteinas
han sido relacionadas con una serie de caracteres de la calidad de la
carne, incluyendo la terneza y la capacidad de retencidn de agua. Asi,
ANK2 es un miembro de una familia de proteinas estructurales
relacionadas con las proteinas de membranas integrales para el
citoesqueleto de espectrina-actina subyacente en una red compleja de
conexiones intermiofibrilares y miofibril-sarcolema que pueden ser
degradadas por calpainas, lo que conducen a la tenderizacion de la carne
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(Aslan et al., 2010). Los polimorfismos en el ANK1 de los bovinos se
han asociado con la terneza y el contenido de grasa intramuscular,
mientras que en el cerdo se han asociado con la fuerza de corte, la
capacidad de retencion de agua, la pérdida por goteo y otros parametros
relacionados con los caracteres de calidad de la carne (Aslan et al.,
2010; Wimmers et al., 2007). A este respecto, la proteina ANK2 se
identificd anicamente en la carne tierna de la raza AV. La PRDX-3
pertenece a la familia ubicua de peroxidasas basadas en cisteina con una
funcion antioxidante protectora (Perkins et al., 2015). Otra
peroxiredoxina, PRDX®6, se considera un buen marcador de la terneza
de la carne debido a sus propiedades antiapoptéticas (Gagaoua et al.,
2019). La proteina precursora de PRDX3 se asocio recientemente con
muestras de carne tiernas en el ganado Norwegian Red (Grabez et al.,
2015). Interesantemente, nosotros también encontramos que la proteina
precursora PRDX3 (spot 11) fue Unicamente identificada en la carne
mas tierna de laraza AV y RG. Sin embargo, la forma activa de PRDX3
(PRDX3-1, spot 26) solo se identifico en la carne menos tierna del
ganado de RE, la misma relacion negativa con la tenderizacion que la
peroxideroxina PRDX6. Por ultimo, YWHAE pertenece a la familia
proteica 14-3-3 que se une a proteinas de sefializacion funcionalmente
diversas (Fu et al., 2000). Se propuso que la fosforilacion de YWHAE
podria estar implicada en la terneza de la carne de vacuno para prevenir
la apoptosis e incrementar la fuerza de contraccion muscular (De Souza
Rodrigues et al., 2017). Sin embargo, YWHAE so6lo se identifico en
carnes mas tiernas de las razas AV y RG, lo cual sugiere que esto podria
ser una isoforma no fosforilada de la proteina.

5.3.3 ldentificacion de biomarcadores candidatos de
proteinas para la autentificacion de las tres razas de

carne de vacuno espafola

La deteccion de marcadores de proteina especificos de la raza es
atil para la autentificacion del origen de la carne, a fin de garantir la
calidad y seguridad de los alimentos (Fontanesi, 2017). Los analisis del
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PCA y del mapa de calor revelaron que las carnes individuales de cada
una de las tres razas espafiolas se pueden distinguir inequivocamente a
partir de los perfiles del proteoma global obtenidos mediante la 2-DE.
Las proteinas Unicas con cambios en la abundancia entre las tres razas
podrian utilizarse para la autentificacion de la carne. En particular, las
isoformas MYLPF serian buenos marcadores candidatos para este
propoésito porque presentan el cambio cuantitativo mas pronunciado
entre las razas. Investigaciones previas han mostrado que la
combinacién de diferentes isoformas de la cadena ligera de la miosina
permite diferenciar entre la carne de vacuno, cerdo y aves de corral
debido a la baja susceptibilidad de estas isoformas a la degradacion
proteolitica (Montowska & Pospiech, 2012; Sentandreu et al., 2010).
En general, la identificacion de proteinas candidatas para la
autentificacion de la carne podria realizarse de forma rutinaria a partir
de extractos musculares utilizando métodos analiticos alternativos mas
rapidos y sencillos, incluyendo técnicas de inmunoensayo. Se necesitan
mas investigaciones de seguimiento para determinar si estos
marcadores de proteina pueden aplicarse para la autentificacion y
trazabilidad de la carne de vacuno en un rango mas amplio de
escenarios, incluyendo diferentes razas, musculos y envejecimiento de
la carne de vacuno.
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6 CAPITULO IV: APLICACION PROTEOMICA PARA PREDECIR

LA CALIDAD DEL ALIMENTO RELACIONADO CON EL
BIENESTAR ANIMAL. REVISION

Este capitulo reproduce contenidos del siguiente articulo:
“Proteomic application in predicting food quality relating to animal welfare. A review”

Mouzo, D'.; Rodriguez-Vazquez, R.; Lorenzo, J.M2,; Franco, D% Zapata, C.; Lépez-
Pedrouso, M*. Trends in Food Science & Technology 2020, 99, 520-530. Editorial: Elsevier;
ISSN 0924-2244. DOI: 10.1016/j.tifs.2020.03.029

1Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela,
15872 Santiago de Compostela, Espaiia; 2 Centro Tecnologico de la Carne de Galicia, Rua Galicia Ne 4,
Parque Tecnoldgico de Galicia, 32900 San Cibrao das Vifias, Espafa.

6.1 MATERIALES Y METODOS

6.1.1 Metodologia de busqueda bibliogréafica

Para el estudio de revision realizado sobre la aplicacion de las
herramientas protedmicas en la prediccién de la calidad del alimento
relacionado con el bienestar animal se utilizaron diversos recursos
bibliograficos. Se realiz6 una blsqueda pormenorizada en
publicaciones pertenecientes a revistas internacionales y en péaginas
web indexadas a motores de busqueda. Entre aquellas paginas de
busqueda se puede destacar, PubMed, Scopus, Web of Science o Google
Académico. Esta busqueda abordé una gran variedad de articulos
cientificos desde indicadores bioquimicos, marcadores protedmicos a
través de 2-DE o métodos de espectrometria de masas para la obtencion
de biomarcadores de estrés en diferentes animales.
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Por otro lado, los datos obtenidos sobre la produccion mundial de
carne utilizadas en este estudio se obtuvieron de la base de datos,
continuamente actualizada de FAOSTAT (Food and Agriculutre
Organization Statistical Database).

El analisis del enriquecimiento funcional de las proteinas para el
analisis metaprotedmico se realizdé a través del software FunRich
(Pathan et al., 2015).
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6.2 RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.1 Indicadores bioquimicos del estrés: cortisol, creatina
guinasay lactato

La medicién y cuantificacion del estrés de los animales es muy
compleja debido a su efecto. Durante la cria, los animales sufren estrés
principalmente debido a las condiciones de manejo lo que produce una
baja calidad de la carne. Sin embargo, los animales reaccionan de
manera muy diferente tanto en el comportamiento como en la fisiologia
ante estas situaciones de estrés. Hasta la fecha, para evaluar el estrés en
los organismos vivos se han utilizado indicadores indirectos del estres,
asi como sus efectos. Los indicadores mas comunes que se emplean son
el cortisol, la creatina quinasa y el nivel de lactato en sangre de los
animales. Por consiguiente, la vigilancia del estrés en los animales
podria llevarse a cabo utilizando estos parametros, por lo que muchos
investigadores han estado estudiando las metodologias méas adecuadas
para evaluarlas.

6.2.1.1 Cortisol

El cortisol es una hormona esteroide producida por la corteza
suprarrenal que es liberada como respuesta al estrés y a un bajo nivel
de glucocorticoides en la sangre. El cortisol es un pardmetro bioquimico
gue puede medirse tanto en el masculo como en la sangre y de forma
no invasiva a través de la saliva, la orina o las heces. Los niveles de
cortisol aumentan claramente en el organismo como resultado de una
situacion de estrés; por lo tanto, se utiliza como indicador de estrés
(Rutherford et al., 2019). Por ejemplo, el nivel de cortisol fue mayor
durante el manejo industrial debido al estrés fisiologico en cerdos
(Brown et al., 1998). Se ha relacionado la mala calidad de la carne con
la salida de cortisol durante el estrés pre-sacrificio para conejos y ovejas
(Trocino et al., 2018; Zimerman et al., 2013). En los ultimos afios, cada
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vez hay mas literatura que demuestra que los niveles de cortisol se han
correlacionado inequivocamente con la calidad de la carne (Trocino et
al., 2018, Reiche et al., 2019).

6.2.1.2 Creatina quinasa

La creatina quinasa (CK, Creatine Kinase) es una enzima
responsable de la generacion del ATP necesario durante la contraccion
muscular. En general, la presencia de la creatina quinasa en la sangre es
considerada un marcador indirecto de la fatiga y de los dafios del
musculo. Sin embargo, el estrés animal no siempre produce dafio
muscular, no obteniendo efecto en el nivel de CK (Hunter et al., 1998).
Por ejemplo, se ha demostrado que los toros transportados en malas
condiciones aumentan el nivel de cortisol, a diferencia del nivel de la
CK que no se ve afectado (Rutherford et al., 2019). En el caso de las
aves de corral, el estrés pre-sacrificio resultante del encadenamiento
afecto al nivel de la CK y podria estar asociado a un menor calidad de
la carne (Fidan et al., 2015). En la carne de vacuno también se encontro
una asociacion entre la CK y la calidad de la carne, ya que los niveles
de CK eran inversamente proporcionales al glucogeno, el pH vy las
pruebas sensoriales (Loudon et al., 2019). Todas estas evidencias
sugieren que la CK podria utilizarse como un biomarcador objetivo de
la calidad de la carne.

6.2.1.3 Lactato

La concentracion de lactato en sangre suele aumentar durante una
situacion de estrés debido a que las hexosas musculares como la glucosa
0 glucdgeno se convierten en lactato. La conversion en lactato ocurre
en condiciones anaerdbicas ya que la cantidad de oxigeno no es
suficiente y su liberacion al flujo sanguineo provoca una disminucion
del pH. Uno de los principales inconvenientes de este parametro es que
la concentracion de pH provoca un pico durante un periodo corto de
tiempo después de una situacion de estrés (Rocha et al., 2014). Por otra
parte, hay una diferente predisposicion al estrés previo al sacrificio y,
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en consecuencia, los niveles de lactato y otros indicadores pueden variar
entre los individuos (Chauhan et al., 2019).

Los indicadores bioquimicos tienen el inconveniente de mostrar los
valores de estrés en un periodo de tiempo reducido, esto hace que los
pardmetros alterados suelen volver a los niveles normales y resultan
imposibles de medirlos en el producto final. Por el contrario, el rapido
desarrollo de las técnicas protedmicas se esta empezando a aplicar en la
industria, ya que el conocimiento del contenido de proteinas es til para
comprender las propiedades nutricionales y tecnoldgicas de los
alimentos. Ademas, la proteémica aplicada a los productos alimenticios
permite obtener los biomarcadores de cada tejido que reflejan los dafios
ambientales y de procesamiento, lo que representa una poderosa
herramienta para el control de los alimentos.

6.2.2 Enfoque protedmico para controlar la calidad de la
carne y la leche en respuesta al estrés

En la produccion ganadera hay un creciente interés en el control
del estrés para evitar pérdidas econémicas y mejorar el bienestar de los
animales. Actualmente, la industria de la carne investiga la cria de
animales y las condiciones de sacrificio con el objetivo de aumentar la
calidad de la carne de vacuno (color, contenido de grasa intramuscular
o marbling y la WHC). Est4 demostrado que las malas condiciones de
produccién animal pueden afectar simultaneamente al bienestar animal
y a la calidad de la carne de vacuno. El estrés puede ser el resultado de
muchos factores intrinsecos (fisiologia, edad, sexo y genotipo) y
extrinsecos (temperatura, actividades de manipulacion, presencia
humana, tiempo de estabulacién y privacion de alimento/agua). Entre
ellos, los aspectos psicolégicos y sociales (miedo, mezcla con animales
no familiares, estrés térmico o el aislamiento) son mas dificiles de
controlar por la industria (Grandin, 1997; Kadim et al., 2004; Terlouw
et al., 2008). Mas alla de estos factores comunes, el grado de estrés es
muy variable segun el tipo, la intensidad y el periodo. Por todas estas
razones, el estrés tiene un caracter muy complejo y es dificil de
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controlar desde el punto de vista industrial. Sin embargo, el estudio del
proteoma podria tener una gran relevancia para la busqueda de
biomarcadores asociados al estrés como han demostrado varios estudios
(Tabla 7).

6.2.2.1 Carne de vacuno, estrés y protedmica

El estrés de moderado a alto, en el ganado, puede conducir a una
carne defectuosa, la carne DFD (oscuras, firmes y secas). Los
principales problemas de esta carne son las alteraciones de la ternura
debida a una mayor capacidad de retencion de agua (WHC), un color
0scuro poco atractivo y una menor estabilidad microbiana (Newton &
Gill, 1981). Ademas, la calidad sensorial de las carnes DFD es inferior
a la normal. El pH final debido al estrés (medido en 24-48 h) es a
menudo superior a 6,0 provocando una escasa desnaturalizacién de las
proteinas y el agua ligada permanece estrechamente conectada.
Ademas, el color méas oscuro se debe a un mayor contenido de agua
intracelular, que refleja menos luz. La mioglobina no se desnaturaliza a
un pH elevado, lo que facilita un metabolismo aerébico en la superficie
y el hierro permanece en estado ferroso (Miller, 2007). En general, el
musculo bovino sufre cambios notables en respuesta al estrés previo al
sacrificio, lo que conduce a las carnes DFD. El estudio protedomico del
estrés a través del andlisis de este tipo de carne permite la obtencion de
biomarcadores proteicos (Tabla 7). Segun Franco et al. (2015), los
cambios en el proteoma entre las carnes normales y las carnes DFD
mostraron diferencias significativas en proteinas estructurales-
contractiles como las isoformas de la cadena ligera de la miosina y la
troponina C tipo 2 y en enzimas metabolicas. Estas autores sugieren que
estos cambios protedmicos asociados al estrés pre-sacrificio, no sélo
pueden provocar cambios cuantitativos en la abundancia sino también
en las modificaciones postraduccionales como la fosforilacion.
Ademas, estas proteinas podrian ser posibles biomarcadores de estrés
pre-sacrificio en la raza Rubia Gallega. Mahmood et al. (2018) también
encontré diferencias en las proteinas estructurales de la fraccion
insoluble analizando la carne con pH superior a 5,9 frente a las carnes
normales. Estos autores sugirieron que un aumento del pH, asi como
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una reduccién del potencial glucidico en el mdsculo, podria deberse al
aumento de la regulacion oxidativa de las proteinas miofibrilares
durante la demanda fisioldgica, produciendo cambios en las isoformas
de miosina. Por otra parte, las proteinas solubles como la isoforma alfa-
1 de la actina, la glucogenina-1 y la isoforma beta-2 de la proteina
fosfatasa eran diferencialmente més abundantes en las carnes mas
oscuras con un pH superior a 5,9. Un estudio subproteémico
sarcoplasmatico utilizando la técnica de isoelectroenfoque en liquido
(OFFGEL) y la espectrometria de masas, también detecto cinco bandas
de proteinas significativamente diferentes entre las carnes normales y
las carnes con DFD (Fuente-Garcia et al., 2019). Estas bandas se
identificaron como actina, fosfoglucomutasa-1, alfa cristalina B,
proteina de choque térmico beta-6 y proteina de choque térmico beta-1.
Ademas, se detectaron cambios sustanciales en los fosfoproteomas, lo
que dio lugar a una mayor abundancia de fosfoproteinas en carnes de
vacuno DFD que en la carne normal relacionada con las proteinas
estructura-contractiles, el metabolismo, la cadena de transporte de
electrones, la polimerizacion de la actina y la respuesta al estrés (Mato
etal., 2019).
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Tabla 7. Efecto del estrés en la calidad de los productos del ganado y en la busqueda de biomarcadores de proteinas
usando diferentes tecnologias proteémicas. Fuente: Mouzo et al. (2020).

Stress sources Effects of stress Proteomic Proteoml'c Effects on proteome Protein biomarkers Reference
sample technologies
Heat stress Alteration of Bovine iTRAQ Effects associated with cell- Lietal., 2017
synthesis and mammary LC-MS/MS substrate junction assembly,
secretion of milk  epithelial Elisa catabolic processes and
(milk protein cells Western Blotting metabolic processes
and fat)
Heat stress (long  Inflammatory Blood plasma 2-DE Alteration of plasma proteins Keratin, type Il cytoskeletal 3-like Min et al,
term) response (tumor MALDI-TOF/TOF Protein HP-25 homolog 1 and 2 2016
necrosis factor a Western Blotting Hepatitis A virus cellular receptor 1
interleukin-6) Transthyretin precursor
Heat stress Deterioration of Liver biopsia LC-MS/MS Changes in oxidative Cytochrome c oxidase subunit 4 Skibiel et al.,
function liver Western Blotting phosphorylation, mitochondrial isoform 1 2018
during early dysfunction, farnesoid X Peroxidoxin-3
lactat_lon . receptor/retinoid X receptor
contributing to e M4
fatty liver (FXR/RXR) activation, and the
disease methylmalonyl pathway.
Heat stress The stress Subcutaneous  Nano-UPLC-ESI Differential abundance of 107 Dual-specificity mitogen-activity Zachut et al.,
increased the adipose tissue  Western Blotting proteins in adipose of pregnant protein kinase kinase 1 2017

Different
management
systems

concentration of
malondialdehyde
and cortisol in
blood plasma
Hardest
conditions in the
mountains
induce a higher
oxidative stress
in the animal

Serum
samples

Immunoblotting
DIGE
MALDI-TOF/TOF

cows, affecting Nrf2-mediated
response, and FXR/RXR and
LXR/RXR activation

Increased carbonyl content in
plasma proteins and higher GPx
and SOD activity

GST Mu 1
Stress-induced-phosphoprotein 1

FGG protein

Complement C3B

Complement component C9 precursor
Complement C1s subcomplement
Serum albumin

Paraoxonase

Conglutinin

Lactate dehydrogenase B

Protein AMBP precursor
Alpha-2-HS glycoprotein precursor
Immunoglobulin J chain

Selenium dependent glutathione
peroxidase

Marco-Ramell
et al., 2012
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Stress sources

Effects of stress

Proteomic
sample

Proteomic
technologies

Effects on proteome

Protein biomarkers

Reference

Transportation,
weaning and
commingling

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Increased

incidence of
bacterial and
viral pneumonia
detected in
epithelial lining
fluid of the lungs

DFD meats

DFD meats

Dark cutting in
meat

DFD meats

Epithelial
lining fluid of
the lungs

Longissimus
thoracis

Bovine  loin
samples

Longissimus
thoracis

Longissimus
thoracis

2-DE
LC-MS/MS
Immunoblotting

2-DE
LC-MS/MS
MALDI-TOF/TOF

SDS-PAGE
LC-MS/MS

2-DE
LC-MS/MS
MALDI-TOF/TOF

2-DE
LC-MS/MS
MALDI-TOF/TOF

Different abundance in eleven
proteins which could be used as
biomarkers for stress-associated
disease susceptibility

Alteration of structural-
contractile proteins and
metabolism enzymes

Sarcoplasmic sub-proteome was
strongly affected

Changes of upregulation of
oxidative  myofibril  proteins
affecting the myosin isoforms

Overall phosphorylation rates
changed between DFD and
normal meat

Annexin A1 and A5
Odorant-binding protein
Isocitrate dehydrogenase
Fibrinogen

Heme-binding protein
a-2-HS-glycoprotein
a-1-antichymotrypsin
Albumin

Myosin light chain isoforms
Skeletal myosin light chain 2 isoforms
Troponin C type 2

Cofilin-2

Triosephosphate isomerase
Beta-galactoside a-2,6-
sialyltransferase

Actin

Phosphoglucomutase-1
Alpha-crystallin B

Heat shock protein beta-6
Heat shock protein beta-1
Actin, alpha skeletal muscle
Glycogenin 1

Isoform Beta-2 of Protein phosphatase
Myomesin-1

Adenylate kinase isoenzyme 1
Peroxiredoxin-1

Desmin

Spermine synthase

Myosin regulatory light chain 2
Creatine kinase M-type
Tropomyosin alpha-1 chain
14-3-3 protein gamma
Alpha-crystallin B chain

Heat shock 27 kDa protein 1
Troponin-T

F-actin-cappin

Small heat proteins

Mitchel et al.,
2008

Franco et al.,
2015 *

Fuente-Garcia
et al., 2019*

Mahmood et
al., 2018*

Mato et al.,
2019*
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6.2.2.2 Leche de vacuno, estrés y protedmica

El estrés también puede tener un efecto negativo en la leche en lo
que respecta al rendimiento y la composicion (Pragna et al., 2017, West,
2003). En general, el estrés por calor es uno de los principales factores
que afecta tanto a la calidad como a la cantidad de leche, causando
enfermedades o reduciendo el crecimiento de los pequefios rumiantes
(Berihulay et al., 2019). Dentro del ganado lechero, el estrés es
indudablemente una de las principales preocupaciones alrededor del
mundo. Factores como la temperatura y la humedad relativa pueden dar
lugar a una reduccion de la produccion de leche y a una menor calidad
en relacion con el contenido de grasa, proteinas, caseina y lactosa
(Bernabucci et al., 2014). El estrés térmico da lugar a una reduccion de
la produccion de lipidos de triacilglicerol de acidos grasos de cadena
cortay media, mientras que los &cidos grasos de cadena larga aumentan.
Esto conlleva cambios significativos en las propiedades fisicas y el
valor nutritivo de la leche (Liu et al., 2017). Ademas, las vacas que
sufren condiciones extremas de temperatura y humedad producen leche
con menos lactosa y proteinas (Garcia et al., 2015). En la fraccion de
proteinas, las caseinas son las mas importantes en la leche,
representando alrededor del 78% de la proteina total. Un enfoque
protedmico revel6 que las proteinas expresadas diferencialmente por
efecto del estrés térmico se asocian con los procesos de ensamblaje de
la unidn célula-sustrato y los procesos catabélicos y metabolicos, y en
particular, con la sintesis y secrecion de la leche, incluidas la proteina y
la grasa de la leche. Se observd, que en condiciones de estrés térmico,
se redujo el contenido de B-caseina junto con los acidos grasos (Li et
al., 2017). Otro tejido relevante, que se ve muy afectado por este estrés,
es el tejido adiposo subcutaneo, por lo que es interesante para la
busqueda de biomarcadores de proteinas. A este respecto, la respuesta
al estrés oxidativo mediado por Nrf2 resulté ser la via mas afectada por
el estrés térmico estacional en las vacas lecheras (Zachut et al., 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, las vacas lecheras son mas
susceptibles a las enfermedades en condiciones de estrés por calor. De
hecho, la mastitis bacteriana es una de las enfermedades maés
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importantes en las vacas lecheras. Las infecciones intramamarias dan
lugar a un alto valor de células somaticas (leucocitos y células
epiteliales) en la leche con respecto a la leche normal. Por esta razon, el
recuento de células somaéticas se evalUa para la deteccién de vacas
infectadas con patdgenos significativos. Se ha demostrado de que el
recuento de células somaticas en la leche era mas elevado en los
animales sometidos a estrés térmico (estrés por frio y calor) debido a la
depresion de la funcién inmunoldgica causada por el estrés oxidativo
(Hammami et al., 2013). Desde el punto de vista proteémico, el factor
de necrosis tumoral en plasma -o y la interleucina-6, dos proteinas
proinflamatorias, aumentaron en el plasma de la sangre de las vacas
debido a las condiciones de calor a largo plazo (Min et al., 2016). El
estrés térmico también tiene consecuencias negativas en el rendimiento
reproductivo, ya que disminuye las tasas de concepcion durante las
estaciones de verano, lo que afecta indirectamente a la produccion de
leche (Polsky & von Keyserlingk, 2017). Ademas, las vacas durante la
lactancia temprana pueden sufrir una enfermedad del higado graso
provocada por el estrés térmico debido a un deterioro de la funcién del
higado. En un estudio proteémico del tejido hepatico, las vias que
difieren entre el grupo estresado por el frio y el calor se identificaron
como la fosforilacion oxidativa, la disfuncion mitocondrial, la
activacion de los receptores X/receptores X farnesoides (FXR/RXR) y
la via del metilmalonilo (Skibiel et al., 2018). Por lo tanto, los requisitos
de las vacas lecheras lactantes deben considerarse para aumentar la
produccion y la calidad de la leche.

6.2.2.3 Otras fuentes y estrés en bovinos

Se han realizado pocos estudios protedmicos sobre otros tipos de
fuentes de estrés en los animales bovinos. Sin embargo, los analisis
protedmicos en vacas sometidas a diferentes sistemas de produccion
revelaron una respuesta de adaptacion a ambientes adversos a traves de
cambios en el sistema redox (Marco-Ramell et al., 2012). El estrés del
transporte, el destete y la mezcla con individuos desconocidos se
estudio para prevenir/detectar la neumonia bacteriana y viral en el
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ganado y se identificaron nueve proteinas como biomarcadores
proteicos mediante 2-DE y LC-MS/MS (Mitchell et al., 2008).

6.2.2.4 Enriquecimiento funcional para proteinas del

tejido muscular

El ganado en condiciones de estrés mostré diferencias
significativas en el proteoma (Tabla 7), por lo que se identific una
amplia gama de biomarcadores de proteinas. Para analizarlos fue
necesario un enfoque integrador, por lo que se realiz6 un
enriquecimiento funcional del analisis (Fig. 22). Para ello, los 29
biomarcadores identificados en el musculo bovino se emplearon en el
analisis de enriquecimiento de genes dentro de la categoria de proceso
bioldgico. Los términos individuales de ontologia génica (GO) se
ordenaron por el P-valor (rojo), el porcentaje de genes (verde) y la
referencia (P = 0,05, azul), y se representan conjuntamente. El término
GO mas relevante fue el “deslizamiento de los filamentos musculares”
(P < 0,001) que incluye las isoformas de actina, isoformas de cadenas
ligeras de miosina y troponina C. Este término esta claramente
relacionado con la contraccién muscular debido al deslizamiento de
filamentos de actina y filamentos gruesos de miosina. El segundo
término GO afectado significativamente fue la “contraccion muscular”
que comprende proteinas como las isoformas de actina, cadena alfa
cristalina B, miomesina, isoformas de cadena ligera de la miosina,
isoformas de cadena ligera de la miosina esquelética y troponina C. El
término GO, “regulacién de la contraccion muscular”, también esta
relacionado con las proteinas estructurales y la estructura de las
miofibrillas. Consistentemente, las proteinas estructurales del
sarcomero, como las mencionadas anteriormente, estan involucradas en
la tenderizacion de la carne de vacuno durante la maduracion. Se ha
mostrado que en las carnes DFD, un mayor pH causa una mayor
repulsién electrostatica entre las proteinas miofibrilares y una menor
contraccion lateral (Pearce et al., 2015). Obviamente, estos aspectos
tienen un impacto considerable en la ternura de la carne, la capacidad
de retencién de agua y el color que compone la calidad de la carne.
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- Log1l (p-value)
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Figura 22. Analisis de enriquecimiento funcional de las proteinas usando
FunRich Enrichment de los procesos biolégicos de las proteinas usando
unicamente estudios del tejido muscular (Tabla 7). Fuente: Mouzo et al. (2020).

6.2.3 Enfoque protedmico para monitorizar la calidad del
cerdo en respuesta al estrés

La produccion mundial de carne de cerdo super6 los 967 millones
de cabezas siendo los principales productores China (440 millones),
EE.UU. (73 millones), Brasil (41 millones) y Espafia (29 millones)
(FAOSTAT, 2019). Debido a su importancia estratégica, los
investigadores de todo el mundo estan haciendo un enorme esfuerzo
para mejorar la calidad de la carne de cerdo. Muchas veces, la decision
de compra se asocia con el color de la carne o con pérdidas de agua en
el envase. Ademas, la opinion del consumidor también se basa en la
terneza, la grasa intramuscular, las pérdidas de coccién y la calidad
sensorial. Para satisfacer a estos consumidores un punto clave es la
deteccion de carne de cerdo defectuosa para evitar problemas
tecnoldgicos durante el procesamiento. Evidentemente, la relacion
entre el estrés y la calidad de la carne ha sido ampliamente estudiada
debido a su importancia economica (Dokmanovi¢ et al., 2014; Gajana
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et al., 2013; Martinez-Rodriguez et al., 2011). Los parametros de la
calidad del cerdo como el pH, el color, la WHC, la grasa intramuscular
y el contenido de la proteina son afectadas fuertemente en cerdos
estresados (Huff-Lonergan & Lonergan, 2005; Sionek & Przybylski,
2016). A este respecto, se ha demostrado que el estrés en el cerdo se
asocia con una carne palida, blanda y exudada, (pale, soft, exudative,
PSE), el defecto de calidad de la carne mé&s comun en los cerdos. Este
importante defecto en la carne de cerdo causa importantes pérdidas
econdmicas en la industria de la carne.

La carne PSE se define en relacion con el pH en un momento dado
después del sacrificio, asi como con las alteraciones del color y
problemas de textura (Zhang et al., 2017). El mdsculo del cerdo tiene
una gran concentracion de fibras de tipo Ila'y Ilb con una importante
actividad glucolitica y un mayor nivel de lactato, lo que provoca un
répido descenso del pH cuando la temperatura de la canal del cerdo esta
todavia caliente. Estos eventos causan una pérdida de agua por goteo y
un color mas claro. Por lo tanto, los cerdos con una mayor cantidad de
fibras de tipo Il son mas susceptibles al estrés que los cerdos normales
(Ryu & Kim, 2005). Esta reduccién del pH causa cambios en la carga
neta de proteinas que conducen a la desnaturalizacion de las proteinas
miofibrilares como la miosinay la actina. De esta manera, el agua fijada
entre las miofibrillas puede ser expulsada debido a esta severa
acidificacion que resulta en una pérdida anormal de agua, por lo que el
WHC se altera. Ademas, el color de la carne depende en gran medida
de diferentes indices de refraccion entre el sarcoplasma y las
miofibrillas que varian con el pH.

6.2.3.1 Gen halotano

El PSE se asocia principalmente con la expresion del alelo recesivo
halotano. El gen Hal, también Ilamado gen del sindrome de estrés
porcino, produce una importante hipertermia causada por el estrés.
Existen varios estudios sobre el estrés en genotipos halotanos bajo
diferentes condiciones de transporte antes del sacrificio (Chai et al.,
2010), sistemas de cria (Foury et al., 2011) o condiciones de
comportamiento (D’Eath et al., 2010). Tanto los portadores
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heterocigotos (Nn) como los homocigotos (nn) de Hal se han
relacionado con la sensibilidad al estrés (Rosenvold & Andersen, 2003).
Ciertamente, se ha demostrado de que los animales nn mostraron una
menor luminosidad de la carne y contenido en amarillo junto a una
menor WHC (Salmi et al., 2010). Esto se debe a que los cerdos
recesivos Hal en condiciones de estrés previo a su sacrificio es probable
que produzcan carne de cerdo PSE. A nivel celular, el canal de Ca?* se
altera en estos animales provocando una gran liberacion de Ca®* en
condiciones de estrés. Estos factores conducen a una reduccion del pH
muscular y, consecuentemente, a la desnaturalizacion de las proteinas,
lo que determina una reduccién del WHC (Scheffler & Gerrard, 2007).
En cuanto al musculo esquelético, el tipo de fibra muscular es
significativamente diferente. Los cerdos portadores del gen halotano
(Nn) mostraron mas cantidad de 1B MyHC y menos de tipo | MyHC y
los homocigotos obtuvieron una cantidad importante de 11AX MyHC
(Depreux et al., 2002). En este momento, la protedbmica es una
herramienta poderosa para esta monitorizacién de las proteinas
musculares que puede proporcionar una vision de los procesos
moleculares producidos por el estrés en el musculo esquelético. Se estan
realizando considerables estudios relacionados con la alteracion del
proteomay el estrés en la carne de cerdo para identificar biomarcadores
que podrian utilizarse para evitar pérdidas economicas en la industria
porcina.

Aparte de las consideraciones éticas de los granjeros y minoristas,
el bienestar animal puede dar lugar a una importante pérdida econémica
y es una preocupacion creciente de los consumidores. A pesar de estos
hechos, no se han establecido actualmente criterios sélidos y objetivos
para evaluar el estrés de los animales durante la cria y el sacrificio. A
este respecto, un enfoque protedmico puede favorecer nuevos
biomarcadores potenciales de estrés que son necesarios para la industria
de la carne. En la Tabla 8 se muestra una lista representativa de trabajos
que sugieren un conjunto de biomarcadores de proteinas de estrés bajo
diferentes condiciones. Las mutaciones genéticas en cerdos como los
mutante HAL (nn) con una alta incidencia de estrés agudo fueron
estudiadas por Di Luca et al. (2013). La carne de estos cerdos
presentaba un alto WHC medido como pérdida por goteo, lo que es
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indicativo de carne de cerdo de baja calidad (PSE). Una posible
explicacion podria ser que estas muestras se asociaron con una menor
abundancia de proteinas de estrés en comparacion con el fenotipo
intermedio.

Ademas, se informo de que la mutacion HAL produce un aumento
del nivel de fosforilacion en las proteinas de sefializacion del calcio, la
contraccion muscular, el glucogeno, la glucosa y el metabolismo
energético, y el estrés celular. Ademas, la proteina dependiente de
Ca*?/calmodulina quinasa Il mostr6 un alto nivel de fosforilacion en la
mutacion HAL (Huang et al., 2018).
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tecnologias protedmicas. Fuente: Mouzo et al. (2020).

Tabla 8. Efecto del estrés en la calidad del cerco y busqueda de biomarcadores proteémicos usando diferentes

Stress Effects on Proteomic Proteomic Eff Protein
- R ects on proteome - References
sources pork quality sample technologies biomarkers
Halothane  Alteration of Longissimus 2D DIGE Alteration of sixteen B-Tropomyosin Di Luca et
free water holding thoracis et MALDI-TOF MS proteins associated  Phosphoglucomutase 1 al., 2013
capacity lumborum | c Ms/Mms with metabolic Stress-induced phosphoprotein 1
muscle Western blotting enzymes, stres§ Poly(rC)-binding protein 1
response proteins :
and structural Annexin A7
proteins Creatin kinase M-type
Increased abundance Titin
of triosephosphate Phosphoglycerate kinase 1
isomerase and Transferrin
transferrin Heat shock protein
Tropomyosin alpha 1 chain
Filaggrin 2
Triose phosphate isomerase
Heat shock cognate 71
Halothane  The stress Longissimus iTRAQ High phosphorylation Phosphorylation of Huang et al.,
free impact was dorsi muscle TiO2 enrichment / in proteins related to Ca+2/calmodulin-dependent 2018

not described

Deglycosylation
LC MS/MS

calcium signalling,
muscle contraction,
glycogen, glucose
and energy
metabolism, and
cellular stress

protein kinase (Il)
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Stress Effects on Proteomic Proteomic Protein
- R Effects on proteome - References
sources pork quality sample technologies biomarkers
Heat stress The stress Semitendino 2D DIGE Increased abundance  Manganese superoxide dismutase *Cruzen et
impact was sus muscle  Quadrupole TOF MS of proteins involved in  Peroxiredoxin 2 al., 2015
not described Western blotting ~ glycolysis, - Tubulin
gtycogenefﬂs.and Soluble actin
glycogenolysis .
Dl odmi TR b Phosphorylated cofilin 2
of tubulins and soluble
actin
Increased
phosphorylated cofilin
2
Heat stress  Intestinal Ileum 2D DIGE Changes in the Heat shock protein 27, 70, 90-a  Pearce et
integrity and sample MALDI-TOF MS abundance of 281 and B al., 2015
?arrltgr . mRNA analysis ISPOtS < Peroxidoxin-1
unction in ncreased abundance . .
ileum of heat shock proteins Peptidyl-propyl cis-trans

Reduced
nutrient
intake

Decreased abundance
of metabolic proteins
Changes in the
abundance of 20 spots
Decreased abundance
of enzymes of
peroxiredoxin-1 and
peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase A

isomerase A
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Stress Effects on Proteomic Proteomic Protein
- R Effects on proteome - References
sources pork quality sample technologies biomarkers
Pre- Color and Longissimus Immunoblotting Changes in the Troponin-T Hwang et al.,
slaughter cooking loss dorsi muscle 2-DE abundance of heat Heat shock protein 27kD 2004
fasting and in Longissimus MALDI-TOF MS shock protein, Myosin heavy chain
chasing dorsi muscle Q-TOF myosin heavy chain, Aldehyde dehydrogenase
stress aldehyde
dehydrogenase, Glycerol-3 phosphate
glycerol-3 phosphate dehydrogenase
dehydrogenase, Hemoglobin alpha chain
hemoglobin alpha Mitochondrial sodium/calcium
chain, proteins exchanger protein
related to complex
with actin and Ca?*
release channel,
Individual Physical Serum 2D DIGE Changes in the Haptoglobin Marco-Ramell
housing injury to samples MALDI-TOF MS abundance of Apolipoprotein A-l et al., 2016
tissues in proteins haptoglobin, - ¢1.antichymotrypsin 3
serum apolipoprotein A-1 Peroxiredoxin 2
samples and at- .
antichymotrypsin 3, Lactotrgnsfernn
and the antioxidant ~ Protegrin 3
enzyme Galectin 1
peroxiredoxin 2 Glutathione peroxidase 3
iTRAQ Changes in the

abundance of
lactotransferrin,
protegrin 3 and
galectin 1 belonging
to innate immune
system
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Stress Effects on Proteomic Proteomic Protein
- R Effects on proteome - References
sources pork quality sample technologies biomarkers
Changes in the
abundance of
oxidative stress
enzymes such as
peroxiredoxin 2 and
glutathione
peroxidase 3
Transport The stress Longissimus 2-DE Increased abundance Myosin light chains Morzel et al.,
before impact was lumborum  MALDI-TOF MS of mitochondrial ATPase F1 chain B 2004
slaughter not described muscle ATPase

Shift of myosin light
chain 2 (MLC2)
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6.2.3.2 Calor térmico

En la industria porcina, el estrés por calor es uno de los factores
estresantes mas importantes. Se ha demostrado que el estrés térmico
produce una respuesta metabdlica y fisioldgica debido a que en el
musculo del cerdo la energia metabdlica es menos eficiente y hay un
esfuerzo por reducir el dafio de la oxidacion en respuesta al calor
(Cruzen et al., 2015). El tracto gastrointestinal del cerdo presenta una
mayor sensibilidad al estrés por calor, lo que produce problemas de
alimentacion. Las proteinas que intervienen en las vias glucoliticas y en
el ciclo de Krebs del ileon podrian estar relacionadas con el estrés
térmico y se ha observado un aumento de la concentracion de sustancias
reactivas de oxigeno (Pearce et al., 2011). En ambas vias, las
condiciones de calor durante la estabulacion de los animales
disminuyen la abundancia de isoformas de peroxiredoxina en el
proteoma, que se ha descrito que proporcionan defensa contra el dafio
oxidativo y que participan en la sefializacion mediante el control de la
concentracion de H202 (Rhee et al., 2001).

6.2.3.3 Manejo pre-sacrificio

Por otro lado, el ayuno previo a la matanza y el estrés en la
persecucion también causan una carne de mala calidad en términos de
color y palatabilidad debido al alto valor de las pérdidas por coccion.
Hwang et al. (2004) mostrdé cambios significativos en quince proteinas
(contractiles y enzimas) entre los cerdos de raza Korean, con
luminosidad alta y baja, sugiriendo que estas proteinas podrian usarse
como biomarcadores de color en condiciones de estrés pre-sacrificio.
Otros factores que dan lugar a este estrés, aparte de los genéticos y
nutricionales, estan relacionados con la cria de cerdos. Por ejemplo, en
las condiciones de alojamiento de los cerdos, se ha demostrado que los
ambientes con espacio extra, turba y paja producen carnes mas tiernas
que el de otros cerdos en peores condiciones (Beattie et al., 2000).
Ademas, se ha mostrado que el confinamiento de las cerdas jovenes
produjo cambios significativos en el proteoma sérico, aumentando el
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catabolismo de lipidos y proteinas y el estrés oxidativo, confirmado por
la abundancia de peroxiredoxina-2 (Marco-Ramell et al., 2016). Los
procedimientos de manejo antes del sacrificio deberian controlarse mas
estrictamente, en particular las condiciones de transporte, porque se han
detectado cambios del proteoma entre los cerdos trasladados el dia antes
del sacrificio o inmediatamente antes de éste, y se han propuesto las
cadenas ligeras de miosina y la cadena B de la ATPasa F1 como
biomarcadores candidatos (Morzel et al., 2004).

6.2.3.4 Enriquecimiento funcional de proteinas
estresadas en cerdo

Un enriquecimiento funcional se llevo a cabo con las proteinas
expresadas diferencialmente bajo diferentes condiciones de estrés (Fig.
23). En la Tabla 8, las 43 proteinas mostradas como biomarcadores se
analizaron mediante un enriquecimiento de genes en la categoria de
proceso bioldgico. Los términos individuales GO fueron clasificados
por el P-valor (rojo) y se representaron juntos con el porcentaje de genes
que se vinculan con el término GO (verde) y la referencia (P = 0,05,
azul). El término GO mas significativo también fue el “deslizamiento
de los filamentos musculares” (P < 0,001) que esta relacionado con la
contraccion muscular producida por el deslizamiento de los filamentos
finos de actina y los filamentos gruesos de miosina. En este proceso
bioldgico, las proteinas incluidas son las troponina-T, la B-
tropomiosina, la cadena ligera de miosina, titina, la cadena alfa 1 de la
tropomiosina y la actina soluble, que estan implicadas en la contraccion
de las fibras musculares. Estas evidencias explican que las condiciones
de estrés de los animales estan influyendo claramente en la terneza de
la carne, uno de los parametros de calidad de la carne méas importantes
y al mismo tiempo uno de los mas dificiles de homogenizar. El segundo
término GO con un alto nivel de significacion es la “respuesta a la
proteina desdoblada”, que esta compuesta principalmente por proteinas
de choque térmico (HSP). Las HSP son chaperonas moleculares cuya
funcion principal es ayudar al montaje y desmontaje de las proteinas,
su plegado y despliegue o replegado de las proteinas dafiadas. Esto
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significa que estas proteinas desempefien un papel importante en la
proteccion de las células y estructuras celulares contra el estrés. De
hecho, la concentracion de las HSP90 estaba fuertemente
correlacionada con las WHC (pérdidas por coccion y goteo) asi como
la luminosidad de la carne en el musculo del cerdo longissimus dorsi
(Zhang et al., 2014).
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Figura 23. Analisis de enriquecimiento funcional de las proteinas usando
FunRich Enrichment de los procesos biologicos de los biomarcadores de estrés
de proteinas. Fuente: Mouzo et al. (2020).

Por ultimo, el tercer término GO con un alto grado de significacion
es el “proceso catabolico de perdxido de hidrogeno™. Las isoformas de
peroxiredoxina, la superoxido dismutasa de manganeso y la glutation
peroxidasa se incluyen en esta categoria de la Tabla 8. Se propuso la
peroxiredoxina como posible biomarcador proteico de la sensibilidad
de la carne en el masculo longissimus thoracis (Jia et al., 2009, Wang
et al., 2016). La superdxido dismutasa de manganeso y el glutation
peroxidasa son antioxidantes enddgenos que ocurren en el musculo del
cerdo, que tiene una influencia en la calidad del cerdo (Hu et al., 2019,
Zhang et al., 2015). En general, las proteinas de estrés de estos tres
términos GO: deslizamiento del filamento muscular, la respuesta al
proceso catabodlico de la proteina desplegada y el per6xido de hidrégeno
estan claramente asociados con los parametros de calidad de la carne de
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cerdo. Las tecnologias protedmicas pueden constituir un valioso
instrumento para controlar la calidad de la carne de cerdo a nivel
industrial.

6.2.4 Enfoque protedmico para monitorizar la calidad del
pollo en respuesta al estrés

La carne de ave y los huevos se consumen especialmente por
encima de otros tipos de alimentos procedentes de animales,
representando una importante fuente de proteina de alta calidad. En
consecuencia, también se observa una tendencia creciente en el
consumo de pollos, méas notable en los paises en desarrollo. En todo el
mundo, hay una demanda creciente debido al bajo coste, la buena
calidad nutricional y la sostenibilidad del proceso. Asi pues, la industria
avicola esta creciendo rapidamente, y los programas de cria se centran
en caracteristicas como el rapido crecimiento de la pechuga y las patas
(muslo y contramuslo). En los dltimos afos, la creciente demanda de
carnes mas procesadas junto con la preferencia por la pechuga ha
Ilevado a seleccionar aves con un alto desarrollo de este musculo. Sin
embargo, esta seleccion ha aumentado la incidencia de anomalias en la
carne, como la carne PSE (Petracci et al., 2015). La carne PSE es un
grave problema en la carne de pechuga que reduce la percepcion del
consumidor debido a la presencia de humedad y un color mas claro.
Con este tipo de carnes, el valor normal del pH esta por encima de 7 en
el musculo de un animal vivo, disminuyendo a 5,8-5,9 a las 6 h post-
mortem. El alto potencial glucolitico del musculo alterara la
acidificacion de la carne alcanzando valores de pH mas bajos que la
carne normal que muestra un color palido y una baja WHC (Petracci et
al., 2015). De hecho, las enzimas del factor Ca** pueden desencadenar
los sintomas del PSE deteriorando la calidad de la pechuga (Freitas et
al., 2017). Un estudio actual en el area de la protedmica demostré que
las proteinas implicadas en varios proceso bioldgicos (glucolitico,
contraccion muscular, proteolitico, regeneracion de ATP, metabolismo
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energético e hidratacion de CO2) eran mas abundantes en carnes PSE
(Desai et al., 2016).

6.2.4.1 Estrés térmico

Las aves de crecimiento rapido y de mayor peso son mas
susceptibles al estrés por calor debido a la reduccion de la capacidad de
termorregulacion. Se ha demostrado que la seleccion para el
crecimiento rapido ha reducido su capacidad para contrarrestar los
efectos térmicos agudos con importantes implicaciones en la
funcionalidad de las proteinas y, por consiguiente, en la calidad de la
carne (Zaboli et al., 2018, Sandercock et al., 2006). A este respecto, el
estrés térmico se considera el factor estresante ambiental mas
importante en la industria avicola. Segun Xing et al. (2017), el estrés
por calor produce un cambio en las proteinas implicadas en la via de la
glucdlisis, la sefalizacion del calcio y las chaperonas moleculares del
musculo pectoral mayor. Como se ha explicado anteriormente, estas
proteinas indicaban un aumento de la glucdlisis en el post-mortem
temprano, lo que provoca un rapido descenso del pH. De estos datos
también se puede inferir una entrada anormal de Ca™ en las
mitocondrias, lo que aumenta el potencial de conversion de energia.
Ademas, las chaperonas como los HSP que participan en el ensamblaje
de las proteinas, en la translocacién de los pliegues y en la interaccion
con las proteinas dafiadas se vieron afectadas por el estrés térmico en el
musculo de la pechuga.

Algunas evidencias sugieren que el estrés por calor afecta
particularmente a la respuesta inmune modulada por el sistema nervioso
central y los ejes medulares hipotalamica-pituitaria-adrenal vy
simpatico-adrenal (Lara & Rostagno, 2013). De hecho, 6rganos como
el timo, el bazo y el higado mostraron una reduccion de peso
significativa en las aves en condiciones de calor (Bartlett & Smith,
2003). Como se muestra en la Tabla 9, los tejidos hipotalamicos, bazo
e higado se estudiaron desde un enfoque protedmico. El hipotalamo
como centro de regulacién de la retencion o disipacion del calor fue
dafiado por el estrés térmico agudo debido al estrés oxidativo, el
debilitamiento de las estructuras proteicas, la degradacion de las
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proteinas mal plegadas o la remodelacion de los citoesqueletos (Tu et
al., 2018). Ademas, las citoquinas proinflamatorias de suero e
interferones de tipo I, el peso del bazo y el espleonocito estaban
indicando que una inmunidad innata y las vias de muerte celular pueden
estar asociadas con el estrés térmico (Ma et al., 2019). Para investigar
la respuesta temporal al estrés térmico, (Tang et al., 2015) emplearon
el andlisis cuantitativo sin etiquetas (SWATH) en el higado de los
pollos de engorde, lo que dio lugar a la inhibicion de las proteinas
quinasas reguladas por sefiales extracelulares. Esto afectd al
metabolismo de los lipidos y aminoacidos e indujo una respuesta
inmunitaria hepatica asociada con el estrés térmico.
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Tabla 9. Efectos del estrés en las aves de corral asi como asi como en el proteoma utilizando diferentes tecnologias

protedmicas. Fuente: Mouzo et al. (2020).

A description

Stress sources of stress Proteomic sample Prrc:tec:ml.c Effects on proteome References
effects technologies
Acute heat Productive Hypothalamus 2D DIGE Most of the differentially Tu et al., 2018
stress performance MALDI- expressed proteins were
TOF/TOF involved in cellular
Western processes, metabolism,
blotting transport, and cellular
component organization.
Heat stress Induces Spleen sample iTRAQ Nine down regulated Ma et al., 2019
immune proteins related to innate
dysfunction immunity and six down or up
and cell death regulated proteins related to
cell death
Heat stress PSE meat Pectoralis  major iTRAQ Glycolysis pathway, calcium Xing et al., 2017
during muscle signalling, and molecular
transport chaperones exhibited
significant differences
Heat stress Production Liver SWATH-MS It was inhibited ERK Tangetal., 2015
efficience and signalling pathway, affected
meat yield broiler liver lipid and amino

acid metabolism and
induced liver cell immune
responses
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A description

Stress sources of stress Proteomic sample Proteoml‘c Effects on proteome References
effects technologies
Restrain and The stress  Thigh muscle 2-DE Cytoskeleton structure and Hazard et al., 2011
transport impact  was MALDI-TOF carbohydrate = metabolism
not described networks were affected
Fasting (24 h) Delayed the Intestinal samples 2-DE Differentially expressed Simon et al., 2019
growth of MALDI-TOF proteins were involved in
broiler fatty acid binding and
chicken and transport, general stress
poorer response and ion- or vesicle
performance transport.
Time in transit Ascites, Pectoralis 2-DE Metabolism, cell division and Zanetti et al., 2013
before pulmonary superficiales LC-MS/MS control of apoptosis were
slaughtering hypertension,  muscle Western altered
dehydration .
and PSE meat S8
High Problems with Liver iTRAQ 30 differentially expressed Zhang et al., 2015
concentrations broiler health proteins were involved in
of atmospheric nutrient metabolism
ammonia (energy, lipid, and amino
acid), immune response,
transcriptional and
translational regulation,
stress response, and
detoxification
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6.2.4.2 Manejo pre-sacrificio

Otras condiciones previas al sacrificio que también afectan a la
calidad de la carne de ave, son el transporte y el periodo de ayuno (Ali
et al., 2008). Estas etapas previas al sacrificio afectan a las reservas de
glucdégeno muscular cambiando las reacciones bioquimicas post-
mortem en el proceso de transformacion del musculo en carne y en el
aumento de la incidencia de la PSE (Shimokomaki et al., 2017). La
respuesta a la restriccion y el transporte en el musculo del muslo se
evalué utilizando un enfoque global (protedémica, transcriptomica y
metabolomica) y dio lugar a la activacion del eje hipotalamico-
pituitaria-suprarrenal. Las proteinas alteradas estaban relacionadas
principalmente con la estructura del citoesqueleto o el metabolismo de
los carbohidratos (Hazard et al., 2011). La edad y el tiempo de transito
mostraron cambios protedmicos en funciones como el metabolismo, la
division celular y el control de la apoptosis en el muasculo pectoral. Sin
embargo, el efecto de la edad demostrd ser mas relevante que el tiempo
de transito (Zanetti et al., 2013). El ayuno también provoca una
reduccion de la absorcidon intestinal y consecuentemente, del
rendimiento en el ultimo momento de la vida. En este sentido, la
alteracion en el intestino delgado desde el punto de vista proteémico,
que da lugar a la expresion de proteinas estructurales, y proteinas
asociadas al transporte de lipidos, la respuesta al estrés y la defensa
intestinal como las mas afectadas (Simon et al., 2019).
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7 DISCUSION GENERAL

A lo largo de la presente Tesis Doctoral se han establecido dos
grandes bloques. Uno relativo al andlisis de parametros relacionados
con la calidad de la carne y el otro a nivel proteémico. En el primer
bloque se evalué como los factores extrinsecos e intrinsecos del ganado
vacuno podian afectar a la calidad de la carne a nivel fisicoquimico,
sensorial o nutricional. Por otra parte, el estudio protedmico se
subdividié en dos capitulos, uno basado en un estudio experimental, en
el cual se aplico un modelo estadistico para la diferenciacion entre razas
que permitira obtener posibles biomarcadores para programas de
mejora molecular y trazabilidad. Ademas, en este capitulo se evalud que
aspectos moleculares son los que mayormente influyen en las
variaciones de la calidad de la carne de diferentes razas. La otra parte
de este bloque se basé en una revision bibliografica de las aplicaciones
proteémicas para predecir la calidad del alimento relacionado con el
bienestar animal.

El Capitulo | de esta Tesis Doctoral se centr6 en el estudio de la
raza RG en términos de la calidad de carne bajo diferentes sistemas de
produccion (extensivo, semiextensivo, tradicional e intensivo) y el tipo
de alimentacion de acabado. Para evaluar estos factores se obtuvieron
datos de los parametros fisicoquimicos, nutricionales y sensoriales. En
general se observd como el tipo de acabado y el sistema de produccion
influian en estos pardmetros. En concreto, en los caracteres
fisicoquimicos se comprob6 como los grupos con alimentacion basada
en pasto presentaban tonalidades méas oscuras de carne y un menor
indice de grasa intramuscular. Ademas, el sistema semiextensivo
presentaba valores bajos para la pérdida de cocinado y la fuerza de
corte. En cuanto al valor nutricional la alimentacién con pasto y
suplementada con pienso comercial es la que presentd una menor
cantidad de SFAs, pudiendo estar inhibida por la gran cantidad de
PUFAs que tenia esta carne. Asimismo, en este grupo se observé como
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la relacion PUFA/SFA era la que presentaba los valores 6ptimos en
términos de salud. Por el contrario, los animales con alimentacion de
acabado de pienso comercial suplementado con paja presentaban
valores inversos. En general se demostrd6 como los sistemas de
produccion extensivo y semiextensivo eran los que tenian las relaciones
mas saludables para la relacion n-3/n-6.

Por otra parte, ademas del sistema de produccion y la alimentacion
de acabado, también se analiz6 si la condicion de manejo pre-sacrifico,
el tiempo de maduracién y la raza podrian influenciar sobre la calidad
de la carne. Para ello, en el Capitulo Il, se evaluaron estos factores en
los parametros sensoriales y fisicoquimicos en tres de las razas bovinas
mas importantes a nivel espafiol (AV, RE y RG). En este estudio se
demostré como la percepcion final del consumidor es compleja debido
a que las diferentes variables estaban interrelacionadas. Respecto a la
comparacion del sistema extensivo/intensivo y el efecto mezcla/no
mezcla, se vio como estos factores estaban muy interrelacionados entre
si. Por lo que es necesario un estudio por separado de cada uno para
poder asi observar su efecto en los parametros fisicoquimicos de la
calidad de la carne. Sin embargo, en los parametros de pH, drip loss u
oxidacion proteica observados se comprobo como el efecto raza era el
Unico factor que afectaba. La raza también obtuvo un efecto importante
en los atributos sensoriales, en concreto sobre la fibrosidad, jugosidad
y terneza, mientras que el sistema de produccién fue el segundo
parametro mas importante, influyendo en el olor, sabor y perfil textural
(fibrosidad). Igualmente, la maduracién también modifico el perfil de
textura, que podria ser util en el caso de la carne fibrosa como la RE, ya
que presentan carnes menos tiernas y una mayor maduracion supondria
una mayor terneza. En cuanto al perfil de olor y sabor, la raza que mas
diferia frente al resto era la RE. Estos pardmetros sensoriales
permitieron una separaciéon segun el tipo de raza a través de los
componentes principales y analisis discriminante. En esta separacion se
comprobd como la raza RE era la que presentaba mayor sabor, olor y
una mayor fibrosidad. Por su parte la raza RG presentaba carnes mas
untuosas y arenosas, y la AV mostraba algunas carnes mas tiernas y
jugosas. Estos datos se corroboraron con el anélisis de CDA, los cuales
presentaban el mismo patrén de separacion.
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Al realizar un analisis conjunto entre ambos capitulos, podemos
observar que entre los pardmetros de calidad de carne evaluados la
mayoria mostraban interrelaciones entre la raza y los sistemas de
produccién y manejo. Esto dificulta entender a qué se debe la variacion
de cada parametro por separado. Sin embargo, tanto el pH, drip loss y
los carbonilos (7 dias), mostraron que el factor raza era el Gnico que
influia en estos parametros. Paralelamente, dos de ellos (pH y drip loss)
se estudiaron dentro de la raza RG, observando que ambos se
encontraban influenciados por la alimentacion de acabado, siendo el pH
también por el sistema de produccion. Todo esto nos lleva a pensar que
el efecto de raza es uno de los mas influyentes a la hora de evaluar la
calidad de la carne. Sin embargo, las condiciones de manejo y el sistema
de produccion muestran una importante influencia dentro de cada raza
analizada. Por otro lado, a través de la comparacion de ambos estudios
a nivel sensorial, se pudo concluir que los parametros de olor general,
terneza o jugosidad presentan una importante variabilidad dependiendo
de los sistemas de produccion. Estos resultados muestran una utilidad
potencial para mejorar la calidad y seguridad de la carne segun las
demandas de mercado.

Las diferencias entre las razas de vacuno que se observaron a nivel
de percepcion por parte de los catadores en el Capitulo I1, establecieron
que la raza AV-RG son maés cercanas y la RE mas lejana. Este patron
se correspondid con lo observado en el Capitulo 111 en él cual se llevo
a cabo una evaluacion a traves de las distancias protedmicas, tanto
cualitativas como cuantitativas, siendo estas Ultimas las Unicas con
diferencias estadisticas. Para ello se realizo una estimacion cuantitativa,
a través del estadistico QD, mostrando asi diferencias proteGmicas
cuantitativas entre las tres razas bovinas (AV, RE y RG). Los resultados
obtenidos mostraron como la raza RE era la mas distante genéticamente
de las tres razas, en concordancia con los datos sensoriales y de textura
del capitulo anterior y con estudios previos. Asimismo, gracias a las
técnicas protedmicas (2-DE y MS), estadisticos y técnicas
bioinformaticas aqui aplicadas, se observaron 18 proteinas/isoformas
miofibrilares y sarcoplasmaticas diferentes que contribuyen a las
distancias protedmicas entre razas. Una de las proteinas con mayor
contraste entre las carnes de RE y AV/RG fue la MYLPF, la cual tiene
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un gran impacto en la terneza de la carne. Ademas de la MYLPF (junto
con las cinco proteinas que interacciona), las proteinas ANK2, la
proteina precursora PRDX3 y la proteina YWHAE (posiblemente no
fosforilada), se encontraron en las razas AV y RG cuyas carnes son mas
tiernas. Igualmente, en el Capitulo Il se observd como uno de los
atributos que mejor diferenciaba entre las razas de bovino espafiola era
la terneza, en la que se mostré una agrupacion entre la AV/RG vy el
distanciamiento de la RE. Este patron es lo que se plasmo en el estudio
proteémico, pudiendo hipotetizar la gran importancia de las proteinas
mencionadas anteriormente en las variaciones de terneza entra las razas
bovinas espafiolas. Este analisis no solo permite una diferenciacion
clara entre las razas, sino también propone biomarcadores candidatos
para la autentificacion del origen y la garantia de la seguridad
alimentaria de la carne. Asimismo, podrian ser posibles candidatos
pQTL para mejorar la calidad de carne a través de mejoras por
entrecruzamiento.

Asimismo, las herramientas protedmicas serian muy interesantes
para la evaluacion de la calidad de la carne de vacuno, o de otros
alimentos, relacionados con el bienestar animal. La importancia de
estudiar el bienestar animal se debe a qué durante el manejo, hay
muchas situaciones estresantes las cuales pueden tener un impacto en
los procesos bioquimicos, afectando a la transformacién del masculo en
la carne. En el Capitulo IV se realiz6 una revision acerca de los
indicadores de estrés mas usados: el cortisol, la creatina quinasa y el
lactado en sangre animal. Sin embargo, todos estos indicadores
bioquimicos muestran la desventaja de que Unicamente expresan sus
valores en un corto periodo de tiempo. Todo esto implica que vuelven
rapidamente a sus niveles normales, convirtiéndose en indicadores
dificiles de medir. De ahi, a la importancia de monitorizar a través de
otros indicadores (ej. a través de técnicas proteémicas) los niveles de la
calidad del alimento en respuesta al estrés.

En esta revision, se recogieron diferentes listas de biomarcadores
obtenidos a través de diferentes tecnologias protedmicas por las cuales
se pueden evaluar diferentes efectos en el proteoma asociados al estrés.
Como bien se ha demostrado en la revision, el estrés provoca efectos
negativos en las reses del vacuno causando carnes DFD o bien
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problemas en la sintesis y secrecidn de la leche, cambios en la respuesta
inflamatoria, deterioro del higado o cambios en las proteinas del plasma
(aumento de malondialdehido o del contenido en carbonilo) debido al
aumento del estrés oxidativo. Por otro lado, los cambios en el bienestar
animal como en el caso de los cerdos provocan aumentos de carne tipo
PSE. Este puede ser debido a muchos factores como los genéticos (gen
halotano); a estrés térmico que a su vez provoca cambios en el
metabolismo, fisiologia o el tracto gastrointestinal; o al estrés causado
por un mal manejo pre-sacrificio, que no solo afectaré al musculo sino
también al proteoma sérico. Por ultimo, en las aves de corral los
cambios en el bienestar animal afectan tanto a la carne como los huevos,
principales alimentos de estos animales. El estrés por calor es uno de
los factores méas importantes provocando carnes PSE o afectando a las
proteinas de los tejidos hipotalamicos, bazo e higado. Ademas, el mal
manejo pre-sacrificio también influy6 a nivel proteico (proteinas
estructurales, metabolicas, apoptoticas etc.) en las aves de corral.

Tanto en la carne de vacuno como en la carne de cerdo se realizaron
estudios metaprotedmicos con biomarcadores de proteinas. Para ello se
realiz6 un acercamiento integrativo con un enriquecimiento funcional.
El termino GO mas importante fue el “deslizamiento del filamento del
musculo”. Este es un término que esta relacionado con la contraccion
muscular de los filamentos de actina y miosina. Dicho proceso esta
relacionado con el atributo de la terneza, y al mismo tiempo es uno de
los mas dificiles de homogeneizar. En general, se observd como en el
ganado bovino y porcino las proteinas més importantes en el estrés
estan relacionadas con la contraccion muscular y la regulacion de esta,
teniendo un gran impacto en la terneza de la carne, la capacidad de
retencion del agua y el color de la carne. Ademas, en el cerdo, el
enriquecimiento mostré proteinas de respuesta a la proteina desdoblada
y al proceso catabdlico de peréxido de hidrogeno. Es decir, son
proteinas relacionadas con la proteccion de las células ante el estrés en
la carne del cerdo.

La falta de bienestar animal implica grandes pérdidas econémicas
en la industria de la alimentacion. De ahi a que la obtencion de una lista
de biomarcadores para poder controlarlo ahorrara millones de euros en
pérdidas econdmicas. De todos los tipos de estrés aqui investigados, se
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comprobd que el estrés por calor es uno de los mas problematicos en la
industria alimentaria, asi como el sistema de manejo pre-sacrificio,
viendo que afectaban en diferente grado tanto a la carne como a otros
productos alimentarios. A pesar de que en el Capitulo Il la diferencia
entre la mezcla y no mezcla con animales desconocidos no es uno de
los principales factores que afectan a la calidad de la carne, en esta
revision se observa como un mal manejo tiene consecuencias negativas
en la calidad de la carne. Por todo esto, la tecnologia protedmica aqui
expuesta permite abordar los problemas que se asocian a la pérdida de
bienestar animal en la busqueda de biomarcadores relacionados con la
calidad alimentaria, para poder asi obtener un conocimiento méas en
profundidad sobre los procesos bioldgicos que subyacen estos cambios
asociados al estrés.

A lo largo de esta Tesis se analiza desde diferentes puntos de vista
como diversos factores afectan a la calidad de la carne, pudiendo
estudiarlos desde un punto de vista del consumidor (evaluacion a nivel
sensorial de la palatabilidad de la carne), pasando por el estudio de los
aspectos fisicoquimicos y nutricionales asociados Yy acabar
adentrandonos en los procesos moleculares que subyacen a dichas
variaciones a nivel protedbmico
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8 CONCLUSIONES

8.1 El presente estudio permitié profundizar en el efecto que se
produce en la calidad de la carne de la raza Rubia Gallega (RG) al
considerar diferentes sistemas de produccion en conjuncién con
variaciones en la dieta de acabado. Los resultados mostraron que la
alimentacion de acabado tiene una gran influencia en la calidad de la
carne, mientras que el sistema de produccion presenta un menor efecto
en la mayoria de los parametros de calidad evaluados. En concreto, la
carne obtenida de terneros del grupo extensivo con alimentacion de
acabado basada en pasto y suplementacion con pienso comercial resulto
la més saludable y la de mayor palatabilidad.

8.2 La carne producida usando pasto esta en linea con las actuales
expectativas y demandas del consumidor. Estos sistemas contribuyen a
la obtencion de carne con un mayor valor nutricional y con una mayor
sostenibilidad medioambiental, debido al empleo de recursos propios
de las explotaciones que permite reducir la huella de carbono.

8.3 El estudio comparativo del analisis sensorial y fisicoquimico de
la carne de las razas bovinas Asturiana de los Valles (AV), Retinta (RE)
y RG, reveld que los atributos de calidad de las tres razas fueron
significativamente diferentes. Ademads, los resultados obtenidos
demostraron que el efecto raza tiene un fuerte impacto en la fibrosidad,
jugosidad y terneza, lo que podria utilizarse para mejorar la textura de
la carne de vacuno, cuando se seleccionan genotipos o se llevan a cabo
cruces industriales. Estos tipo de analisis comparativos son una
herramienta util para garantizar el origen de los productos cérnicos a la
hora de diferenciarlos de otros productos existentes en el mercado.

8.4 EIl anélisis de los resultados demostrd, aungue con menos
efectividad que la raza, que el efecto de otros factores como el sistema
de produccion (incluyendo la edad de sacrificio y sus posibles
interacciones), el manejo pre-sacrificio y la maduracion podrian jugar
un papel clave en la calidad de la carne. Concretamente, los resultados
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sugieren que los terneros jovenes de la raza RG (sacrificados a los 9
meses) necesitarian una maduracion mas corta que otros terneros de
mayor edad de las razas RE y AV (sacrificados a los 15 meses), para la
obtencion de una textura optima.

8.5 La estimacidn de las distancias protedmicas cuantitativas entre
las tres razas permite concluir que este tipo de distancias es una valiosa
herramienta para la evaluacion del grado de divergencia general del
genoma funcional entre poblaciones, del subproteoma asociado a las
variaciones en los caracteres bioldgicos e identificacion de marcadores
proteicos de las poblaciones. Ademas, las distancias protedmicas
cuantitativas proporcionaron informacion maéas fiable que las
cualitativas sobre el alcance de la diferenciacion proteémica entre las
poblaciones.

8.6 La mayoria de las 18 proteinas/isoformas miofibrilares y
sarcoplasmaticas identificadas que mostraron una abundancia
diferencial estadisticamente significativa entre las tres razas espafiolas
tiene relacion funcional con las variaciones en la terneza de la carne.
Por tanto, estas proteinas, podrian ser pQTL candidatas para la mejora
de la calidad de la carne. Ademas, dichas proteinas podrian ser
marcadores Utiles para reducir el riesgo de la pérdida de etiquetado y
fraudes asociados con estas razas de ganado bovino espafiola con la
Denominacion de Origen Protegida.

8.7 Los resultados obtenidos sugieren nuevas vias para la
investigacion en la protedmica de poblaciones, incluyendo la
evaluacion de la eficiencia relativa de los estudios proteémicos basados
en gel y gel-free para la estimacion de la distancia protedmica, las
variaciones espacio-temporales de la distancia protedmicay la relacion
entre la distancia protedmica y la diferenciacion fenotipica de los
caracteres biol6ogicos.

8.8 El estudio de revision bibliografica mostré que la proteémica
es una tecnologia util en la basqueda de biomarcadores potenciales de
las variaciones de la calidad del alimento asociadas con el bienestar
animal. En particular, la aplicacion de la 2-DE y la espectrometria de
masas, ha permitido obtener la identificacion de proteinas asociadas al
estrés para la basqueda de biomarcadores proteicos.
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8.9 Los andlisis de enriquecimiento funcional indicaron una clara
relacion entre el estrés y las proteinas asociadas a funciones
estructurales-contractiles. Estas proteinas podrian ser usadas como
biomarcadores del bienestar animal en el caso de la carne de vacuno y
del cerdo.
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Anexos

10 ANEXOS

Anexo I. Volumen medio (+ SE) y Cl al 95% para spots de 2-DE con diferencias estadisticamente significativas entre
muestras de carne bovino del muasculo longissimus thoracis de Asturiana de los Valles (AV), Retinta (RE) y Rubia Gallega
(RG). Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a).

Spot AV0 RE RG i P-value?

code”  Volume® > /’(gﬁ?tcsar)fp < Volume® 95C|% (gf?tcsg)fp Volume® 95c|6(tc)f?tcsfjr)?p AV-RE  AV-RG  RE-RG
1 188 + 47 69, 320 188 + 13 152, 222 = - ns <0.05 <0.05
2 354 + 56 206, 499 412 + 30 329, 499 208 + 23 145, 279 ns ns <0.05
3 262 + 27 197, 342 - - 278 + 82 48, 482 <0.05 ns <0.05
4 - - 343 + 67 203, 564 > = <0.05 N/A <0.05
5 759 + 223 191, 1426 - - < - <0.05 <0.05 N/A
6 - - 181 + 14 155, 227 - - <0.05 N/A <0.05
7 343 £ 17 296, 388 247 + 19 199, 295 229 + 35 146, 328 <0.05 ns ns
8 430 262, 568 340 + 51 224, 511 = - ns <0.05 <0.05
9 1099 + 369 183, 2111 1645 + 527 463, 3357 - - ns <0.05 <0.05
10 920 + 90 703, 1123 661 + 53 549, 824 464 + 99 227, 707 ns <0.05 ns
11 497 + 60 353, 684 - - 284 +43 188, 421 <0.05 ns <0.05
12 1041 + 95 812, 1294 675 + 49 578, 809 449 + 86 226, 661 <0.05 <0.05 ns
13 390 + 37 285, 493 679 + 113 455, 989 - - ns <0.05 <0.05
14 - - 315+ 51 162, 447 - - <0.05 N/A <0.05
15 - - 542 + 96 208, 768 484 + 60 308, 629 <0.05 <0.05 ns
16 420 + 68 252, 602 1004 + 137 633, 1411 646 + 96 369, 881 <0.05 ns ns
17 1839 + 115 1586, 2243 1521 £ 153 1059, 1917 1120 + 133 813, 1464 ns <0.05 ns
18 573 + 89 399, 873 286 + 23 218, 344 386 + 41 295, 513 < 0.05 ns ns
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Spot AV RE RG P-valued
95 % bootstrap Cl 95 % bootstrap 95 % bootstrap
b b b - - -
code*  Volume (CL, CU)c Volume Cl (CL, CU) Volume Cl (CL, CU) AV-RE  AV-RG  RE-RG
19 155118 104, 208 - - - - <005 <005 N/A
20 855+ 186 359, 1337 ] ] ] ] <005 <005  N/A
21 613+54 440, 733 i ; 491 + 131 134,834 <005 ns  <0.05
22 633+106 335, 901 47325 383, 518 A : ns  <0.05 <0.05
23 2805+117  2495.3189 1769 £330  1067.2717  1316£206 773, 1936 ns <0.05  ns
24 : : 819215 419, 1361 - ; <0.05 N/A  <0.05
25 1859213 1134,2361  3111+296 24483980 2115297 1246, 2871  <0.05  ns ns
26 : : 259 + 55 67, 370 - : <005 N/A  <0.05
27 524+ 46 417, 664 321 + 35 227, 406 420 + 29 359,529  <0.05  ns -
28 201+12 165, 232 : ; : : <005 <0.05  N/A
29 106432720 3337, 18142 30974 « 3253 21885, 38915 ”22_,3152 * 6497,19628 <0.05 ns  <0.05
30 18414+3337 8176, 25263 14254+ 1129 10849, 16897 20273 +725 18058, 22047  ns ns  <0.05
31 17907 £ 6060 4013, 35511 1561+ 152 1138, 1946 11;1612§ *  3655,19059 <0.05 ns  <0.05
32 941453 784, 1057 80483 595, 1016 547 + 95 256, 675 ns  <0.05  ns
33 815+38 717, 921 153 + 57 20, 324 423 + 88 151,610  <0.05 <005  ns
34 1809+ 151  1470.2240  691+146 2111020 283 « 108 24, 551 <005 <005  ns
35 267+75 69, 493 - - - - <005 <005 N/A
36 1023119 638, 1293 ; ; 227 + 101 28,581  <0.05 <0.05 <0.05
37 637+72 472, 854 486 + 84 265, 734 322 + 51 158, 414 ns  <0.05  ns

a Gel position of marked spots is shown in Fig. 14.

b Mean volumes from six biological replicates.

¢Cl, Confidence interval; CL, lower bound; CU, upper bound; 95% bootstrap Cls were obtained by the bias-corrected percentile
method and adjusted by the Bonferroni method for multiple comparisons.

d p-value < 0.05: statistically significant difference in mean volume between Spanish bovine breeds; ns: not statistically significant
difference (P > 0.05); N/A: not applicable.
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Anexo Il. Fold change (FC) y relative change (RC) de proteinas diferencialmente
abundantes (P < 0,05) entre las muestras de carne bovino del musculo LT de
Asturiana de los Valles (AV), Retinta (RE) y Rubia Gallega (RG).
Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020?).

Spot

code?

Protein nhame

(Abbrev.)

AV-RE

AV-RG

RE-RG

FC RC

FC RC

FC RC

Myosin binding protein

H (MYBPH)

Myosin binding protein

H (MYBPH-1)

Creatine kinase M-

type (CKM)

Thioredoxin-

dependent peroxide
reductase (PRDX3),

239psilon239rial

precursor

Actin Alpha 1 skeletal

muscle (ACTA1)

Pyruvate

dehydrogenase E1
component subunit

beta, mitocondrial

(PDHB)
Pyruvate

dehydrogenase E1
component subunit

beta, mitocondrial

(PDHB-1)
Troponin T, slow
skeletal muscle
(TNNT1)

Actin, 239psil skeletal
muscle (ACTA1-1)

Ankyrin-2 (ANK2)

ns ns

- -0.013

ns ns

- -0.024

-1.54 -0.018

ns ns

+2.39  +0.029

ns ns

-2.00 -0.014

+oo -0.008

i -0.009

ns ns

e -0.054

ns ns

-0.029
2.33

-e -0.019

ns ns

-0.035
1.64

ns ns

-o -0.008

-0.009

8

+oo +0.014

8

-0.081

+eo +0.014

ns ns

-e -0.033

ns ns

ns ns

ns ns

N/A N/A
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Spot

code®

Protein name
(Abbrev.)

AV-RE

AV-RG

RE-RG

FC

RC

FC

RC

FC

RC

21

14-3-3 protein
240psilon (YWHAE)

8

-0.030

ns

ns

oo

+0.024

22

25

26

27

29

30

31

Cyclin-G1 (CCNG1)
Myosin, light chain 6B,
smooth muscle and
non-muscle (MYL6B)
Thioredoxin-
dependent peroxide
reductase (PRDX3-1)
Transmembrane
protein 233
(TMEM233)

Myosin regulatory
light chain 2, skeletal
muscle isoform
(MYLPF)

Myosin regulatory
light chain 2, skeletal
muscle isoform
(MYLPF-1)

Myosin regulatory
light chain 2, skeletal
muscle isoform
(MYLPF-2)

ns

+1.67

+2.91

ns

11.47

ns

+0.062

+0.013

-0.010

+1.000

ns

-0.804

ns

N/A

ns

ns

ns

ns

-0.031

ns

N/A

ns

ns

ns

ns

ns

ns

-2.53

+1.42

+7.45

-0.023

ns

-0.013

ns

-0.921

+0.296

+0.495

a Gel position of marked spots is shown in Fig 14.
Ns: not statistically significant difference (P > 0.05).

N/A: not applicable.
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Anexo lIl. Identificadores y términos (componente, funcion y procesos) de Ontologia Génica (GO) para proteinas
diferencialmente abundantes en las carnes de LT de las razas Asturiana de los Valles, Retinta y Rubia Gallega obtenidas por
la herramienta QuickGo. Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a).

Full protein Protein UmproFKB Ensembl gene GO Identifier and
accession .
name name number accession number GO term name

Myosin binding MYBPH  G3X6W9 ENSBTAG00000011465 Component:  G0:0005859 (muscle myosin  complex),
protein H G0:0030018 (Z disc), GO:0031430 (M band)

Function: GO:0008307 (structural constituent of muscle),
G0:0051015 (actin filament binding), GO:0051371 (muscle alpha-
actinin binding), G0:0097493 (structural molecule activity
conferring elasticity)

Process: GO:0006941 (striated muscle contraction), GO:0007015
(actin  filament organization), G0:0045214 (sarcomere
organization), GO0:0071688 (striated muscle myosin thick
filament assembly)

Creatine kinase CKM Q9XSC6 ENSBTAG00000013921 Component: G0:0005615 (extracellular space),
M-type G0:0005737 (cytoplasm)
Function: GO:0000166 (nucleotide binding), GO0:0003824
(catalytic activity), GO:0004111 (creatine kinase activity),
G0:0005524 (ATP binding), GO0:0016301 (kinase activity),
G0:0016740 (transferase activity), GO0:0016772 (transferase
activity, transferring phosphorus-containing groups)
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Full protein Protein UmproFKB Ensembl gene GO Identifier and
name name 2€CESSION o cession number GO term name
number
Process: GO:0009408 (response to heat), GO:0016310
(phosphorylation), G0:0046314 (phosphocreatine biosynthetic
process)
Thioredoxin- PRDX3 P35705 ENSBTAG00000008731 Component: G0:0005737 (cytoplasm),
dependent G0:0005739  (mitochondrion), GO0:0005759 (mitochondrial
peroxide matrix), GO:0005768 (endosome), GO:0005769 (early
reductase, endosome), GO:0005829 (cytosol), GO:0008385 (IkappaB kinase
mitochondrial complex), G0:0043209 (myelin sheath), GO:0043234 (protein
precursor complex).

Function: GO0:0004601 (peroxidase activity), GO:0008022
(protein  C-terminus binding), GO:0008379 (thioredoxin
peroxidase activity), GO:0016209 (antioxidant activity),
G0:0016491 (oxidoreductase activity), GO:0019900 (kinase
binding), GO:0042802 (identical protein binding), GO:0043027
(cysteine-type endopeptidase inhibitor activity involved in
apoptotic process), G0:0051920 (peroxiredoxin activity)

Process: G0:0001893 (maternal placenta development),
GO0:0006915 (apoptotic process), GO:0006979 (response to
oxidative stress), G0:0007005 (mitochondrion organization),
G0:0008284 (positive regulation of cell proliferation),
G0:0018171 (peptidyl-cysteine oxidation), GO:0030099 (myeloid
cell differentiation), G0:0032496 (response to
lipopolysaccharide), GO:0033673 (negative regulation of kinase
activity), G0:0034599 (cellular response to oxidative stress),
G0:0042542 (response to hydrogen peroxide), GO:0042744
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Full protein
name

Protein
name

UniprotKB
accession
number

Ensembl gene
accession number

GO Identifier and
GO term name

Actin, alpha
skeletal muscle

Pyruvate
dehydrogenase
E1 component

ACTA1

PDHB

P68138

P11966

ENSBTAG00000046332

ENSBTAG00000021724

(hydrogen peroxide catabolic process), GO:0043066 (negative
regulation of apoptotic process), G0:0043154 (negative
regulation of cysteine-type endopeptidase activity involved in
apoptotic process), G0:0045454 (cell redox homeostasis),
G0:0051092 (positive regulation of NF-kappaB transcription
factor activity), GO:0051881 (regulation of mitochondrial
membrane  potential), G0:0055114  (oxidation-reduction
process), GO:0098869 (cellular oxidant detoxification)

Component: G0:0001725 (stress fiber), G0:0005737
(cytoplasm), GO:0005856 (cytoskeleton), GO:0005865 (striated
muscle thin filament), GO:0005884 (actin filament), GO:0015629
(actin cytoskeleton), G0:0030017 (sarcomere), G0:0030027
(lamellipodium), G0:0030175 (filopodium), GO:0044297 (cell
body)

Function: GO:0000166 (nucleotide binding), GO:0005524 (ATP
binding)

Process: G0:0010628 (positive regulation of gene expression),
G0:0030240 (skeletal muscle thin filament assembly),
G0:0048741 (skeletal muscle fiber development), GO:0090131
(mesenchyme migration)

Component: G0:0005654 (nucleoplasm), G0:0005739
(mitochondrion),  G0:0005759 (mitochondrial  matrix),
G0:0045254 (pyruvate dehydrogenase complex)
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Full protein Protein UmproFKB Ensembl gene GO Identifier and
accession .
name name accession number GO term name
number

subunit beta Function: G0:0003824 (catalytic activity), GO:0004738

mitochondrial (pyruvate dehydrogenase activity), GO:0004739 (pyruvate
dehydrogenase (acetyl-transferring) activity), GO:0016491
(oxidoreductase activity), GO:0034604 (pyruvate dehydrogenase
(NAD+) activity)
Process: GO:0005975 (carbohydrate metabolic process),
G0:0006006 (glucose metabolic process), GO:0006086 (acetyl-
CoA biosynthetic process from pyruvate), GO:0006099
(tricarboxylic acid cycle), GO:0008152 (metabolic process),
GO0:0055114 (oxidation-reduction process)

Troponin T, TNNT1 Q8MKH6  ENSBTAGO00000006419 Component: GO:0005861 (troponin complex)

slow fkeletal Function: GO:0005523 (tropomyosin binding)

muscie Process: GO:0003009 (skeletal muscle contraction), GO:0006937
(regulation of muscle contraction), GO:0014883 (transition
between fast and slow fiber), GO:0045932 (negative regulation
of muscle contraction)

Ankyrin-2 ANK2 G3NOC1 ENSBTAG00000002392 Component: GO:0043034 (costamere)

Function: GO:0030507 (spectrin binding)

Process: G0:0007165 (signal transduction), GO0:0098910
(regulation of atrial cardiac muscle cell action potential)
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Full protein Protein UmproFKB Ensembl gene GO Identifier and
accession .
name name accession number GO term name
number
14-3-3 protein YWHAE  P62261 ENSBTAG00000005664 Component: G0:0005634 (nucleus), GO:0005737 (cytoplasm),

epsilon

G0:0005739 (mitochondrion), GO:0005886 (plasma membrane),
G0:0042470 (melanosome)

Function: G0:0005246 (calcium channel regulator activity),
G0:0015459 (potassium channel regulator activity), GO:0019899
(enzyme binding), GO:0019904 (protein domain specific binding),
G0:0031625 (ubiquitin protein ligase binding); G0:0042802
(identical protein binding); GO:0042826 (histone deacetylase
binding), G0:0044325 (ion channel binding), GO0:0045296
(cadherin binding), G0:0046982 (protein heterodimerization
activity), GO:0050815 (phosphoserine residue binding),
G0:0051219 (phosphoprotein binding), GO0:0097110 (scaffold
protein binding)

Process: G0:0000165 (MAPK cascade), GO:0001764 (neuron
migration), GO:0006605 (protein targeting), GO0:0021766
(hippocampus development), G0:0021987 (cerebral cortex
development), G0:0034605 (cellular response to heat),
G0:0035308 (negative regulation of protein dephosphorylation),
G0:0046827 (positive regulation of protein export from nucleus),
G0:0051480 (regulation of cytosolic calcium ion concentration),
GO0:0060306 (regulation of membrane repolarization),
GO0:1901016 (regulation of potassium ion transmembrane
transporter activity), GO:1901020 (negative regulation of
calcium ion transmembrane transporter activity), GO:1902309
(negative regulation of peptidyl-serine dephosphorylation),
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Full protein Protein UmproFKB Ensembl gene GO Identifier and
accession .
name name accession number GO term name
number

G0:1905913 (negative regulation of calcium ion export across
plasma membrane)

Cyclin-G1 CCNG1 Q5E911 ENSBTAG00000006607 Function: GO:0005634 (nucleus)
Process: G0:0007049 (cell cycle), GO:0051301 (cell division),
GO0:0051726 (regulation of cell cycle)

Myosin, light MYL6B Q148H2 ENSBTAG00000031217 Function: GO:0005509 (calcium ion binding)

chain 6B,

smooth, alkali,

muscle and

non-muscle

Transmembrane TMEM223 A5PJW2 ENSBTAG00000009487 Component: GO:0005739  (mitochondrion),  G0:0016020

protein 233 (membrane), GO:0016021 (integral component of membrane)
Process: GO:0007399 (nervous system development)

Myosin MYLPF QOP571 ENSBTAG00000021218 Component: GO:0016459 (myosin complex)

regulatory light Function: GO:0005509 (calcium ion binding), GO:0008307

chain 2, (structural constituent of muscle), (metal ion binding)

skeletal muscle A, .

isoform Process: GO:0007519 (skeletal muscle tissue development)
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Anexos

Anexo IV: Estimaciones de las distancias protedmicas cualitativas y cuantitativas entre las razas bovinas Asturiana de los
Valles (AV), Retinta (RE) y Rubia Gallega (RG) de las carnes del musculo LT. Fuente: Rodriguez-Vazquez et al. (2020a)

Distance measure AV-RE® AV-RG? RE-RG®
Nei & Li’s D 0.057 (0.029, 0.102) 0.042 (0.019, 0.084) 0.055 (0.027, 0.097)
Jaccard’s D 0.107 (0.057, 0.186) 0.081 (0.037, 0.156) 0.104 (0.052, 0.178)
QD 0.0145 (0.0020, 0.0383) 0.0014 (0.0007, 0.0019) 0.0142 (0.0023, 0.0340)

295% bootstrap Cl are shown in parentheses.
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Anexo V. Trabajos publicados o aceptados

Publicacion N°1: Articulo original.
“Influence of production system and finishing feeding on meat quality of

Rubia Gallega calves”

https://revistas.inia.es/index.php/sjar/article/view/16438



https://revistas.inia.es/index.php/sjar/article/view/16438




Publicacion N°2: Articulo original.
“Sensory and physicochemical analysis of meat from bovine breeds in
different livestock production systems, pre-slaughter handling conditions,

and ageing time”

https://www.mdpi.com/2304-8158/9/2/176



https://www.mdpi.com/2304-8158/9/2/176




Publicacion N°3: Articulo original.

“Measuring quantitative proteomic distance between Spanish beef breeds”

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814620301424



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814620301424




Publicacion N° 4: Articulo original.
“Proteomic application in predicting food quality relating to animal

welfare. 4 review”

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224419311471



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224419311471




Anexos

Anexo VI Criterio de calidad de los articulos donde los resultados de la presente

tesis han sido publicados.

Publicacién N°1

“Influence of production system and finishing feeding on meat
quality of Rubia Gallega calves”

Rodriguez-Vazquez, R!.; Pateiro, M?2; Lodpez-Pedrouso, M';

Gende, A3.; Crecente, S*; Serrano, M.P>.; Gonzalez, J3.; Lorenzo,
J.M2,; Zapata, C'.; Franco, D2 (2020)

‘Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela,

15872 Santiago de Compostela, Espaiia; 2CentroTecnoldgico de la Carne de Galicia. Rua Galicia n° 4,

Parque Tecnoldgico de Galicia, 32900 San Cibrao das Vifias, Ourense, Espafia; Indicacion

Geografica Protegida Ternera Gallega, Recinto Ferial de Amio, 15891, Santiago de Compostela,

Espafia;*Instituto Gallego de la Calidad Agroalimentaria,

Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo, 15318 La Coruiia, Espafia; SUniversidad de Castilla-

La Mancha;

Instituto de Investigacion en Recursos Cinegéticos, Albacete seccion de CSIC-UCLM-JCCM. Campus
Universitario, 02071 Albacete, Espafia

Spanish Journal of Agricultural Research 18, e0606. Editorial: INIA,
elSSN: 2171-9292, ISSN: 1695-971X

DOI: 10.5424/sjar/2020183-16438

)] Factor de Impacto de la revista Spanish Journal of
Agricultural Research (IS1 Journal Citation Reports, 2019):
1,037

Posicion relativa de Spanish Journal of Agricultural
Research dentro de cada categoria (ISI Journal Citation
Reports, 2019):

Agricultura, multidisciplinar (28/58) (Q2)

i) Contribuciéon de Rodriguez-Vazquez R.: Redaccion del
articulo.

1)  Revista open access: https://revistas.inia.es/index.php/sjar
/article/view/16438
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Publicacion N°2

“Sensory and physicochemical analysis of meat from bovine breeds
in different livestock production systems, pre-slaughter handling
conditions, and ageing time”

Lopez-Pedrouso, M'.; Rodriguez-Vazquez, R?.; Purrifios, L2;
Olivan, M34,; Garcia-Torres, S°.; Sentandreu, M. AS.; Lorenzo,
J.M?; Zapata, C.; Franco, D?. (2020)
!Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela,
15872 Santiago de Compostela, Espafa; 2 Centro Tecnolégico de la Carne de Galicia, Riia Galicia N° 4,
Parque Tecnoldgico de Galicia, 32900 San Cibrao das Vifias, Espafia. * Servicio Regional de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA), Apdo. 13, 33300 Villaviciosa, Espafia;* ISPA,
Avda Roma s/n, 33011 Oviedo, Espafia; ° CICYTEX (Centro de Investigaciones Cientificas y
Tecnoldgicas de Extremadura), Junta de Extremadura. Ctra. A-V, Km372, 06187 Guadajira, Espafia;

bInstituto de Agroguimica y Tecnologia de Alimentos (CSIC), Avenida Agustin Escardino, 7, Paterna,
46980 Valencia, Espafa.

Foods 9, 176. Editorial: MDPI. ISSN 2304-8158
DOI: 10.3390/foods9020176

)] Factor de Impacto de la revista Foods (ISI Journal
Citation Reports, 2019): 4,092

Posicion relativa de Foods dentro de cada categoria (ISI
Journal Citation Reports, 2019)

Ciencia de la alimentacion & Tecnologia (27/139) (Q1)

1)) Contribucién de Rodriguez-Vazquez R.. Manejo y
analisis de los datos. Interpretacion de los datos, revision y
edicion del manuscrito.

1)  Revista open access: https://www.mdpi.com/2304-
8158/9/2/176

Publicacion N°3

“Measuring quantitative proteomic distance between Spanish beef
breeds”
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Rodriguez-Vazquez, R!.; Mato, A'.; Lépez-Pedrouso, M'.; Franco,
D?. Sentandreu, M. A3,; Zapata, C'.; (2020)

! Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela,
15872, Santiago de Compostela, Espafia; 2 Centro Tecnolégico de la Carne de Galicia, Ria Galicia N° 4,
Parque Tecnolégico de Galicia, 32900 San Cibrao das Vifias, Espafia. ® Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de Alimentos (CSIC), Avenida Agustin Escardino, 7, Paterna, 46980 Valencia, Espafia.

Food Chemistry 315, 126293. Editorial: Elsevier ISSN 0308-8146,
Eissn: 1873-7072.

DOI: 10.1016/j.foodchem.2020.126293

1)

1)

1)

Factor de Impacto de la revista Food Chemistry (ISI
Journal Citation Reports, 2019): 6,306

Posicion relativa de Food Chemistry dentro de cada
categoria (I1SI Journal Citation Reports, 2019)

Quimica, aplicada (5/71) (Q1)
Ciencia de la alimentacion & Tecnologia (6/139) (Q1)
Nutricion & Dietética (10/89) (Q1)

Contribucion de Rodriguez-Vazquez R.: Metodologia,
manejo de datos; andlisis formal; Redaccion del borrador
original

Autorizacion de revista para el uso de la publicacion en
la Tesis Doctoral (Editorial Elsevier):

https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permiss
ions (Accedido el 27/11/20).

Articulo original:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881
4620301424

305


https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions
https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814620301424
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814620301424

RAQUEL RODRIGUEZ VAZQUEZ
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Mouzo, D'.; Rodriguez-Vazquez, R.; Lorenzo, J.M2,; Franco, D2
Zapata, C.; Lopez-Pedrouso, M*. (2020)

!Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, Universidad de Santiago de Compostela,
15872 Santiago de Compostela, Espafa; 2 Centro Tecnolégico de la Carne de Galicia, Riia Galicia N° 4,
Parque Tecnolégico de Galicia, 32900 San Cibrao das Vifias, Espafia.

Trends in Food Science & Technology 99, 520-530. Editorial: Elsevier;
ISSN 0924-2244

DOI: 10.1016/j.tifs.2020.03.029

)i Factor de Impacto de la revista Trends in Food Science &
Technology (1SI Journal Citation Reports, 2019): 11,077
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2019)

Ciencia de la alimentacion & Tecnologia (1/139) (Q1)
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la Tesis Doctoral (Editorial Elsevier):
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Articulo original:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092422
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