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Para garantizar palatabilidad de la carne vacuna se necesita un 3% de grasa
intramuscular (GIM) en norteamérica. Segun su impacto sobre la salud, la GIM no
deberia estar en exceso (mas de 4 %; Garcia P., 2007), y deberia contener una
relacion AGPI n-6: n-3 (n-6: n-3) menor a 4 junto al mayor contenido de CLA cis-9,
trans -11 (CLA) posible. El uso de pasturas en terminacién produce una relacién n-
6: n-3 deseada y alta proporcion de CLA en la carne, aunque no llega a los valores
de GIM deseados. Si bien la incorporacién de concentrados en terminacion
produciria adecuada GIM, incrementa la relacién n-6: n-3 por encima de los valores
recomendados, disminuye la proporcion de CLA e incrementa otros depdsitos de
grasas no deseados como la grasa dorsal, visceral, entre otras. Evidencias
recientes sugieren que el uso de dietas con alto contenido de almidén entre el
nacimiento y los 250 d de edad del ternero, inducen una precoz diferenciacién de
pre-adipocitos del tejido graso intramuscular produciendo la acumulacion anticipada
de GIM. El presente trabajo evaluo el efecto del uso de dietas concentradas (alto
contenido de almiddn) al inicio de la recria o en terminacion en combinacién con
pastoreo, sobre el desarrollo del tejido adiposo y la composicion de AG de la grasa
subcutanea (GS) e intramuscular. Se hipotetizd, 1: CP respecto PC (pastura al
inicio de la recria y concentrado en terminacion) produciria menor espesor de grasa
dorsal (EGD), similar nivel de marmoreo y GIM, con una menor relaciéon n-6: n-3 y
una mayor proporcion de CLA, tanto en la GIM como en la GS. 2: el uso de
concentrado al inicio de la recria produce una mayor hiperplasia y su uso en
terminacion una mayor hipertrofia en el tejido subcutaneo. 3: el uso de concentrado
al inicio de la recria aumenta la expresién génica de la Estearoil coA desaturasa
(SCD), pero el uso de concentrado en terminacibn o en ambos periodos la
incrementa aun mas. Cuarenta terneros Angus (siete meses de edad promedio;
214114 kg) se asignaron aleatoriamente a dos momentos de aplicacion de la dieta,
inicio de la recria / terminacion dentro de los cuales las dietas fueron pastura o
concentrado. Los resultados se analizaron como un DCA con arreglo factorial 2 x 2,
utilizando al animal como unidad experimental a través del programa SAS, y se
planted el contraste CP vs PC. La estrategia nutricional CP, respecto a PC, logré
obtener menor EGD, similares niveles de marmoreo y GIM. Se observé una similar
relacién n-6: n-3, mayor proporcion de CLA en el musculo Longissimus dorsi y una
similar relacion n-6: n-3 junto a una similar proporcién de CLA en la GS. El uso de
concentrados a edad temprana del animal (dieta CP) estimuldé la deposicion de

marmoreo y no produjo una hiperplasia en el tejido adiposo subcutaneo el cual sélo
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incrementé cuando se les brindé a los animales concentrados en terminacion,
independientemente de la dieta recibida al inicio de la recria, incrementandose a
través de una mayor hipertréfia. La expresion de la SCD incremento con el uso de
concentrado al inicio de la recria, pero incrementd aun mas cuando se utilizé el
concentrado en terminacion o en ambos periodos. El uso de dietas con alto
contenido de almidén a edad temprana del animal puede ser una nueva estrategia

cuando el precio del grano se encuentra en aumento.

Palabras claves: marmoreo, espesor de grasa dorsal, hiperplasia, hipertréfia, SCD.
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ABSTRACT

To ensure an adequate level of palatability in beef, a minimum degree of
intramuscular fat (IMF) is required, about 3. If consider the impact of fat on health,
IMF would not be in excess (more than 4 %; Garcia P., 2007) and, in turn, would
have a PUFAs ratio n-6: n-3 less than 4 and CLA cis-9 frans-11 as high as possible.
While pasture-finished cattle produce low ratio of n-6: n-3 and high CLA cis-9 trans-
11, not always reach the desired level of fat. Concentrate-finished cattle produce
undesirable increase of n-6: n-3 ratio and decline of CLA cis-9 frans-11 in beef but
allows adequate levels of IMF, though these strategies would also increase other
unwanted fat deposits, dorsal fat, and visceral fat, among others tissues. New
evidence suggests that feeding high energy diet (high starch content) between births
to 250 days of age would induce premature differentiation of pre-adipocytes from
intramuscular tissue allowing early accumulation of IMF. The present study
evaluated the effect of feeding concentrate diet (high starch) at early backgrounding
phase or at finished and combine with pasture on the development of adipose tissue
and fatty acids composition of intramuscular and subcutaneous fat. It was
hypothesized that using this strategy could be obtain a lower fat thickness, similar
marbling score and IMF content with lower n-6: n-3 ratio and a higher proportion of
CLA on IMF and SC fat than opposite strategy (pasture at backgrounding and
concentrate at finishing phase). Another hypothesis was diet concentrates at early
backgrounding phase, increase hyperplasia, while diet concentrates at finishing
phase increase hypertrophy. By least, it was hypothesized that, using concentrates
diet at early backgrounding phase increase SCD expression than using pasture, but
this increment is higher when using concentrates only at finishing phase or in both
phases. Forty Angus calves of similar age (217+14) were randomly assigned to two
feeding periods: early backgrounding and finishing phase and two diets, pasture and
concentrates. The results were analyzed as a completely randomized design with
factorial arrangement (2 x 2) by SAS and the contrast CP vs PC. With this strategy,
concentrates at early backgrounding phase and finished on pasture compared to the
opposite strategy, was possible to obtain lower fat depth, similar marbling and IMF.
At the same time, it was possible to obtain similar ratio n-6: n-3, greater proportion
of CLA in Longissimus dorsi and similar ratio n-6: n-3 and proportion of CLA in
subcutaneous fat. It was obtained lower back fat thickness incorporating
concentrates at early backgrounding phase and finishing on pasture than the

opposite strategy. Used concentrates at early backgrounding phase enhanced
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marbling deposition and not increased hyperplasia of subcutaneous tissue.
Subcutaneous fat tissue increased when animals fed concentrates at finishing
phase regardless diet at early backgrounding phase. So, the development of
subcutaneous fat tissue occurred allow increment on hypertrophy when
concentrates incorporated at finishing period. When concentrate was providing at
early backgrounding phase increased SCD expression, but the increment was
higher when concentrates using on finishing phase or in both phases. Feeding
steers with high starch content at the early backgrounding phase could be a good

new strategy when the price of grain is rising.

Keys words: marbling, fat thickness, hyperplasia, hypertrophy, SCD



1. INTRODUCCION
1.1 Argentina y el mundo

Una de las preocupaciones a nivel mundial segun la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2003 (FAO por sus siglas en inglés, Food
and Agriculture Organization of the United Nations), es la cantidad de alimentos que
requerira la poblacion en el afio 2030/2050. Se estima que sera necesario incrementar
el 60% de la produccién de alimentos y se propone trabajar en el rendimiento,
intensidad de cultivo y area destinada a la agricultura (Chantar, 2015). Este hecho en
conjunto con el aumento en el precio del grano en los ultimos afios, beneficiaria la
expansion de la agricultura reduciendo la cantidad de tierras destinadas a la
ganaderia, que debera intensificarse para mantener los niveles de produccion y su
competitividad. A pesar de esto, en la ultima década la produccién de carne bovina se
vio en alza en los paises emergentes como Brasil, Argentina y China, disminuyendo en
los paises desarrollados como Estados Unidos, Canada y la Unién Europea (Chantar,
2015). Para asegurar la provision de carne vacuna a su creciente poblacién y, a la vez,
al mercado externo, Argentina debe incrementar sus actuales niveles de produccion.
Mayores saldos exportables se traduciran en un mayor ingreso de divisas al pais. Para
competir con los productos de la agricultura y ganaderia e incrementar el consumo de
carne vacuna debemos pensar en las preferencias de los consumidores, quienes
requieren alimentos seguros y saludables. Cada vez son mas las personas
interesadas en la relacion entre la dieta y la salud, particularmente la relacién con el

cancer, aterosclerosis, obesidad y diabetes tipo 2 (Scollan et al., 2006).

La carne es considerada como un producto de alto valor nutricional. Posee
proteinas de alto valor bioldgico, micronutrientes (Biesalski, 2005; Willamson et al.,
2005) y su grasa contiene vitaminas A, D, E, y K; pero tendria un efecto negativo;
contiene acidos grasos saturados (AGS) los cudles estan asociados a cancer y
problemas cardiovasculares (Wood et al., 2003). El acido miristico (C14:0) y acido
palmitico (C16:0) estan asociados a efectos hipercolesterolémicos mientras que el
acido estearico (C18:0) no tiene efecto en el nivel de colesterol. La Organizacion
Mundial de la Salud en el afio 2003 (WHO, por sus siglas en inglés, World Health
Organization) recomendd reducir el consumo de los AGS e incrementar los acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) para evitar los riesgos aterogénicos, manteniendo un
balance entre los AGPI omega-6 (n-6) y los omega-3 (n-3) (n-6: n-3). En exceso, los n-

6 promueven la formacion de trombos (trombosis), mientras que los n-3 reducen el



riesgo de los mismos (Ulbritch y Southgate, 1991). Es por esto que la WHO

recomendo mantener en la dieta una relacién n-6: n-3 menor a cuatro.

En Estados Unidos, el mayor determinante de la calidad y valor de la carcasa es el
contenido y distribucion de la grasa intramuscular (GIM), marmoreo, en el musculo
Longissimus dorsi (LD). Segun Emerson et al, (2013) con un grado de marmoreo
moderado, el 88% de los consumidores tendrian una experiencia sensorial positiva al
consumir dicha carne. Tradicionalmente en Argentina, los sistemas de produccion de
bovinos para carne han sido un importante instrumento para la economia del pais. El
consumo de carne por capita es el mas alto del mundo y la carne es reconocida
mundialmente por su calidad. Sin embargo, existen pocos trabajos cientificos sobre la
calidad de la misma de manera objetiva (Schor et al., 2008). En Argentina actualmente
no se paga en base al nivel de marmoreo u otro parametro que indique calidad de la
carne. Se desconoce la preferencia del consumidor argentino por carne proveniente de
sistemas confinados o sistemas pastoriles. Segun el IPCVA (2008), el contenido de
GIM es importante para la calidad de la carne a la hora de la compra del producto. El

esclarecimiento de esto permitiria otorgarle valor agregado a la carne argentina.

Segun Platter et al. (2005) un minimo contenido de GIM seria necesario para
garantizar la palatabilidad de la carne que demandan los consumidores
norteamericanos. A su vez, para Savell y Crouse (1988) ese minimo de GIM es 3-4%.
Segun Schor et al. (2008), en Argentina excepcionalmente se encuentran valores del 5
% de GIM. En sistemas pastoriles argentinos, el unico trabajo que supera con poco
margen un 3 % es el realizado por Pordomingo et al. (2011). Por el contrario, Rosso
et al. (1998) encontraron un contenido de 2,3%, Latimori et al. (2008) de 2,8 %, Schor
et al. (2008) de 2,8% y Lucero Borja et al. (2014) tampoco llegaron al 3 %. En tanto
que con sistemas de terminacién a corral y dietas concentradas Rosso et al. (1998)
encontraron un contenido de GIM de 3,2% y Latimori et al. (2008) de 4,12%. Esto
estaria indicando que en los sistemas de produccion argentinos de bovinos para
carne, se esta cerca del minimo necesario para garantizar un nivel de palatabilidad
adecuado. Asumiendo una distribucion normal del contenido de grasa, los valores
cercanos a 3 indicarian que aproximadamente el 50 % de los animales no alcanzarian

dicho umbral para garantizar la palatabilidad.

Se sabe que a mayor concentracion energética de la dieta consumida por el animal,
menor sera el tiempo de engorde requerido para alcanzar el 3% de GIM. Asi, para

obtener un similar nivel de marmoreo, los sistemas pastoriles requieren un mayor



periodo de engorde que aquellos sistemas que incorporan concentrados energéticos
en la dieta. Un mayor periodo de engorde podria afectar negativamente la
competitividad del sistema segun la oferta del mercado y la mayor edad a la faena del
animal podria también influir negativamente sobre la terneza de la carne. Al igual que
el marmoreo, la grasa subcutanea (GS) sera mayor con dietas de alta densidad
energética respecto a dietas de baja densidad energética (Sainz et al., 1995). Si bien
un espesor de grasa dorsal (EGD), minimo de 6 mm, seria necesario para garantizar
la caida de pH y temperatura del musculo pos-mortem y con ello maximizar la terneza
de la carne, un exceso de GS no tiene sentido ya que es considerada como

desperdicio de la media res.

Si bien la inclusion de dietas concentradas al finalizar el periodo de engorde permite
alcanzar un mejor contenido de GIM y garantiza el EGD, en paralelo altera la
composicion de AG de la carne y con ello el sabor. A su vez, el perfil de AG que se
obtiene es menos saludable, que el de los animales terminados a pastura (Daley et al.,
2010). Esto se deberia a su menor proporcion de AGPI n-3, de CLA cis-9, trans-11, de
acido trans-11 vaccénico (TVA), y a su mayor proporcion de acido palmitico (Descalzo
et al., 2005). Las dietas concentradas presentan alto contenido de AGPI n-6 (Warren
et al., 2007), en tanto que los forrajes verdes poseen altas proporciones de AGPI n-3
(Scollan et al., 2001). Es por esto, que el consumo de una dieta a base de
concentrados o en base pastoril incrementa la proporcién de los AG de la serie n-6 o
n-3 en la carne, respectivamente. El término CLA es utilizado para englobar un
conjunto de isémeros del acido linoleico. Dannenberger et al. (2004), reportaron 10
isbmeros en la carne, de los cuales el cis-9 trans-11 es el mayoritario. Este isémero
tendria propiedades anti-carcinogénicas (De la Torre et al., 2006) y por ello se busca
incrementarlo en los alimentos, especialmente en aquellos provenientes de rumiantes,
por ser estos la Unica fuente natural en la dieta de humanos. Se sabe que entre el 80 y
90 por ciento del CLA presente en la carne se forma en los tejidos por accion de la
enzima A-9 Estearoil coA desaturasa (SCD) sobre el TVA absorbido a nivel intestinal.
La SCD es la encargada de desaturar AG en la posicién 9, por lo tanto, es responsable
también de la conversién de los AGS a los acidos grasos mono-insaturados (AGMI). El
TVA se forma como producto intermedio de la biohidrogenacion ruminal del acido
linoleico y linolénico (Jenkins et al., 2008). Si bien, la actividad de esta enzima es
mayor en animales terminados con dietas concentradas, la produccion de CLA se
veria limitada por una baja produccién de TVA en el rumen. Por el contrario, existe una

alta produccion de TVA en el rumen de animales en pastoreo que favorece la



produccién enddégena de CLA cis-9, trans-11, pero, con este tipo de dietas (pastoriles),
la conversion de TVA a CLA se ve limitada por una baja actividad de la enzima
(Duckett et al., 2009).

Para alcanzar adecuados niveles de marmoreo y GIM sin afectar negativamente las
caracteristicas de calidad de la carne pastoril (perfil de AG) es necesario desarrollar
otras estrategias de alimentacién, mas alla del uso de concentrados en la etapa final
del engorde. Esta ultima estrategia implica también un incremento importante en los
costos de produccion por el mayor precio de los granos de cereales, ademas de un
aumento no deseado de otros depdsitos grasos del animal (subcutanea, visceral e
intermuscular). Smith et al., (2000) reportaron que en los Estados Unidos en el intento
por mejorar la calidad, incrementando el marmoreo de la carne en los sistemas de

engorde a corral anualmente se generan 2 billones de kilogramos de grasa en exceso.
1.2 En busca de otras estrategias.
1.2.1 Adipogénesis

La deposicion de GIM (marmoreo) es un caracter de moderada a alta heredabilidad
(h* = 0,3 a 0,57; Utrera y Van Vleck, 2004), lo que permitié grandes avances en la
mejora del marmoreo a través de la seleccion genética. La variacion restante (la mitad
0 mas de la variacion total) se debe al entorno ambiental, incluyendo el manejo del
animal. Estudios recientes han demostrado que la deposicion de GIM puede ser
influenciada en etapas tempranas del crecimiento del animal; los estudios de la
interaccion entre la nutricién y la edad del animal son cada vez mas importantes
(Robinson et al., 2001; McKiernan et al., 2009).

Las células del tejido adiposo (adipocitos) y del musculo (miocitos) se originan
durante el desarrollo embrionario a partir de una célula progenitora comun. La
promocién de una u otra linea celular temprana, potencia la formacién de tejido graso
o el crecimiento muscular. Esta promocion es influenciada por factores genéticos y por
factores del entorno tales como los nutricionales. La formacion de los cuatro depdsitos
grasos del animal (intramuscular, visceral, intermuscular y subcutdneo) no es
totalmente independiente unos de otros (Robelin, 1986). Estos tejidos se forman de
manera secuencial, lo que permitiria generar estrategias nutricionales para
incrementar la GIM en un momento dado. La formacion inicial de adipocitos en la GS
ocurre en la etapa fetal tardia hasta la etapa temprana del destete (Hood y Allen,

1973), alrededor de los 180 d segun Du et al., 2013. En tanto que se estima que la



formacion de los adipocitos del tejido graso intramuscular se produce durante la ultima
parte de gestacion hasta la etapa neonatal, alrededor de los 250 dias de edad del
ternero (Du et al., 2013). El desarrollo del tejido adiposo comienza por una hiperplasia,
aumento en el numero de adipocitos, y finaliza con una hipertréfia, aumento en el
diametro de los mismos, pasando por un periodo combinado de hiperplasia e
hipertréfia en el medio del desarrollo (Robelin, 1986). Mas especificamente, la
adipogénesis es el término utilizado para describir el proceso que engloba la
proliferacion, diferenciacion y conversién de células inmaduras a células maduras
capaces de llenarse, sintetizando lipidos, formando el tejido adiposo (Hausman et al.,
2001). La proliferacion es una expansién clonal de células inmaduras y la
diferenciacion es el producto de cambios en estas células que resulta en la aparicién
de marcadores moleculares de lipogénesis (e.g. estearoil CoA desaturasa) que les
permiten asimilar/sintetizar lipidos. Durante la diferenciacién intervienen con un rol
critico el factor de transcripcion PPAR Y (receptor activado de proliferacion de los
peroxisomas Y, por su sigla en inglés peroxisome proliferator-activated receptor Y) y
C/EBPs (CCAATT/) (proteina de union al promotor, por su sigla en inglés enhancer—
binding protein CCAATT). C/EBP (/5 se expresa en un estadio muy temprano de la
adipogénesis y desencadena la expresion de PPAR (Fajas et al., 2001. SREBP1
(proteina de unién al elemento regulador del esterol, por su sigla en inglés sterol
regulatory binding protein-1) es un factor de transcripcién que actua en la regulacion

del proceso.

1.2.2 Lipogénesis

Es importante estudiar la lipogénesis asociada con los depdsitos grasos de interés
antes de revisar las estrategias nutricionales para incrementar el contenido de GIM sin
incrementar en mayor medida la GS. La sintesis de lipidos requiere de AG y glicerol 3-
fosfato para formar triglicéridos. En los rumiantes, los AG no esenciales provienen de
acidos grasos volatiles (AGV, i.e. acetato, propionato y butirato), los cuales son
generados en el rumen por los micoorganismos alli presentes, mientras que el glicerol
3-fosfato se forma mediante el precursor propionato y glucosa (Bernardi et al., 2004).
Una diferencia encontrada por Smith y Crouse (1984) entre la GS e intramuscular, es
el precursor lipogénico. Los adipocitos intramusculares usan glucosa como principal
sustrato para la sintesis de novo de AG, la cual es generada a partir del propionato,

mientras que la grasa subcutaneo usa acetato. La proporcion de los AGV que se



generan durante el proceso de digestion ruminal dependera de la composiciéon de la
dieta del animal. Asi, si el componente base es grano de cereal (e.g. maiz, cebada,
trigo,) la proporcion de propionato sera el doble respecto a la que se obtiene con una
dieta pastoril (Tabla 1), favoreciendo la lipogénesis del tejido graso intramuscular. A su
vez, la relacibn de AGV es importante en el marmoreo ya que el aumento de
propionato conduce a una mayor concentracion de insulina, lo que resulta en el
aumento de la absorcién de nutrientes por parte de las células desde el torrente
sanguineo. En Ultima instancia, una mayor absorcion de nutrientes, provocara un
incremento de la sintesis de AG y proteinas (Fluharty et al., 2000). El incremento de la
sintesis de AG se evidencia con el incremento de la actividad, expresion génica o
ambos procesos de las enzimas claves de esta via metabdlica. Smith y Crouse (1984)
observaron que el mayor EGD en animales alimentados con granos, respecto a
aquellos alimentados con forrajes, estaba asociado al incremento en su actividad
enzimatica lipogénica. La digestion ruminal del almidon resulta en una gran produccion
de propionato y una menor produccion de acetato proporcionando al animal una gran
fuente de glucosa comparado con la digestion de fibra (Church, 1988). La deposicién
del marmoreo es un “evento de toda la vida”, en la cual existen puntos criticos donde
se puede modificar a través de la nutricion (The Cattle Site, 2014). Una dieta basada
en alto contenido de almiddn genera potencialmente glucosa, ya sea a través de la
gluconeogénesis a partir del propionato o a través de la absorcion directa de glucosa
en el intestino delgado (Rowe et al., 1999). Si lo combinamos con la “ventana de
marmoreo” que reportaron Du et al. (2013) en su revisién bibliografica, una dieta con
alta proporciéon de almidon al inicio de recria potenciaria la deposiciéon de la GIM. El
almidon proporcionaria una alta cantidad de glucosa, que es el precursor lipogénico
del tejido adiposo intramuscular, lo que potenciaria la diferenciacion de adipocitos,
etapa en la cual se comienzan a expresar las enzimas de la via lipogénica. A su vez, el
estimulo que produciria sobre la expresion génica de la SCD, incrementaria la

proporcion de CLA en la carne.

Tabla 1.Porcentajes tipicos de produccion de acidos grasos volatiles (VGA) segun la dieta sea en

base a grano o pastura.

VGA
Tipo de dieta Acetato Propionato Butirato
Pastura 65-70% 15-25% 5-10%

Grano 50-60% 35-45% 5-10%




1.3 Estudios realizados

Myers et al. (1999c) compararon durante dos afos, dos dietas (alto concentrado
vs pastura) utilizadas a partir de los 117 d de edad, de terneros destetados
tempranamente. Si bien no observaron diferencias en marmoreo cuando esos
terneros fueron faenados, la cantidad de carcasas “Choice” tendié a ser mayor en
los animales que habian recibido dietas concentradas.

Schoonmarker et al. (2003) suministraron cuatro dietas con niveles decrecientes
de energia en las mismas (componente principal grano de maiz) a terneros
destetados a los 119 d y observaron que tanto la GIM como la GS se depositaron
mas rapidamente en los animales alimentados con altos niveles de concentrado
respecto a los alimentados con forrajes ad libitum. Por lo tanto, si los animales se
faenan a un espesor de grasa constante, los animales que consumieron mayor
energia depositaran la grasa mas tempranamente, teniendo menos posibilidad de
depositar GIM. Esto se deberia a que no le da tiempo para desarrollar el tejido graso
intramuscular, el cual se manifiesta mas tardiamente que la GS. En un estudio
similar de Schoonmarker et al. (2004) donde compararon tres dietas crecientes en el
nivel de energia suministradas por 145 d a terneros destetados a los 90 d de edad,
no encontraron diferencias significativas en el score de marmoreo a la faena pero si
al final de la suministracion de los tratamientos (145 d).

Evidencias de estudios con animales de raza Hanwoo, quienes tienen una alta
capacidad de depositar GIM, sugieren que el consumo de suplementos energéticos
desde el destete hasta un periodo intermedio de engorde de animales en pastoreo,
potencia el contenido de GIM y este efecto, perdura hasta la etapa de terminacién
(Hong et al., 2008). Wang et al. (2005) compararon la expresion génica en m.
longissimus dorsi de animales de raza Wagyu y Holstein a los 11 meses de edad,
encontrando un incremento en los primeros de los genes claves de la adipogénesis
y lipogénesis. La expresion de estos genes en terneros recién nacidos de la cruza
Wagyu x Hereford se compard con los terneros recién nacidos de la cruza
Piedmontese x Hereford, algunos genes asociados con la adipogénesis se
encontraron significativamente elevados (Lehnert et al., 2007). Esto sugirié que el
inicio del marmoreo ocurre entre el nacimiento y la fase temprana post-destete

independientemente de la raza.



Graugnard et al. (2009) concluyeron que dietas con alto contenido de almidén en
terneros recién destetados produjeron una alteracibn en los genes de la
diferenciacion de adipogénesis y del metabolismo energético. En el estudio
siguiente, Graugnard et al. (2010) observaron que la exposicion a dichas dietas
durante la fase temprana de crecimiento indujo la precoz diferenciacién de pre-
adipocitos, lo que permitiria una acumulacion anticipada de GIM. Estos trabajos
denominan “Huella metabdlica” (metabolic imprinting) a las alteraciones en el
metabolismo energético que causan una dieta con alto contenido de almidén en el
periodo post-destete, ya que perdurarian en el tiempo. Asimismo en un estudio
anterior, Yamada y Nakanishi (2012) observaron al momento de la faena un mayor
contenido de GIM, un incremento en la expresién del gen de un factor de
transcripcion involucrado en la diferenciacion de adipocitos (PPAR-Y) y similar
tamafio de adipocitos en animales Wagyu alimentados con altos niveles de
concentrado en la dieta a partir de los 10 meses de edad respecto de aquellos
alimentados con mayor proporcién de pasturas. Esto sugirié que el aumento de GIM
por alimentacién con dietas ricas en almidon en etapas tempranas del crecimiento
se deberia a un aumento en el numero de adipocitos (hiperplasia) y no del tamafio.
En contraposicién, Pordomingo et al. (2012) no encontraron diferencias en el
contenido de GIM, pero si en el perfil de AG al alimentar con hasta un maximo de
60% de concentrado en la dieta durante la recria, previo a la terminaciéon con
pastura por 132 d.

La deposicién de marmoreo se puede manipular a través de la alimentacion con
dietas altas en energia post-destete; pero los resultados que se conocen a la
actualidad no son concluyentes. Las evidencias sugieren que seria posible estimular
tempranamente la deposicion de GIM a través de la alimentacién con altos niveles
de almiddn y las diferencias se mantendrian hasta la faena. De esta forma, si se
utilizan dietas concentradas al inicio de periodo de engorde, en lugar de al finalizar
el mismo, se podrian obtener adecuados niveles de GIM, con una mejor
composicion de AG (baja relaciéon AGPI n-6: n-3 y alta proporcion de CLA) y a su

vez se beneficiaria la economia del sistema al usar menor cantidad de grano.
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2. HIPOTESIS

2.1. La utilizacién de dietas ricas en almidén (grano de maiz) al inicio de la recria y

fibrosas (pastura) en terminacion permite obtener:

a. Similar nivel de marmoreo y grasa intramuscular

b. Menor nivel de grasa subcutanea

¢. Menor relacion n-6: n-3 tanto en el m. Longissimus dorsi como en la grasa
subcutanea y

d. Mayor proporcion de CLA cis9, trans-11 tanto en el m. Longissimus dorsi como

en la grasa subcutanea

que con una estrategia de alimentaciéon opuesta (fibrosa en inicio de recria y

almidonosa en terminacioén).

2.2 El incremento del tejido adiposo subcutaneo por la utilizacion de dietas

almidonosas se genera por una mayor:
a. hiperplasia si se la ofrece al inicio de recria,
b. hipertrofia si se la ofrece en terminacion.

2.3. La utilizacién de dietas almidonosas solo en recria incrementa la expresion de
la SCD respecto a la no utilizaciéon de dietas almidonosas, pero éste incremento es

mayor cuando la dieta almidonosa se ofrece en terminacion o en ambos periodos.
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3. OBJETIVO

Determinar el efecto de la alimentacion con altas proporciones de almidén en la
dieta al inicio de recria o en terminacion, sobre el contenido y composicion de la grasa

intramuscular y subcutanea a la faena.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Experimento a campo

El ensayo se llevd a cabo en la Reserva N°7; INTA-EEA Balcarce (provincia de
Buenos Aires). Cuarenta terneros Aberdeen Angus, (7 meses de edad promedio; 214
+ 14 Kg peso vivo promedio) fueron asignados al azar a cuatro estrategias de
alimentacion, definidas por las dietas ofrecidas al inicio de la recria (IR) y en
terminacién (TER). Al inicio de la recria durante 74 d los animales recibieron pastura
(Raigras anual; P) o una a base de grano de maiz (67% base seca; C; Tabla 2). En
tanto que cuando el peso vivo medio de los 40 novillos alcanzé los 300 kg comenzo el
periodo de terminacion que se extendié hasta la faena de los animales, en el cual
recibieron pastura (festuca y tréboles; P) o una a base de grano de maiz (70%, C;
Tabla 2). Durante 98 d, periodo entre IR y TER los animales pastorearon en conjunto
festuca, trébol y alfalfa consociada. De esta forma, las cuatro estrategias de

alimentacion definidas fueron (figura 1):

e Concentrado al IR y concentrado en TER (CC).
e Concentrando al IRy pastura en TER (CP).

e Pastura al IR y concentrado en TER (PC).

e Pastura al IRy pastura en TER (PP).

L 2 2 11 2 ]
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Figura 1. Manejo de animales en el campo experimental desde el inicio de ensayo (d0) hasta la faena
(faena de CC a los 235d, de PC a los 242, de CP a los 335 y de PP a los 404 d del inicio de ensayo).
CC, concentrado en IR y concentrado en TER; CP, concentrado en IR y pastura en TER; PC, pastura

en IR y concentrado en TER; PP, pastura en IR y pastura en TER.




Tabla 2. Composicién porcentual de la dieta (base materia seca) ofrecida al inicio de la recria

y en terminacion.
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Componentes de la dieta, % Dieta al inicio de recria (IR) Dieta en terminacion (TER)

materia seca

Ensilaje de maiz 28,4 21,8
Grano de maiz 54,3 62,2
Harina de Girasol 13,8 13,1
Suplemento mineral 2,9 2,1
Urea 0,6 0,8

4.2. Toma de muestras y acondicionamiento de las mismas

Dado que los novillos sometidos a las distintas estrategias de alimentacion
alcanzaron el peso de faena, 450 Kg, en distinto momento, cada grupo experimental
se faend en distinta fecha. Las faenas se realizaron en el frigorifico de la ciudad de
Dolores, provincia de Buenos Aires, a 210 Km del campo Experimental. Los
animales se encerraron con acceso a agua fresca y sombra pero no a comida a las
14:00 h del dia anterior, para ser trasladados al frigorifico donde permanecieron un
noche en los corrales de espera con acceso a agua fresca para ser faenados al dia
siguiente.

En el frigorifico, cuarenta y cinco minutos después del sacrificio se tomo6 una
muestra de GS de cada media res izquierda en la zona de pesada de res, y se la
conservo inmediatamente en nitrogeno liquido para su transporte y almacenamiento
a -80 °C en el laboratorio de Calidad de Carne de INTA- EEA Balcarce.

Veinticuatro horas pos-mortem, en las camaras de enfriado del frigorifico, se
trabajo sobre el musculo longissimus dorsi (LD) de las medias reses izquierdas. Se
realizd un corte entre la 122-132 costilla, en donde se determind el grado de
marmoreo (USDA ;2006) y el EGD a una distancia de dos tercios de la longitud total
del bife desde la vértebra (calibre marca Starret). Se realizé un corte entre la 5% y 62
costilla y otro paralelo al eje longitudinal del musculo sobre el extremo lateral del
musculo longissimus dorsi obteniendo el bloque del musculo de cada media res que
fue transportado refrigerado al laboratorio de Calidad de Carne del INTA-EEA
Balcarce.

Una vez en el laboratorio, se deshuesaron los bloques, se retird todo el tejido

conectivo y la grasa externa. De cada bloque se tomaron dos muestras de GS, una



se colocé dentro de un casete al cual se lo sumergié en formol al 10% para realizar
los cortes histologicos en el laboratorio de Histopatologia Animal de INTA-EEA
Balcarce. La otra muestra, se envaso al vacio y se colocé a -24 °C hasta su analisis
de AG. Del musculo longissimus dorsi de cada bloque comenzando desde la 122
costilla se corté un primer bife del cual se diseccion6 la GIM que se envaso al vacio
y guardé a -20 °C para posterior analisis de niumero y tamano de adipocitos. El
siguiente bife se corté con un espesor de 2,5 cm, se picod en una picadora de carne
(ATMA), se envaso al vacio y se conservd a -24 °C hasta su posterior analisis

proximal y de perfil de AG.

4.3 Metodologia de laboratorio

4.3.1. Analisis proximal del musculo: Materia seca (MS) y Extracto etéreo (EE)

La MS se realizé por duplicado, por diferencia de peso luego del secado en
estufa por 48 h a 60 °C. El EE se realizd por diferencia de peso con un extractor
Ankon XT 10, Ankon, Macedon NY, USA.

4.3.2. Perfil de AG:

Las muestras congeladas tanto de GS como de carne fueron liofilizadas
(FreeZone, Labconco, Missouri, USA), luego fueron pulverizadas y transmetiladas
en duplicado segun el método de Park y Goins (1994) basado en una catalisis
basica seguido de una catalisis acida. El analisis cuantitativo de los AG se realizé
por cromatografia gaseosa (cromatografo gaseoso Clarus 500, Perkin Elmer)
usando metil tricosanoato (C23:0; Supelco) como estandar interno a dos Split (1:10
y 1:100) para lograr por un lado, la adecuada separacion de los AG presentes en
altas concentraciones, y por otro la deteccion de aquellos presentes en bajas
concentraciones, particularmente los CLA. Para la identificacién de los AG de
interés se utilizaron los siguientes estandares: PUFA N°3, Supelco; FAME MIX
C14-C22, Supelco; FAME MIX C20:1-20:5, Matreya; CLA trans-9 trans-11, Matreya;
CLA cis-9 cis-11, Matreya; CLA cis-9 trans-11, Matreya; CLA trans-10 cis-12
Matreya y mezcla de isbmeros CLA Sigma.

Los acidos grasos saturados totales (AGS), monoinsaturados totales (AGMI) y los
poliinsaturados totales (AGPI), acidos grasos de cadena larga (AGCL) y sus
relaciones se calcularon en base a las siguientes ecuaciones:

AGS =C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0
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AGMI = C14:1 c¢is-9 + C16:1 cis-9 + C18:1 cis-9 + C18:1 cis-11

AGPI = C18:2 n-6 + C18:3 n-3 + C18:4 n-3 + C20:4 n-6 + C20:4 n-3 + C20:5 n-3 +
C22:5 n-3 + C22:6 n-3

AGPI n-6 = C18:2 + C20:4

AGPI n-3=C18:3 + C18:4 + C20:4 + C20:5 + C22:5 + C22:6

n-6 : n-3=(C18:2 + C20:4) / (C18:3 + C18:4 + C20:4 + C20:5 + C22:5 + C22:6)
AGCL: AGPI = (C20:4 n-6 + C20:4 n-3 + C20:5 n-3 + C22:5 n-3 + C22:6 n-3) / AGPI

4.3.3. Diametro de adipocitos:

Con las muestras de GS conservadas en formol al 10% se realizd un bloque de
parafina para luego realizar un corte histolégico de 10 ym de espesor (micrétomo
Leica RM2125RT) y se tind con hematoxilina y eosina, para luego tomar fotos
(Camara digital Cannon) de los cortes histolégicos con microscopio (Olympus CX31)
utilizando un aumento de 40x para medir diametro de adipocitos. EI mismo se midié
sobre 200 adipocitos por muestra con el software Image J (plataforma cientifica
abierta para analisis de imagenes) calibrado con un portaobjeto con escala
graduada. Se utilizé una solucién de esferas de latex de 40 ym Beckman como
control.

El didametro de la GIM no se logré analizar por problemas de equipamiento.

4.3.4. Expresién génica de SCD, PPAR-Y y SREBP-1 de la grasa subcutanea:

La extraccion de ARN vy su retro transcripcion para obtener cDNA se realizd por
duplicado segun el protocolo de extraccion de ARN para muestras de alto contenido
graso (Duckett., comunicacion personal, 2015). Las muestras de GS recolectadas a
los 45 minutos pos-mortem se homogenizaron (Homogenizer CAT X120) con una
solucién de trizol (TRI®REAGENT; Sigma Life Science) en proporcién 1:5 y se
conservaron a -80 °C. Luego el ARN se purific6 con columnas PureYield RNA
Miniprep system binding column (Promega) y se cuantificé a través de analisis nano
fotométrico (Epoch microplate; Bio Teck) corroborando la calidad del mismo
(relacion de absorbancia 260:280 >1,9).

Luego se sintetiz6 el cDNA en una PCR (Thermal cycle Px2) segun el protocolo
de la enzima transcriptasa reversa Superscript (Invitrogen), usando RNAsa Out
(Invitrogen) y RNAsa H (Invitrogen). EI cDNA se conservo a -80 °C hasta su traslado
al laboratorio de Dra. Duckett de la Universidad de Clemson, CS, EEUU, donde se

realizd PCR en tiempo real con el fin de obtener expresién génica del gen de la
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enzima Delta-9 (SCD), (SREBP1) y vy (PPAR-Y) con Gliceraldehido 3- Fosfato
Deshidrogenasa (GADPH) como control interno (gen housekeeping). Previamente a
la realizacion de la PCR en tiempo real, se seleccionaron cinco muestras de los
tratamientos CC, CP y PC y cuatro para el tratamiento PP por PCR punto final ya
que durante el viaje a la Universidad de Clemson, EEUU, el contenido de algunos
eppendorf se evapord. Para la PCR en tiempo real, se usaron primers disefiados a

través del programa Primer3 ( http://primer3,sourceforge,net/; Duckett et al., 2009;

Tabla 4). Las PCR en tiempo real se realizaron utilizando el protocolo Dr. Scott
(laboratorio de Reproduccién Animal de la Universidad de Clemson) utilizando un

Eppendorf Mastercycler y el Syber Green de Quanta Bioscience.

Tabla 3. Secuencias utilizadas para realizar expresion génica

Nombre del gen Secuencia Forward Secuencia Revers
(5> 3)
GADPH GGGTCATCATCTCTGCACCT GGTCATAAGTCCCTCCACGA
SCD TTATTCCGTTATGCCCTTGG GGTAGTTGTGGAAGCCCTCA
PPAR-Y AGGATGGGGTCCTCATATCC GCGTTGAACTTCACAGCAAA
SREBP-1 CTGGAGAAGCTGGACTGAGG GCTTTCCCAAGACTCAGCAC

GADPH, Gliceraldehido 3- Fosfato Deshidrogenasa; SCD, Delta-9 Estearoil CoA Desaturasa; PPAR-Y,
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y; SREBP1, Sterol Regulatory Element Binding Transcription
Factor 1

4.3.5. Andlisis estadistico
El analisis se realizé6 bajo un disefio completamente aleatorizado con arreglo
factorial 2 x 2 donde los factores fueron la dieta al IR con sus niveles pastura (P) y
concentrado (C) y la dieta en TER con sus dos niveles pastura (P) y concentrado
(C). Se utilizé al animal como unidad experimental. En el tratamiento PP se cuenta
con nueve unidades experimentales por causas externas al ensayo.

El modelo experimental utilizado fue,

Yik = Hij+ A+ B+ A'B; + e

i=1,2 (niveles del factor dieta al inicio de recria)
j=1,2 (niveles del factor dieta en terminacion)
k=1,2,3,4,5,6,7,8,9,(10) ( repeticiones de cada tratamiento)

Donde,


http://primer3.sourceforge.net/

M = media general

A= Efecto de la dieta al inicio de recria sobre la variable en estudio

B= Efecto de la dieta en terminacién sobre la variable en estudio

A*B= Efecto de la interaccion formada entre los factores dieta al inicio de recria
y dieta en terminacion sobre la variable en estudio.

e= Error aleatorio experimental.

Todos los datos se analizaron con el programa MIXED de SAS 1999 (SAS Inst,
Inc, Cary, NC). Las medias de minimos cuadrados fueron comparadas usando el
test de Tukey cuando la interaccion fue significativa (P < 0,05). Valores de
significancia de P < 0.10 fueron discutidos como tendencia. Ademas del analisis de
ANOVA, se evaluaron los siguientes contrastes pre-planeados (a = 0,05):

Ci.yCP=pPC
C,.yPP=%(uPC+puCP)
C;.uCC=%(uCP+pPC)

Para el analisis de la expresion génica de la SCD se normalizé el valor CT (ciclo
umbral, por su sigla en inglés Threshold cycle) de cada muestra (ACT=CTscp -
CTearpn) Y estos fueron analizados mediante un analisis de varianza bajo un disefo
completamente aleatorizado con arreglo factorial como se describié anteriormente.
Los cambios en la expresion génica para los tratamientos CC, PC y PP respecto a

2—AACT

CP fueron calculados usando el método segun Livak y Schmittgen. (2001).

17
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la res. Nivel de engrasamiento

La ganancia de peso diaria (tabla 4; P < 0,01) como el peso vivo final desbastado
(tabla 4; P < 0,01) fueron mayores en los animales terminados con dieta con
concentrado respecto a animales terminados en base a pasto.

Tabla 4. Parametros productivos de novillos alimentados con dietas concentradas (C) o pastura
(P) al inicio de la recria (IR) o en terminacién (TER).

IR C P DE’ P-VALOR?
TER C p C p IR, TER _ IRXTER
" 10 10 10 9
Periodo de ensayo, d 235 335 242 404
Ganancia de peso 1,07 0,65 1,03 062 01 041 <0,01 084
diaria, Kg d
Peso vivo final 472 437 471 442 303 084 <001 0,72
desbastado”, Kg

3 o
RG", % 56,4 555 564 556 3,6 0,82 <005 0,66

! DE, desviacién estandar

’Los datos se analizaron a través de PROC MIXED de SAS

*RG: rendimiento al gancho

* Pesada en el campo experimental luego de 12 horas de desbaste.

Para alcanzar el peso vivo de faena preestablecido (450 kg) se necesitaron 235 d
en CC, 242 d en PC, 335 d en CP y 404 d en PP (Tabla 4). Tanto el peso vivo final
desbastado medido en el campo experimental (Tabla 4; P < 0,01), como el peso de
la media res caliente (Tabla 5 P < 0,01) y el area de ojo de bife (Tabla 5; P < 0,01)
fueron mayores, en los animales terminados con concentrados (471 + 6,8 kg; 256 +
4,1kg y 66 £ 2,41 cm2, respectivamente) que en los terminados con pastura (440 +
7,0 kg, 244 £ 4,3 kg y 55 + 2,5 cm2). El rendimiento en el gancho tuvo el mismo
comportamiento (Tabla 4; P < 0,05), fue mayor en animales terminados con
concentrados respecto a los animales terminados con pastura. El EGD fue afectado
por la interaccién de los efectos principales (P = 0,05; Tabla 5). El EGD de los
animales de CC fue de (8,26 + 0,40 mm), en tanto que en ambos tratamientos de
TER con pastura (PP y CP) se obtuvo el menor EGD (3,37 = 0,34 mm); en los

animales de PC es obtuvo un valor intermedio (6,56 + 1,5 mm). Si bien no se
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observaron (P > 0,10; Tabla 5) efectos de los factores principales ni de su
interaccion sobre el contenido de GIM (3,48 £1,2), el nivel de marmoreo fue mayor
(P < 0,01; Tabla 5) cuando al IR o en TER se ofrecié concentrado y no pastura. El
nivel de marméreo incrementdé cuando se le brindd concentrado en alguno de los
dos periodos (C2; P < 0,05) e incrementd aun mas cuando se le brindé concentrado
en ambos periodos (C3; P < 0,05). A su vez, a diferencia de lo observado para el
EGD, el contenido de GIM y el nivel de marmoreo de PC y CP fueron similares (C1;
P > 0,10). La relacion entre nivel de marmoreo y el EGD (marmoreo/EGD) no fue
afectada (P > 0,10; Tabla 5) por las dietas utilizadas al IR, pero fue menor (P < 0,01)
cuando en TER se utilizé concentrados y no pastura. En concordancia con el EGD,

la relacién nivel de marmoreo/EGD fue menor en PC que en CP (C1; P < 0,05).

Tabla 5. Caracteristicas de las reses de novillos alimentados con dietas concentradas (C) o pastura
(P) al inicio de la recria (IR) o en terminacién (TER)

Dieta al inicio de recria (IR) C P DE P-valor

Dieta en terminacion (TER) C P C P IR TER  IRXTER
N 10 10 10 9

AOB?, cm* ¥ 65,42 5505 67,71 56,43 10,8 0,6 <0,01 0,9
P res caliente, Kg <! 266 243 265 245 18,5 091 <001 0,80
GIM® g lipidos/100 g de tejido 4,13 3,23 3,14 3,43 1,33 036 048 0,17
fresco

Nivel de marmoreo®“*“ 560 425 450 361 44,4  <0,01 <001 0,12
EGD’, mm 8,26° 3,41° 6,56" 3,32° 1,25 0,03 <0,01 0,05
marmoreo /EGD < 70 134 72 118 30,3 0,42 <0,01 0,39

! DE, desvio estandar (raiz cuadrada del cuadrado medio del error). 2AOB, area de ojo de bife. 3GIM, Grasa
intramuscular. *Nivel de marmoreo seglin USDA, Slight = 300; Small = 400; Modest = 500; Moderate = 600. 5EGD,
espesor de grasa dorsal.

€1 3 Efecto de contraste significativo (P < 0,05).C1. w CP = u PC. C2. w PP =% ( u PC + u CP). C3. w CC =% (1 CP + p PC).
*° Medias con superindices distintos dentro de una misma fila difieren significativamente (P < 0,05).

5.2. Composicion de la grasa intramuscular y subcutanea

La proporcion de AGS totales e individuales en el musculo Longissimus dorsi
(Tabla 6) no fue afectada (P > 0,10) por la interaccién de los efectos principales ni
por el tipo de dieta utilizada durante el IR, pero si (P < 0,10) por la dieta utilizada
durante la TER. La utilizacion de concentrados en TER tendié a incrementar la
proporcion de AGS totales (3,56 %; P = 0,07), incrementd el acido miristico (C14:0,
23,6 %, P <0,01) y la de acido palmitico (C16:0, 9,3 %, P < 0,01) respecto a la
utilizacion de pasturas durante dicho periodo, y redujo la de acido laurico (C12:0,
17,6 %, P = 0,08) y la de &cido estearico (C18:0, 6,9 %, P = 0,03). En el mismo

sentido se observd que las proporciones de C14:0 y C16:0 fueron mayores (C1; P <



0,05) y la de C18:0 menor (C1; P < 0,05) en PC que en CP; no observandose
diferencias (C1; P > 0,10) entre estos dos tratamientos en la proporcion de AGS
totales y de C12:0. El C16:0 increment6 aun mas al ofrecer concentrado en ambos
periodos (CC) respecto a brindarle concentrado en uno solo (C3; P < 0,05).

La proporcion de AGMI totales e individuales (Tabla 6) tampoco fue afectada por
la interaccion de los efectos principales (P > 0,10). El uso de concentrado durante el
IR tendié (P < 0,10) a incrementar las proporciones de los AGMI totales y las de los
acidos individuales (C18:1 cis-9 y C18: 1 cis-11), excepto el acido palmitoleico (C16
:1 cis-9) que no fue afectado por el tipo de dieta utilizado en dicho periodo. En tanto
que el uso de concentrado durante la TER respecto al uso de pastura (P < 0,01) y el
tratamiento PC respecto a CP (C1; P < 0,05), incrementaron la proporcion de AGMI
totales y la de todos los AGMI individuales. Al mismo tiempo, los AGMI totales e
individuales, excepto el C 16:1 cis-9, incrementaron cuando se ofrecié concentrado
en un solo periodo (C2; P < 0,05) e incrementaron aun mas cuando se les ofrecio
concentrado en ambos periodos (C3; P < 0,05).

No se observé interaccion (P > 0,10) entre los efectos principales para la
proporcion de AGPI totales e individuales (Tabla 6), excepto para la proporcion del
acido linolénico (C18:3 n-3; P = 0,04). La utilizacién de pastoreo durante la recria o
la terminacion incrementé (P < 0,01) la proporcion de C18:3 n-3. Sin embargo, el
incremento de este acido graso por la utilizacion de pastoreo en terminacion fue de
mayor magnitud cuando los animales fueron alimentados con pasturas durante la
recria. Por otra parte, la utilizacion de concentrado durante el IR redujo la proporcién
de AGPI totales (P = 0,05), las de C20:5 n-3, C22:5 n-3 y C22:6 n-3 (P < 0.01), pero
no afecté las de los restantes AGPI (P > 0,10). La utilizaciéon de concentrado en TER
redujo la proporcion de AGPI totales y la de los AG individuales respecto al uso de
pastura, excepto las de C18:2 n-6, C20:4 n-3 y C22:6 n-3 que no difirieron. Ademas
de las diferencias observadas entre PC y CP para las proporciones del C18:3 n-3,
se observo que las proporciones de C20:4 n-6 y C22:6 n-3 fueron menores (C1; P <
0,05) y mayores (C1; P < 0,05) respectivamente en PC que en CP. A su vez, el 22:6
n-3 fue menor al ofrecer concentrado en ambos periodos respecto a ofrecerlo solo
en una (C3; P < 0,05). Los acidos grasos C20:5 n-3 y C22:5 n-3 disminuyeron
cuando se le ofrecié concentrado en ambos periodos respecto a cuando se utilizd
en uno solo (C3; P < 0,05) y al igual que los AGPI totales fueron menores cuando se
ofrecié concentrado en un solo periodo respecto a cuando no se consumio (C2; P <
0,05).

20
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Los AGPI n-6 y n-3 totales no fueron afectados por la interaccién de los efectos
principales (P > 0,10). La proporcion de AGPI n-6 totales no fue afectada por las
"""""" dietas utilizadas tanto al IR como en TER, pero la proporcion de AGPI n-3 totales
disminuyo (P < 0,01) al utilizar concentrados en la recria (35,6 %) o en la TER (43,6
%). A su vez, los AGPI n-3 fueron menores cuando se ofrecid concentrados en
ambos periodos (C3; P < 0,05) y menores cuando no se ofrecié concentrados (C2; P
<0,05) respecto a cuando se ofrecié solo una vez. La relacion n-6: n-3 fue afectada
por la interaccion de los efectos principales (P = 0,03). La mayor relacién se observé
al utilizar concentrado en ambos periodos (CC) y la menor al no utilizarlo en ningun
periodo (PP). En tanto que utilizar el concentrado sélo en IR o sélo en TER (CP y
PC) generd una relacion n-6: n-3 intermedia sin diferencias significativas (P = 0,93)
entre tratamientos.

Tanto la proporcién de acido vaccénico (C18:1 trans-11; TVA; Tabla 6) como la
del isémero cis-9, trans-11 de acido linoléico conjugado (CLA cis-9, trans-11; Tabla
6) no fueron afectadas por la interaccion de los efectos principales (P > 0,10). La
utilizacion de concentrado en el IR no afecté la proporcion de TVA pero si disminuyd
(P = 0,05) la del CLA cis-9, trans-11 respecto al uso de pastura; mientras que la
proporcion de ambos AG fue menor cuando se utiliz6 concentrado en TER. A su
vez, utilizar el concentrado en TER (PC) en vez que al inicio de la recria (CP)
también disminuyoé (C1; P < 0,05) la proporcion de ambos acidos grasos (19,7 % y
28,3 % respectivamente). A su vez el CLA cis-9, trans-11 fue menor cuando se
ofrecié concentrado en ambos periodos (C3; P < 0,01) y mayor cuando no se le
ofreci6 (C2; P < 0,01).

Tabla 6. Proporcion de acidos grasos del musculo Longissimus dorsi de novillos alimentados con
dietas concentradas (C) o pastura (P) al inicio de la recria (IR) o en terminacién (TER).

Dieta al inicio de recria (IR) C P P- valor

Dieta en terminacién (TER) C P C P DE’ IR TER IRxTER

N 10 10 10 9

mg AG/100 mg tejido fresco 3,4 2,3 2,7 2,0 1,14 0,22 0,02 0,65
AG, mgAG/100 mgAG totales

AGS? 39,8 38,1 38,8 37,8 2,31 0,41 0,07 0,17
C12:0 0,07 0,08 0,07 0,09 0,01 0,12 0,08 0,19
c14:0“ 2,3 1,86 2,25 1,82 0,39 0,79 <0,01 0,92
C16:0°¢ 23,63 21,13 22,72 2127 1,48 0,42 <0,01 0,28
c18:0“ 13,75 14,95 13,69 14,53 1,37 0,60 0,03 0,68
C15:0°"“ 0,4 0,51 0,44 0,51 0,08 0,44 <0,01 0,44

C17:0 0,99 0,94 0,94 0,88 0,11 0,16 0,13 0,86
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AGMPPHE 4494 39,19 43,30 3854 1,92 0,07 <0,01 0,42
C16:1 cis 9 3,36 2,90 3,30 303 040 0,75 <0,01 0,40
C18:1 cis-9“+*® 39,73 34,68 3822 3400 180 0,07 <0,01 0,48
C18:1 cis-11°V%4 1,74 1,46 1,66 1,32 0,19 0,08 <0,01 0,66
C18:1 trans-9“ 0,00 0,07 0,01 022 009 0,01 <0,01 0,06
C18:1 trans-11 (TVA)“ 2,40 2,90 2,33 302 066 089 <0,01 0,66
AGPI*® 4,87 6,51 5,64 7,65 1,44 0,05 <0,01 0,69
C18:2 n-6 2,35 2,50 2,49 255 068 066 0,63 0,84
C18:3 n-3 0,34° 0,86" 0,49° 1,24° 0,17 <0,01 <0,01 0,04
€20:4 n-6* 0,88 1,25 0,80 1,17 0,37 0,42 <0,01 0,92
C20:4 n-3 0,03 0,03 0,04 0,05 0,03 0,10 0,75 0,83
C20:5 n-3<© 0,18 0,37 0,41 0,71 0,18 <0,01 <0,01 0,34
C22:5 n-3<© 0,39 0,62 0,65 096 021 <0,01 <0,01 0,56
C22:6 n-3<"© 0,05 0,07 0,10 0,11 0,03 <001 0,28 0,59
CLA cis-9 trans-11“"“*% 0,41 0,60 0,43 0,70 0,09 0,05 <0,01 0,18
CLA trans-10 cis-12° 0,07 0,07 0,07 005 001 001 <0,01 0,27
CLA cis-9 cis-11 0,01 0,01 0,01 000 001 095 0,04 0,19
CLA trans-9 trans-11¢ 0,13 0,15 0,16 022 004 001 0,01 0,25
CLA/TVA® 0,18 0,21 0,21 023 006 022 0,27 0,92
n-6/n-3° 2,81°¢ 1,77°  1,78° 1,15° 0,29 <0,01 <0,01 0,03
AGPI n-6 3,23 3,75 3,29 370 1,00 099 0,16 0,86
AGPI n-3%¢ 1,15 2,10 1,85 3,22 055 <0,01 <0,01 0,25

1DE, Desvio estandar, 2 AGS, 4cidos grasos saturados, 3 AGMI, acidos grasos moniinsaturados, : AGPI, acidos graso
poliinsaturados, 3 CLA/TVA, Relacion entre CLA cis-9 trans-11 y acido vaccénico, ® n-6: n-3, Relacion entre acidos grasc

poli-insaturados.
L2 G Efecto de contraste significativo (P < 0,05).C;. p CP= u PC.C,. . PP=% ( L PC+ p CP) C5. L CC=% (i CP+ p PC).
¢ Medias con superindices distintos dentro de una misma fila difieren significativamente (P < 0,05).

5.2.1 Acidos grasos en una porcion de carne

La composicién lipidica de un bife de 114 g (Tabla 7), considerando que una
porcion de carne cocida es 85,5 g debido a que se pierde un 25 % de agua durante
la coccidn, contiene igual cantidad de CLA cis-9, trans-11 independientemente de la
dieta. Un bife proveniente de animales terminados con concentrados si bien tiene
mayor cantidad de AG totales, mayor contenido de AGPI n-6 totales e igual
contenido de TVA y CLA cis-9, frans-11 que un bife proveniente de animales
terminados en base a pastura, tiene menor cantidad de AGPI n-3 totales y mayor

cantidad de los acidos grasos hiper-colesterolémicos C14:0 y C16:0.

Tabla 7. Contenido de acidos grasos totales y de los principales AG en una porcién de carne a
servir (mg por cada 85,5 gr de carne) proveniente de novillos alimentados con dietas
concentradas (C) o pastura (P) al inicio de la recria (IR) o en la terminacion (TER).

Dieta IR C P P-valor

Dieta TER C P C P DE IR TER IRXTER

AG,mg/SS,Sg servidosz

AG totales 3818 1852 3100 2308 1154 0,74 <0,01 0,14
C14:0 87 50 72 45 33 0,35 <0,01 0,64
C16:0 902 563 709 503 310 0,21 <0,01 0,51
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C18:0 476 395 431 335 185 0,39 0,15 0,90
C18:1cis-9 1526 919 1185 789 509 0,16 <0,01 0,52
C18:1trans-11 97 83 72 70 41 0,31 0,82 0,89
CLAcis-9, trans-11 15 16 13 16 7 073 0,60 0,65
AGS’ 1526 1011 1216 885 543 0,22 0,02 0,60
AGmI* 1724 1037 1344 894 569 0,16 <0,01 0,52
AGPP 157 139 146 145 33 0,81 0,39 0,40
AGPI n-6 115 88 93 77 21 0,02 <0,01 0,43
AGPI n-3 42 51 52 68 13  <0,01  <0,01 0,44

1DE,desvio estandar, : mg AG cada 85,5 g servidos, calculados teniendo en cuenta 25% de perdida de
agua por coccion, 3AGS, acidos grasos saturados, 4AGMI, acidos grasos monoinsaturados, > AGPI, acidos

grasos poliinsaturados.

En la grasa subcutanea (Tabla 8) no se encontré efecto de interacciéon entre los
factores principales evaluados para las proporciones de AGS, AGMI y AGPI totales
e individuales (P > 0,10). De las proporciones de AGS y AGMI totales e individuales
solo se observaron efectos principales (P < 0,10) para C14:0, C16:0 y C18:1 cis-11.
La utilizacién de concentrado durante IR incrementé en un 24,05% la proporcion de
C18:1 cis-11 (P < 0,01), y su utilizacién en TER incrementé un 7,95% la proporcion
de C14:0 (P = 0,06) y la de C16:0 en un 5,9 % (P < 0,01). La proporcion de C16:0
fue mayor en PC que en CP (P = 0,04) y el C 18:1 cis-11 fue mayor cuando se le
ofrecié concentrado en un solo periodo respecto a cuando no se ofrecid (C2; P <
0,05).

El uso de concentrado durante el IR disminuyé (P < 0,05; Tabla 8) las
proporciones de C18:3 n-3, y la de C20:4 n-3 en la grasa subcutanea e incremento (
P < 0,01; Tabla 8) las proporciones de AGPI totales, C18:2 n-6; en tanto que su uso
en TER disminuy6 (P < 0,05; Tabla 8) todos los AGPI individuales, excepto la
proporcion de C 18:2 n-6 la cual fue incrementada (P < 0,01; Tabla 8) y la
proporcion de C22:6 n-3, cuya proporcion no fue afectada (P = 0,87; Tabla 8). En
tanto que el uso de concentrado solo en TER redujo (C1; P < 0,05; Tabla 8) la
proporcion de AGPI totales, C20:4 n-6, C20:4 n-3, y C22:5 n-3 respecto a su
utilizacién solo en el IR. Cuando se ofrecié concentrado solo en un periodo, el C18:2
n-6 y el C 22: 5 n-3 fueron menores, mientras que el C18:3 n-3 y el C 20:4 n-6
mayores, respecto a cuando no se les ofrecié concentrado (C2; P < 0,05). EI C18:2
n-3 fue mayory los C 22: 5 n-3, C18:3 n-3 y el C 20:4 n-6 fueron menores respecto
a cuando se les ofrecioé concentrado en ambos periodos (C3; P < 0,05).

Ni para las proporciones AGPI n-6 ni AGPI n-3 totales (Tabla 8) se observaron
efectos de interaccién entre los factores principales (P > 0,10), pero si se observo un
efecto de la dieta tanto al IR (P < 0,05) como en TER (P < 0,01). En este sentido,
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cuando se utilizé concentrado al IR la proporcién del primero incrementd un 35 % vy
la del segundo disminuyd un 11 %, mientras que cuando se utilizé concentrado en
TER AGPI n-6 totales aumentd un 24,2% y AGPI n-3 totales cayé un 28%. Solo se
encontré diferencia entre PC y CP para la proporcion de AGPI n-3 totales (C1; P =
0,01). La relacion entre los mismos (n-6: n-3; Tabla 8) fue afectada tanto por la dieta
utilizada al IR (P < 0,01) como por aquella utilizada en TER (P < 0,01). En ambos
casos la relacion n-6: n-3 aumentd con el uso de concentrados (47,0% y 63,0%
respectivamente), no observandose diferencias entre CP y PC (C1; P = 0,16). Tanto
la relacion n-6: n-3, como los AGPI n-6 totales, fueron mayores cuando se les
ofrecié concentrado en un solo periodo, respecto a cuando no se les ofrecié (C2; P
< 0,05) y a su vez fueron menores respecto a cuando se les ofrecié concentrado en
ambos periodos (C3; P < 0,05). La proporcion de AGPI n-3 fue menor cuando se
ofrecié concentrado en un solo periodo respecto a cuando no se ofrecio (C2; P <
0,05) y a su vez mayor que cuando se ofrecidé concentrado en ambos periodos (C3;
P < 0,05).

A diferencia de CLA cis-9, trans-11, el TVA (Tabla 8) no fue afectado por la
interaccion entre los factores principales (P = 0,84). Si bien el TVA fue afectado por
la dieta al IR (P < 0,01) y por la dieta en TER (P < 0,01) obteniendo menores valores
cuando se usaron concentrados, no se observaron diferencias significativas entre
CPy PC (C1; P=0,9). El CLA cis-9, trans-11 present6 una interaccién significativa
(P = 0,01), encontrando el mayor valor cuando no se utilizé concentrados, el menor
valor cuando se utilizé concentrados en ambos periodos (CC) o cuando se utilizo el
mismo en TER (PC). Un valor intermedio y similar a PC se encontré cuando el
concentrado se utilizé al IR (P = 0,74). EI TVA fue menor cuando se ofrecid
concentrado en un solo periodo respecto a cuando no se le ofrecio (C2; P <0,05) y
mayor respecto a cuando se le ofrecié en ambos periodos (C3; P < 0,05)

La relacion entre los acidos grasos CLA cis-9 frans-11 y acido vaccénico
(CLA/TVA) en el tejido adiposo subcutaneo, no fue afectada (P > 0,1) por la
interaccion entre los efectos de factores principales ni por la dieta tanto al IR como
en TER.

Tabla 8. Proporcion de acidos grasos de la grasa subcutanea de novillos alimentados con dietas
concentradas (C) o pastura (P) al inicio de la recria (IR) o en terminacion (TER).

Dieta al inicio de recria (IR) C P P-valor

Dieta en terminacién (TER) C P C P DE! IR TER IRx TER

N 10 10 10 9



AG, mgAG/100 mgAG
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AGS” 39,76 38,98 39,99 39,30 2,38 0,66 0,15 0,46
C12:0 0,08 0,08 0,08 0,09 0,02 0,78 0,63 0,38
C14:0 3,4 3,13 3,39 3,16 0,60 0,99 0,06 0,49
c16:0“ 24,07 22,91 2412 22559 1,30 0,83 <0,01 0,57
C18:0 12,17 12,86 12,41 13,46 1,83 0,51 0,13 0,8

€15:0° 0,49 0,54 0,50 0,63 0,08 0,09 <0,01 0,57
C17:0 1,06 0,97 1,00 097 0114 0,52 0,18 0,49
AGMI® 43,90 45,4 44,5 42,55 3,08 0,26 0,82 0,1

C16:1 cis-9 4,19 4,50 4,61 452 0,74 037 0,39 0,22
C18:1 cis-9 39,04 38,02 3824 3655 2,78 0,23 0,66 0,15
C18:1 cis-11% 1,67 1,58 1,43 1,19 0,23 <0,01 0,14 0,11
C18:1 trans-9 0,20 0,22 0,22 029 0,49 0,79 0,31 0,14
C18:1 trans-11 (TVA)*© 2,43 3,28 3,37 449 0,71 <001 <0,01 0,84
AGPI*“ 1,62 1,66 1,45 1,46 0,20 <0,01 0,50 0,58
C18:2 n-6© 1,03 0,89 0,81 0,56 0,12 <0,01 <0,01 0,12
C18:3 n-39© 021 0,35 0,29 0,52 0,08 <0,01 <0,01 0,10
C20:4 n-6*© 0,05 0,07 0,05 0,06 0,01 097 <0,01 0,23
€20:4 n-34© 0,01 0,02 0,01 003 0,01 001 <0,01 0,10
C20:5 n-3 0,01 0,01 0,01 001 0,00 0,71 0,16 0,68
C22:5 n-3<4<4 0,03 0,06 0,03 003 0,02 058 <0,01 0,45
C22:6 n-3 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,46 0,86 0,27
CLA cis-9 trans-11 0,66° 0,82° 0,81™ 1,34° 0,20 <0,01 <0,01 0,01
CLA trans-10 cis-12“* 0,11 0,12 0,09 0,10 0,02 <0,01 0,07 0,99
CLA trans-9 trans-11° 0,10 0,17 0,14 0,19 005 005 <0,01 0,55
CLA/TVA 029 0,26 0,25 030 0,09 0,93 0,85 0,1

n-6/n-3%* 2,00 1,38 1,52 0,78 0,31 <0,01 <0,01 0,67
AGPI n-6*¢ 1,08 0,95 0,87 0,63 0,12 <001 <0,01 0,1

AGPI n-3¢-¢*¢ 0,54 0,73 0,59 0,84 0,12 0,04 <0,01 0,39

1 DE, Desvio estandar, 2AGS, acidos grasos saturados, 3AGMI, acidos grasos moniinsaturados, 4AGPI, acidos grasos
poliinsaturados,5 CLA/TVA, Relacion entre CLA cis-9 trans-11Y &cido vaccénico . ®n-6: n-3, Relacién entre acidos grasos

poliinsaturados.
123 Efecto de contraste significativo (P < 0,05).C;. uCP=puPC C,. uPP=% (L PC+ 1uCP) C5. uCC=% (LCP+
** Medias con superindices distintos dentro de una misma fila difieren significativamente (P < 0,05).

Solo los AGS totales, los individuales C14:0, C16:0, los AGMI totales y el C18:1
cis-9 del musculo Longissimus dorsi presentaron correlaciones positivas (P < 0,01;
Tabla 9) con el % AG totales (mg AG totales / 100 mg de muestra fresca). En
sentido contrario, solo los AG del musculo Longissimus dorsi, C18:2 n-6, C18:3 n-3,
los AGPI totales, los AGPI n-6, AGPI n-3 y la relacién AGPI: AGS presentaron
correlaciones negativas (P < 0,05; Tabla 9) con % de AG totales del musculo
Longissimus dorsi.

Los AG de la grasa subcutanea C14:0, C16:0, C18:2 n-6, los AGPI n-6 y la
relaciéon n-6: n-3, presentaron correlaciones positivas (P < 0,05; Tabla 9) con el
EGD. En sentido contrario, el C18:1 trans-11, el CLA cis-9 trans-11, el C18:3 n-3, los

AGPI n-3 y la relacién C18:3 n-3: AGPI n-3 presentaron correlaciones negativas (P <

PC).
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0,01; Tabla 9) con el EGD. Los restantes AG y sus relaciones no presentaron

correlaciones significativas.

Tanto en el musculo Longissimus dorsi como en la GS (Figura 2) se encontré una

correlacion positiva y similar (r= 0,6; P < 0,01) entre el TVA y el CLA cis-9 frans-11.

A su vez, soOlo se observaron correlaciones positivas (P < 0,05; Tabla 9) entre la

proporcion de los AG del musculo Longissimus dorsi y su proporcién en la grasa
subcutanea para los AG C14:0, C16:0, C18:0, T, CLA cis-9 trans-11, C18:3 n-3,
AGPI n-3, las relaciones n-6: n-3 y C18:3 n-3: AGPI n-3.

Tabla 9. Coeficientes de correlacion de Pearson (r): entre la proporcidn de AG individuales, totales y sus
relaciones en el musculo longissimus dorsiy el % de AG totales del LD, entre la proporcién de AG
individuales, totales y sus relaciones en el musculo LD y la GS; entre la proporcién de AG individuales,
totales y sus relaciones en la GS y el EGD, de novillos alimentados con dietas concentradas (C) o pastura
(P) al inicio de la recria (IR) o en terminacién (TER).

r entre la proporcion de AG del LD (mg AG/100 mg de

r entre la proporcion de AG de

AG totales) y GS (meg ':Séllgg)r:g de AG
el contenido total de AG
en el LD (mg AG proporcion de AG en GS (mg EGD (mm)
totales/100 mg tejido  AG/100 mg de AG totales)
Acido Graso fresco)
C14:0 0,47 0,58 0,41
C16:0 047" 062" 0,63
C16:1 n-7 0,29 0,20 0,01
C18:0 0,09 0,41 -0,37"
C18:1 cis-9 044" 0,07 0,06
C18:1 trans-11 -0,06 0,48 0,58
C18:2 n-6 0,67 0,01 0,50
C18:3 n-3 0,53 0,68 0,597
CLA cis-9, trans-11 -0,17 0,67 0,40
AGS 0,50 0,29 0,20
AGMI 043" 0,01 0,07
AGPI 0,78 -0,25 0,04
AGPI n-6 0,75 -0,04 047"
AGPI n-3 0,65 0,38 0,53
AGMI:AGS 0,035 0,06 -0,05
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AGPI:AGS 0,75 -0,04 -0,15
n-6: n-3 0,24 0,79 0,60
C18:3 n-3:AGPI n-3 0,004 0,49 0,52

Nivel de significancia, P<0,1; P<0,05; P <0,01

Figura 2. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre el acido vaccénico y CLA cis-9 trans-11
del musculo LD y la GS en novillos alimentados con dietas concentradas o pastura al inicio de la
recria o en terminacion. CC: concentrados tanto al inicio de la recria como en terminacién, PC:
pasto al inicio de la recria y concentrado en terminacién, PC: concentrado al inicio de la recria y
pasto en terminacion y PP: pasto tanto al inicio de la recria como en terminacion.

5.3. Histologia de la grasa subcutanea

El diametro de los adipocitos del tejido adiposo subcutaneo (Figura 3) no fue
afectado por la interaccion de los factores principales (P > 0,10) ni por la dieta al IR
(P> 0,1). Sin embargo, al utilizar concentrados en TER aumento6 un 21% el diametro
(Figuras 3y 4).

El diametro de los adipocitos del tejido adiposo subcutaneo presentdé una
correlacion positiva con el EGD (r = 0,64; P < 0,01), con C14:0 (r=0,41; P<0,05) y

con C16:0 (r = 0,52; P < 0,01). En sentido contrario, presenté una correlacion
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negativa con la relacion n-6: n-3 (r = -0,41; P < 0,05) y con la relacion AGCL: AGPI
(r=-0,37; P <0,05).

Figura 3. Cortes histologicos tefiidos con eosina-hematoxilina observadas a 40X, de novillos
alimentados con A) concentrados tanto al IR como en TER (CC), B) pastura al IR y concentrado
en TER (PC), C) concentrado al IR y pastura en TER (CP) y D) pastura tanto al IR como en
TER (PP).

diametro de adipocitos

40

diametro um
35
o

30
|

CcC CcP PC PP

Tratamiento

Figura 4. Diagrama de caja para la variable diametro de adipocitos del tejido adiposo
subcutaneo de novillos alimentados con dietas concentradas o pastura al inicio de la recria o
en terminacion. CC: concentrados tanto al inicio de la recria como en terminacion, PC: pasto al



inicio de la recria y concentrado en terminacion, PC: concentrado al inicio de la recria y pasto
en terminacién y PP: pasto tanto al inicio de la recria como en terminacién.

5.4. Expresién génica de tejido adiposo subcutaneo

La expresion de PPAR-Y y de SREBP-1 no fue afectada por los factores
principales ni por su interaccién (P > 0,1). La expresién relativa del mRNA de ambas
enzimas respecto al tratamiento CP (Figura 5), fue similar para CC, PC y PP
respectivamente.

Se observo efecto de interaccion entre los factores principales sobre la expresion
génica de la enzima (A9 SCD; P < 0,05). Respecto al tratamiento CP, la expresion
relativa de mRNA de dicha enzima (Figura 6) fue 6,5 y 12,5 veces mayor en CC y
PC respectivamente (P > 0,1) y 61,8 veces menor en PP (P < 0,1).

La expresion génica de la A9 SCD presentod correlacion negativa con el diametro
de adipocitos (r = -0,71; P < 0,01; Figura7.a). Al mismo tiempo, presentd una
correlacion positiva con el CLA cis-9, trans-11 (r = 0,66; P < 0,01; Figura 7.b) y con
TVA (r = 0,52; P < 0,05; Figura 7.c), pero no present6 correlaciéon (P > 0,1; Figura

7.d) con la relacion CLA cis-9, trans-11: acido vaccénico (CLA: TVA).

a) b)
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Figura 5. Expresion relativa de la enzima a) SREBP-1, b) PPAR-Y, usando como control
el tratamiento CP de novillos alimentados con dietas concentradas (C) o pastura (P) al inicio
de la recria (IR) o en terminacién (TER). CP: dieta C al IRy P en TER. CC: dietaCal IRy C en
TER. PC: dieta P al IRy C en TER. PP: dieta P al IRy P en TER.
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Figura 6. Expresion relativa de la enzima SCD, usando como control el tratamiento CP
de novillos alimentados con dietas concentradas (C) o pastura (P) al inicio de la recria (IR) o
en terminacion (TER). CP: dieta Cal IRy P en TER. CC: dieta C al IRy C en TER. PC: dieta P al
IRy Cen TER. PP: dieta P al IRy P en TER. *P < 0,05.
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Figura 7. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre: a) diametro de adipocito y la
expresion de mRNA de la SCD (ACT); b) CLA cis-9, trans-11 y la expresion de mRNA de la SCD
(ACT); c) acido vaccénico y la expresidon de mRNA de la SCD (ACT); d) relacién CLA / TVA y la

expresion de mRNA de la SCD (ACT) del tejido adiposo subcutaneo.



6. DISCUSION

Segun Savell y Crouse (1988) para garantizar al consumidor la palatabilidad de la
carne es necesario alcanzar un minimo de 3-4 % de grasa en el musculo. Dado que
segun Schor et al. (2008) el nivel de GIM de la carne proveniente de sistemas
pastoriles en Argentina no llega a 3%, para garantizar su palatabilidad, este nivel
deberia incrementarse. El mayor nivel de marmoreo y EGD observado en el
presente trabajo al utilizar una dieta con alto contenido de almidén (concentrado) en
el periodo TER concuerda con lo observado por Colman et al. (1995), Sainz et al.
(1995), Smith et al. (2000) y Martinez Ferrer et al. (2006). A su vez, los cambios
generados por utilizar este tipo de dieta con respecto a una dieta pastoril en la
composicion de AG de la carne (mayor relacién n-6: n-3, mayor proporcién del acido
palmitico y AGMI, menor proporcién de AGPI, TVA y CLA concuerda con lo
observado por otros (Descalzo et al., 2005; Daley et al., 2010). Si bien, el EGD es
aproximadamente la mitad al utilizar concentrados solo al IR respecto al utilizarlo
solo en TER, no llega al minimo necesario, 6 mm de espesor, para un buen
descenso de temperatura en las camaras (Savell et al., 2005). Por lo tanto, si se
utiliza una dieta con alto contenido de almidéon al IR, habria que utilizar una
suplementacion energética en el periodo TER que no modifique el perfil de AG, para

aumentar el EGD y como consecuencia también incrementar el nivel de marmoreo.

En concordancia con lo observado por Schoonmaker et al. (2003) y Retallick et
al. (2010), los resultados indican que utilizar una dieta con alto contenido de almidén
al IR permite incrementar el nivel de marmoreo de la carne. Esto se deberia a que la
utilizacion de este tipo de dietas en edades tempranas de los animales, estimularia
la diferenciacion del tejido adiposo intramuscular (Graugnard et al., 2010). Si bien
segun Du et al. (2013) este efecto se veria cuando se ofrecen dietas con alto
contenido de almidon desde los 100 d a los 250 d de vida del animal; en el presente
trabajo el incremento del nivel de marmoreo se observo en animales que recibieron
la dieta con alto contenido de almidon a partir de los 7 meses de edad. La utilizacion
de una dieta con alto contenido de almidon durante esta etapa no incrementaria el
numero de células de otros tejidos adiposos, pues éstos ya se habrian diferenciado
(Du et al., 2013). Dado que en TER el incremento de los tejidos adiposos se da por
hipertréfia (Harper y Pethick 2004), el incremento dependera de la cantidad de
células diferenciadas en edades tempranas y de la deposicion de lipidos, que segun

Zhang et al. (2015) es funcién de la concentracion energética de la dieta. Asi,
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cuando se ofrecieron dietas con alto contenido de almidén tanto al IR como en TER
aumento tanto el nivel de marmoreo como el EGD respecto a su utilizacion solo en
TER. En tanto que la utilizacion de dietas con alto contenido de almidén al IR
permitid obtener un similar nivel de marmoreo, pero menor EGD que cuando se
utilizé sélo en TER. ElI menor diametro de los adipocitos subcutaneos de los
animales terminados a pastura, respecto de los terminados con dietas con alto
contenido de almidon, coincide con lo descripto en la revision de Scollan et al.
(2006) y pondria en evidencia la menor lipogénesis con dichas dietas. A su vez, la
lipogénesis queda evidenciada tanto con la correlacion positiva encontrada entre el
diametro de adipocito y el principal producto de la sintesis de novo, C16:0, como
con la correlacion negativa entre el diametro de adipocito y la relacion AGCL/AGPI.
Una disminucién de la proporcién de AGCL relativo a los AGPI indicaria la dilucién
de las membranas de las células adiposas por el aumento de su tamarfio por la

acumulacion de triglicéridos.

Es de destacar que en el presente trabajo y en los de Schoonmaker et al. (2003) y
Retallick et al. (2010) los animales se faenaron a similar peso de faena. Dado que el
tejido adiposo subcutaneo utiliza acetato como principal precursor lipogénico y el
tejido adiposo intramuscular, propionato (Smith y Crouse, 1984) y es de desarrollo
tardio (Du et al., 2013), no seria posible aseverar que si los animales de CP se
hubiesen faenado al mismo EGD que los animales de PC, el nivel de marmoreo
seria superior en CP que en PC. Pordomingo et al. (2011) al finalizar el periodo de
recria observaron que el contenido de lipidos totales en el musculo Longissimus
dorsi aumenté conjuntamente con el aumento de la proporcién de concentrados en
la dieta. Sin embargo, dichas diferencias desaparecieron al faenar los animales a un
similar nivel de terminacién (visual), luego de un periodo variable de TER en
pastura. En tanto que al terminar los animales a igual grado de terminacion (EGD)
pero con concentrados, Moisa et al. (2014) y Scheffler et al. (2014) observaron
mayores niveles de marmoreo en los animales que recibieron concentrados a
edades tempranas, mientras que Myers et al. (1999c¢) no encontraron mayor nivel de

marmoreo pero si un mayor numero de carcasas tipo Choice.

En su trabajo Scheffler et al. (2014) propusieron cuatro mecanismos que llevan a
incrementar el nivel de marmoreo al utilizar concentrados a edades tempranas: 1)
mayor proliferacion de pre-adipocitos, que se mantienen durante la etapa de

pastoreo y que maduran durante TER con concentrados; 2) mayor generacion de
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células madres mesenquimaticas que se diferencian en adipocitos, 3) los animales
habrian sido programados metabdlicamente a responder mas agresivamente a las
sefiales hormonales o a usar de manera mas eficiente los precursores y convertirlos
en grasa, 4) la deposicion de GIM seria simplemente funcion del consumo de
energia independientemente del estado de crecimiento. Si bien en el presente
trabajo se presume que el uso de concentrados a edad temprana estimularia el
metabolismo lipogénico celular, se necesitan mas estudios para aclarar las posibles

razones.

La utilizacién de una dieta con alto contenido de almidén durante el IR no habria
incrementado la diferenciacion de células del tejido adiposo. Esto concuerda con lo
observado por Yamada et al. (2009) y Moriel et al. (2014), que al igual que en el
presente trabajo, no observaron diferencias en la expresion génica de dos
reguladores de la diferenciacion de adipocitos (PPAR- Y y el SREBP-1). EI mayor
EGD observado en CC respecto a PC, podria ser explicado como sugirieron
Scheffler et al. (2014), por un incremento en la eficiencia del uso de propidnico al
ofrecer una dieta con alto contenido de almidén al inicio de la recria. En los novillos
asignados a CP no se observé un mayor EGD respecto a aquellos de PP, lo cual
podria deberse a que la dieta almidonosa utilizada en TER, no habria generado
mayores niveles de propionico. A pesar que el principal precursor de la lipogénesis
en el tejido adiposo subcutaneo es el acético (Smith y Crouse, 1984), el propidénico
es necesario para generar el glicerol de los triglicéridos, ademas de estimular la
secrecion de insulina que promueve el anabolismo en las células (Chirino Esquivel
et al., 2010). Dado que la expresion de la A9 SCD es estimulada por la insulina
(Bernardi et al., 2004), la mayor expresion en los animales del tratamiento CP
respecto a aquellos de PP, estaria indicando un mayor metabolismo insulino
dependiente, a pesar de no haber diferencia en el EGD, por no haber una cantidad
suficiente de precursores lipogénicos. En tanto que la menor expresién observada
en los animales del tratamiento CC respecto a aquellos de PC, podria ser atribuida a
la generacion de resistencia a la insulina por el uso prolongado de dietas con altos
niveles de almidén, como se observd en humanos (Forcheron et al., 2002). Chirino
Esquivel et al., (2010) observaron un incremento del tejido adiposo subcuténeo en

individuos que presentaban resistencia a la insulina.

En lineas generales el perfil de AG del m. Longissimus dorsi del presente trabajo,

se encuentra dentro de los rangos reportados en la literatura, ya sea para animales
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terminados con dietas a base de forraje como para aquellos terminados con dietas a
base de concentrados (Nuernberg et al., 2005; Daley et al., 2010; Pordomingo et al.,
2011; Pavan y Duckett, 2012).

Diferentes trabajos han demostrado, en concordancia con los resultados del
presente trabajo, que la utilizacién de dietas con alto contenido de almidén tanto en
TER (Descalzo et al., 2005) como al destete (Pordomingo et al., 2011) disminuyeron
la proporcion de TVA y CLA en los lipidos totales con respecto a la utilizacion de
dietas pastoriles. Los resultados del presente trabajo sugieren que la dieta de TER
seria mas determinante en la proporcion de CLA encontrada en la GIM. Si bien se
obtuvo una mayor proporcion de CLA en CP que en PC, no ocurrié6 por un
incremento en la expresion de la SCD, sino por una mayor disponibilidad del
precursor durante la TER a pastura. Pues, la relacion CLA: TVA, indicador de la
actividad de la desaturasa (Turk y Smith, 2009), fue similar entre los distintos
tratamientos dietarios. Esto indicaria que la alimentacion con dietas con alto
contenido de almidén al destete no estimulé la desaturacion de TVA a CLA. La alta
correlacion (r = 0,67, P < 0,01) entre el contenido de CLA en el musculo y en la
grasa subcutanea (Tabla 8), estaria indicando que si el tratamiento afectd la
actividad de la enzima en un tejido, lo afecté de igual manera en el otro, como lo
sugirieron Pavan y Duckett (2012) con distintos musculos. En concordancia con
esto, la mayor expresion de la SCD observada en la GS de los animales asignados
a CP respecto a la de los animales del tratamiento PP tampoco se reflejé en una

mayor relacion CLA: TVA en este tejido.

La relacion n-6: n-3, en todos los tratamientos, fue menor al maximo
recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud en el 2003 (Simopoulos,
2008). Contrariamente a lo esperado, la relacion n-6: n-3 entre CP y PC fue similar.
Esto podria deberse a que si bien los animales tuvieron similar periodo de
alimentacion con dietas con alto contenido de almidén, tuvieron diferentes calidades
de los forrajes consumidos en ambos tratamientos. Durante el periodo de pastoreo
del tratamiento PC (fin de otofio a inicio de primavera) la relacion n-6: n-3 en las
pasturas habria sido mayor que durante el pastoreo del grupo CP (fin de invierno a

principio de otofio) (Dewhurst et al., 2001).

Las altas correlaciones entre el tejido adiposo subcutaneo y el tejido muscular de
la relacién n-6: n-3 (r = 0,79, P < 0,01), las proporciones de CLA (r = 0,67, P < 0,01)
y TVA (r = 0,48, P < 0,01, Tabla 8) coinciden con lo observado por Pavan y Duckett
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(2012) al comparar distintos musculos de animales en pastoreo. Si bien, dichas
variables son altamente dependientes de las caracteristicas de la dieta, en el
presente trabajo se obtuvieron altas correlaciones variando la dieta y el momento de
utilizacion de la misma. Por ello, la relacién n-6: n-3, las proporciones de CLAy TVA
medidas en el tejido adiposo subcutaneo nos brindarian una herramienta util para
ver el efecto de diversos tratamientos dietarios en el musculo sin afectarlas

negativamente.

En lineas generales el perfil de AG de la GS se encuentra dentro de los rangos
reportados en la literatura (Enser et al., 2006; Duckett et al., 2009; Brooks et al.,
2011). Segun los trabajos de Duckett et al. (2009) la incorporacion de concentrado
en la dieta de TER incrementd el contenido del acido oleico y por lo tanto el
contenido de AGMI. Sin embargo, en el presente trabajo, la concentracién de AGMI
del tejido adiposo subcutaneo fue similar en todos los tratamientos. Esto podria
deberse a un efecto de dilucién, ya que al utilizar una dieta con alto contenido de
almidon en TER que aumenta el EGD. En concordancia a los trabajos de French et
al. (2000); Realini et al. (2004b) y Faucitano et al. (2008), el uso de concentrados en
la dieta disminuy6 el contenido de CLA. Los valores obtenidos en el tejido adiposo
subcutaneo de TVA y CLA cis-9, trans-11, junto a los resultados que se obtuvieron
de la expresion génica de la SCD, indicarian que la conversion de acido vaccénico a
CLA cis-9, trans-11 fue limitada por su sustrato y no por la expresién génica de la

enzima, al igual que concluyeron Duckett et al. (2009b).

Segun Scollan et al. (2006), el consumidor esta cada vez mas interesado en un
producto saludable. Una porcion de carne de los animales que consumieron
concentrados en TER respecto a los que no lo consumieron (Tabla 6), a pesar de
que proveen mayor contenido de AGMI, también aportan una mayor cantidad de
acidos grasos totales y acidos grasos no deseados para la salud, C14:0, C16:0,
AGS y AGPI n-6, junto a un menor contenido de AGPI n-3. A su vez, observando las
correlaciones positivas y negativas entre el contenido de acidos grasos totales del
musculo Longissimus dorsi con los acidos grasos individuales (Tabla 8), al aumentar
el contenido de GIM aumentan los AGS totales en especial los
hipercolesterolémicos como el acido miristico y el acido palmitico, por lo tanto se
estaria aumentando la sintesis de novo de AG, lo que conlleva a disminuir el

contenido de CLA y AGPI n-3 por dilucion de los mismos.



7. CONCLUSIONES

La incorporacién de una dieta con alto contenido de almidén durante el IR en
conjunto con una TER con pastura (CP) respecto a una dieta en base a pastura al
IR y una dieta con alto contenido de almidén en TER (PC), permitié obtener similar
cantidad de GIM, similar nivel de marmoreo y menor EGD, aceptandose la hipotesis
1-a y 1-b. Tanto en el m. Longissimus dorsi como en la grasa subcutanea se obtuvo
una similar relacion n-6: n-3 rechazandose la hipétesis 1-c. En el m. Longissimus
dorsi la proporcion de CLA cis-9, trans-11 fue mayor en CP que en PC mientras que
en la grasa subcutanea fue similar por lo tanto se rechaza la hipétesis 1-d.

La utilizacién de una dieta con alto contenido de almidén respecto a la utilizacion
de pastura al IR en el tejido adiposo subcutaneo no produjo una mayor hiperplasia,
rechazandose la hipotesis 2-a. Cuando se utiliza esta dieta respecto a la utilizacién
de pastura en TER se produjo un aumento de hipertrofia, aceptandose la hipétesis
2-b.

La utilizacion de concentrado solo en IR incrementa la expresion génica de la
SCD respecto a la no utilizacion del mismo. A su vez, éste incremento es mayor
cuando el concentrado se ofrece en TER o en ambos periodos, por lo tanto se

acepta la hipotesis 3.

Por todo lo anterior, se concluye que la utilizacion de una dieta con alto contenido
de almiddn en animales sélo al IR respecto a la utilizacion de la misma solo en TER,
logré menor EGD, un mismo nivel de marmoreo, una similar relacion n-6: n-3 v,
mayor proporcion de CLA cis-9 frans-11 y menor proporcion de, acido miristico y

acido palmitico en el musculo Longissimus dorsi.
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