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Resumen

El presente estudio consistid en estandarizar una técnica de extraccion y purificacion de ADN
a partir de pelo por ser una muestra no-invasiva, dado que la obtencidon de muestras constituye
una de las principales limitaciones en estudios moleculares. Se muestrearon 35 sementales
porcinos linea materna Yorkshire y Landrace. La calidad del ADN se verificd por medio de
electroforesis. La técnica estandarizada produjo una alta cantidad y calidad de ADN, asi
mismo, mediante la amplificacion y generacion de fragmentos de los genes por medio de PCR
se evaluo la frecuencia de dos genes relacionados con prolificidad: Receptor de la prolactina
(PRLR) y Estrégeno receptor (ESR). En la generacion de los genotipos (RFLP) se utilizaron
las enzimas Alu I para PRLR y Pvu II para ESR. Los resultados obtenidos mostraron que los
genotipos asociados a los genes PRLR y ESR no se encontraban en equilibrio Hardy-
Weinberg (X?, p<0.05). El alelo favorable A del gen PRLR y B del gen ESR mostraron
frecuencias de 0.21 y 0.14 respectivamente. En el gen ESR, no ocurrieron animales

homocigotos para el genotipo BB.
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Summary

In order to standardize extraction technique and purification of DNA from hair in swine,
samples of 35 sires of Yorkshire and Landrace maternal Lines were obtained and the
frequency of the genes ESR and PRLR were valued using PCR-RFLP. As a result of this
technique a high quantity and quality of DNA was extracted. Two genes related with high
prolificidad were identified: Estrogen (ESR) and prolactina (PRLR) receiver. These genes
were amplified using PCR and RFLP’s and the genotypes were identified. The enzyme Pvu II
was used to identification of ESR and Alu I for PRLR. The results showed that the genotypes
associated to the genes ESR and PRLR were not in Hardy-Weinberg balance (X*,p<0.05).
The favorable allele A of the gene PRLR and B of the gene ESR it showed frequencies of
0.21 and 0.14 respectively. There were not homocigote genotypes BB for the ESR gene.

Key words: hair analysis DNA, boars, PCR-RFLP.

Introduccion

La eficiencia en la industria porcina esta relacionada directamente con la productividad de las
piaras que a su vez, depende de la identificacion y uso de sementales y hembras como
progenitores de futuras generaciones (Duarte, 2001; Herrera et al., 2003). La prolificidad es
una de las caracteristicas reproductivas con mayor importancia econdomica, pero con baja
heredabilidad (Buxadé, 2000; Torres et al., 2004). Por ello, la genética molecular, apoyada en
la seleccion asistida con marcadores, posibilita la identificacion de genes relacionados con la
superioridad reproductiva de la piara, permitiendo seleccionar en forma mads precisa a los
mejores reproductores. (Romero, 2003; Cunningham y Meghen, 2001). Asi, una vez
identificados los alelos asociados con un caracter de interés, es posible trazar cual de ellos
serd transmitido a su descendencia, permitiendo seleccionar animales antes que ingresen a la
unidad de produccion (Canul et al., 2005; Yanez et al., 2005), abriendo nuevas estrategias
tecnologicas en la seleccion de cerdos.

En la actualidad, aunado a las técnicas de genética cuantitativa se incorporan las de biologia
molecular (Rothschild y Plastow, 1999), apoyadas en marcadores que utilizan la
amplificacion de una secuencia especifica de un fragmento de ADN via reaccion en cadena de
la polimerasa. Actualmente se conocen diversos genes en ganado porcino, como los
receptores de la prolactina (PRLR) y de estrogenos (ESR), los cuales son candidatos para

tamafio de camada. Algunos investigadores coinciden en que el alelo A es el favorable para
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obtener mayor tamafio de camada en el gen PRLR (Kelly et al., 1989; Vincent et al., 1997;
Alonso et al., 2003) y B el alelo favorable para aumentar el nimero de lechones nacidos vivos
y totales (Rothschild et al., 1996; Short et al., 1997) y el peso de la camada al nacimiento
(Isler et al., 2002). Aunque la extraccion y purificacion de ADN es un protocolo conocido, se
requiere de un procedimiento de muestreo de sementales en granjas de cerdos nucleo y
centros de inseminacion artificial que evite el estrés y el exceso de manejo de los sementales,
como la utilizacién de pelo. El objetivo de la presente investigacion fue estandarizar y
perfeccionar una metodologia de extraccion y purificacion de ADN a partir del pelo de
sementales porcinos, valorando su eficiencia como método de extraccion de ADN vy

analizando la frecuencia genotipica de los genes ESR y PRLR con PCR-RFLP.

Material y métodos
En la presente investigacion se utilizaron 35 sementales de raza pura York y Landrace, en
actividad reproductiva y con registros de produccion localizados en diferentes granjas del

pais.

Coleccién y manejo de muestras

La informacion obtenida incluyo la identificacion del semental, nimero de camadas, total de
lechones por camada (LNT), lechones nacidos vivos (LNV), lechones nacidos muertos
(LNM) y lechones destetados (LDEST).

Se colectaron muestras de pelo del lomo de los sementales, tirando fuertemente con los dedos
pulgar, indice y medio, se procur6 extraer el bulbo piloso de aproximadamente 50 pelos por
cerdo. Las muestras fueron etiquetadas, transportadas y conservadas en bolsas de plastico a
temperatura ambiente hasta el momento de ser procesadas en el laboratorio de Fisiologia y

Biologia Molecular del Colegio de Postgraduados, Campus-Montecillo.

Extraccion de ADN

La metodologia desarrollada se basé en la combinacion de diversos protocolos
preestablecidos y modificados, tomando como referencia la propuesta por Sambrook et al.
(1994) que consistio en lavar 20 pelos por semental, cortando cada pelo a una distancia de 5 a
10 mm del foliculo colocandolos dentro de un Eppendorf al que se le agregaron 1000 pl de
solucion lisis (Tris HCl pH 8, NaCl 5M, EDTA 0.5M pH 8, SDS, H20), 50 ul de
dithiothreitol (DTT) IM y 50 ul de proteinasa K agitando durante 5 minutos en vortex (MS1

Minishaker, Marca IKA). Después de este procedimiento, las muestras se incubaron durante
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12 h. a 50°C. Transcurrido el tiempo, se agitaron en vortex durante 5 minutos y se
centrifugaron (Spectrafuge 16M, Marca Labnet) por 10 minutos a 14000 rpm. Una vez
recuperado el sobrenadante, nuevamente se adiciond a cada tubo 50 pl de DTT y 50 pl de
proteinasa K, incubandose en bafio Maria por una hora a 65°C. Posteriormente, se aumento la
temperatura a 90°C por 10 minutos y se adicion6 a cada tubo un volumen de fenol cloroformo
(1:1) mezclando en vortex durante 5 minutos y centrifugando 10 minutos a 14000 rpm.
Nuevamente se recupero el sobrenadante y se adicioné un volumen de Cloroformo Alcohol
Isoamilico (24:1) agitando por inversion y centrifugando durante 10 minutos a 14000 rpm. Se
recuperd la fase acuosa y precipitdé con un volumen de isopropanol y 1/10 de volumen de
cloruro de sodio (NaCl), agitando por inversion e incubando durante 4 horas a -20°C.
Posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos y se decantaron,
procediéndose a lavar la pastilla con 300 pl de etanol al 70% agitando por inversion y
centrifugando a 14000 rpm durante 8 minutos. Las muestras se decantaron y fueron expuestas
a una temperatura de 37°C para su secado. Finalmente se resuspendio cada muestra con 35 pl

de agua estéril.

Evaluacion de ADN

Una vez extraido el ADN se procedi6 a verificar su calidad en un gel de agarosa al 1% por
medio de electroforesis (Horizon 58, Marca Life Technologies) durante 25 minutos a 86
voltios. Los resultados se visualizaron en el fotodocumentador (Gel Doc 2000, Marca Bio
Rad) y las imagenes capturadas en el programa Quatityone; segiin la presencia, integridad y

calidad del ADN extraido se procedia a realizar la técnica de PCR.

Amplificacion de ADN por PCR

Para cada muestra de ADN la mezcla de PCR estaba compuesta por 2.5 pl de buffer 10X
(Promega), 1.25 ul de Mg, 0.5 ul de dNTPs (Biogenica), 1 ul de Primer Forward, 1 ul de
Primer Reverse, 16.25 pl de Agua y 0.5 pul de ADN polimerasa (Amplificasa® 500U
BIOGENICA). Una vez hecha la mezcla se tomaron 23 pl del tubo para depositarlos dentro
un tubo de PCR, mas 2 ul de ADN extraido del pelo de cada semental, para tener un volumen
final de 25 pl. Los primers para PRLR fueron los siguientes: F 5"CCC AAA ACA GCA GGA
GAA CG 3"y R 5 GGC AAG TGG TTG AAA ATG GA 3" y para ESR los primer utilizados
fueron: F 5"CCT GTT TTT ACA GTG ACT TTT ACA GAG 3"y R 5'CAC TTC GAG GGT
CAGTCC AATTAG3".
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Las reacciones se colocaron en el termociclador (Gene Amp PCR System 2400, Perkin
Elmer®), bajo las siguientes condiciones: para el gen Receptor de la Prolactina (PRLR):
desnaturalizacion inicial a 93°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de: desnaturalizacion a
93°C por 30 segundos, hibridacion a 60°C por 1 minuto y extension 72°C por 1 minuto, con
una extension final a 72°C por 3 minutos. Para el gen Estrégeno Receptor (ESR): el programa
consistio: 94°C 5 minutos, 31 ciclos de 94°C por 45 segundos, hibridacion a 55°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto y una extension final de 72°C por 8 minutos. Las amplificaciones
de los dos genes se verificaron en geles de agarosa al 2% por medio de electroforesis durante

1 hora a 75 voltios.

Genotipificacion mediante fragmentos polimorficos largos de restriccion (RFLP)

Para la genotipificacion, los productos de PCR se digirieron con enzimas de restriccion. Cada
tubo de PCR contenia la siguiente mezcla: 2 pl de buffer, 9.8 uL de agua, 0.2 pLL de enzima de
restriccion (Alul para PRLR y Pvull para ESR) y finalmente 8 puL de la amplificacion de PCR
de los diferentes sementales. Una vez identificados los tubos se colocaron en bafio maria
durante 3 h. a 37°C.

Las bandas generadas por las enzimas de restriccion fueron verificadas en un gel de
acrilamida y visualizadas mediante exposicion a la luz ultravioleta en el fotodocumentador.
Cada fragmento obtenido se compard con patrones estandar de los genes PRLR y ESR,
propuestos por Vincent et al. (1997) y Short et al. (1997) respectivamente.

Andlisis estadistico

Con la informacion de las granjas se obtuvieron los estadisticos descriptivos para las
caracteristicas de numero de lechones totales (LNT), vivos (LNV), muertos (LNM) y
destetados (LDEST). Con el analisis molecular de los sementales se obtuvieron las
frecuencias génicas y fenotipicas para el polimorfismo de receptor de la prolactina (PRLR) y
de los receptores de estrogeno (ESR), probando el equilibrio de Hardy — Weinberg con una

prueba de Chi-Cuadrado. Los datos fueron analizados con PROC GLM (SAS, 1997).

Resultados y discusion

El método de extraccion estandarizado fue eficiente produciendo un ADN integro en buena
cantidad y calidad (Fig. 1). Al inicio de cada extraccion solo se elegian pelos que tenian
foliculo perfectamente visible (Hukkelhoven et al., 1981), ya que cuando los pelos tenian
foliculo nulo o ligeramente palpable, en las corridas electroforéticas se observaban bandas de

ADN nitidas, confirmando lo descrito por Higuchi et al. (1988) quienes mencionan que
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también es posible obtener ADN de pelos sin foliculo. En cambio, Moller y Brinkmann
(1994) y Yoshii et al. (1994) sugieren no elegir este tipo de muestra si se puede optar por otras
mas eficientes (sangre, semen, uias, saliva etc.), ya que aseguran que extraer ADN a partir de
pelo tiene una eficiencia muy baja, que en ningun caso llega al 100%.

En el presente estudio, la estandarizacion de este protocolo busco desarrollar una técnica que
permitiera obtener muestras no-invasivas, en este caso pelo, evitando técnicas de muestreo
que implicaran la captura o estrés de los animales para obtener las muestras. La opcion de
usar pelo abrié puertas para muestrear granjas a las cuales dificilmente se puede ingresar por
razones de bioseguridad.

La extraccion de ADN a partir de pelo se estandarizo a pesar de estar catalogado como un
protocolo dificil desde el punto de vista de los métodos de extraccion de ADN. En esta
investigacion las electroforesis de los geles tefiidos en TBE 1X con 1 pg/ml de bromuro de
etidio muestran la especificidad de la técnica de extraccion de ADN del pelo de los
sementales porcinos empleados en este estudio. Se desarrollo un protocolo de extraccion en el
cual se realiz6 un primer paso de lisis a través del detergente SDS y posteriormente para la
purificacion del ADN total se aplico el método de fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico que
permitid la remocion de los productos de degradacion, lo que conserva el ADN por mayores
periodos. También requirié un tiempo prolongado de incubacion y mucho cuidado en la serie
de pasos a seguir durante la manipulacion, ya que muchas veces se pierde en el transcurso del
procesamiento de las muestras, atribuida quizd a la escasez de células nucleadas que
contienen los pelos, localizados casi exclusivamente en el bulbo piloso y su cubierta
epidérmica o por los contenidos de metabolitos secundarios como polifenoles y al efecto
inhibidor de las melaninas hidrosolubles que se generan y causan problemas frecuentemente
al momento de la extraccion del ADN, formando un complejo inactivo constituido por dos
moléculas de melanina,

Los resultados de esta técnica revelaron que es altamente reproducible y confiable “casi
perfecto”, demostrado con la amplificaciéon de PCR y digerido con enzimas de restriccion
(RFLP). Todas las muestras fueron amplificadas y digeridas satisfactoriamente; estos analisis
se realizaron con el objetivo de encontrar una metodologia que permitiera muestrear animales
como en este caso; sementales linea materna, sin restriccion alguna para ser obtenidas. Se
evidencio una alta especificidad de la técnica (100%) debido a que el ADN extraido del pelo
de los sementales amplificod con los primers: F 5" CCC AAA ACA GCA GGA GAACG3'y
R 5" GGC AAG TGG TTG AAA ATG GA 3’ las bandas de 427 pb para el gen PRLR y 120
pb para el gen ESR usando los primers F 5" CCT GTT TTT ACA GTG ACT TTT ACA GAG
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3"y R 5" CAC TTC GAG GGT CAG TCC AAT TAG 3’, demostrando asi la especifidad de
la técnica estandarizada (Fig. 2 y 3). La alta sensibilidad de la PCR a partir de ADN de pelo
fue demostrada con la generacion de los diferentes fragmentos del producto amplificado
digerido con enzimas de restriccion; Alul para el gen PRLR generando fragmentos de 124,

110, 79, 77 y 67 pb (Vincent et al., 1997) (Fig. 4) y Pvu Il para generar fragmentos de 120, 65
y 55 pb del gen ESR (Short et al., 1997) (Fig. 5).
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Figura 1. Gel de agarosa al 1%; (M) marcador 1kb; (2-7) AND proveniente de pelo de sementales porcinos.
Figura 2. Amplificacion del gen PRLR (457 pb) en gel de agarosa al 2%; (M) marcador 1kb (Promega
Corporation). Figura 3. Amplificacién del gen ESR (120 pb) en gel de agarosa al 2%; (M) marcador 1kb
(Promega Corporation). Figura 4. Digestion del gen PRLR en acrilamida; (M) marcador de 50 pb; (1)
sementales con genotipo AB; (4, 10 y 11) sementales con genotipo AA y (2, 3, 5, 6, 7, 8 y 9) sementales con
genotipo BB. Figura 5. Digestion del gen ESR en acrilamida; (M) Marcador de 50 pb; (1, 2, 3, 5, 6, 8 y 10)
sementales con genotipo AB; (4, 7,9, 11 y 12) sementales con genotipo AA.
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Los estadisticos descriptivos para las caracteristicas relacionadas con la prolificidad de las
piaras, obtenidas con una muestra de 35 sementales de raza materna (18 Yorkshire y 17

Landrace) se presentan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Numero de camadas, medias y errores estdndar para diferentes caracteristicas relacionadas
con prolificidad de lineas maternas de cerdos.

Caracteristica Numero de Media Error
camadas Estandar

Lechones nacidos totales 644 9.92 0.16

Lechones nacidos vivos 640 9.24 0.11

Lechones nacidos muertos 635 0.58 0.05

Lechones destetados 383 8.30 0.11

En este cuadro, se puede apreciar la importancia del semental a la contribucion genética de la
piara, ya que cada uno es responsable de un promedio de 18 camadas, lo que significa que
cada semental en promedio fue padre de 183 lechones. También se puede observar que la
progenie de estos sementales es cerca de 10 lechones nacidos en total, 9 nacidos vivos y 8
destetados por camada, lo cual son buenos indicadores en este tipo de piaras.

La amplificacion y digestion del gen PRLR mostré fragmentos polimorficos de 90 y 110 pb,
en geles de acrilamida al 8%, se detectaron sementales con genotipos AA (homocigotos para
los fragmentos de 124, 90 y 79 pb), AB (heterocigotos presentando fragmentos de 124, 110,
90 y 79 pb) y BB (homocigotos para los fragmentos de 124, 110 y 79 pb). En el cuadro 2.
Para el gen PRLR se muestra las frecuencias genotipicas de PRLR, de 0.14% de AA, 0.14 de
AB y 0.72 de BB. Vincent et al. (1998) reportan que el alelo A es el favorable para obtener
mayor tamafio de camada, en esta investigacion se encontraron sementales homocigotos para
el genotipo AA con una frecuencia de 0.14. En el gen ESR para el alelo A no hubo sitio de
restriccion, resultando el fragmento completo de 120 pb para el genotipo AA y tres
fragmentos de 120, 65 y 55 pb para el genotipo AB (Figura 5).

Hernandez et al. (2006) destaca en un estudio realizado con 300 hembras porcinas una mayor
frecuencia del alelo B, pero ningiin homocigoto para el alelo B. Como se puede observar en el
cuadro 2., el alelo B mostr6 una frecuencia baja de 0.14., esto se explica por el tamafo de

poblacion con que se trabajo, caso contrario ocurridé con el alelo A que alcanz6 la mayor
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frecuencia de 0.86 para el gen ESR. En varias investigaciones se ha indicado que el alelo para
aumentar el tamafo de camada es el B (Rothschild et al., 1996; Short et al., 1997). En esta
investigacion, tampoco se encontraron sementales homocigotos para el genotipo BB del gen
ESR, justificado esto en lo descrito por Rothschild et al., (2003), quienes sefialan que el alelo
B del ESR est4d presente unicamente en grupos selectos de razas de cerdos, con lo que se

explica la ausencia de sementales homocigotos BB en este estudio.

Cuadro 2. Frecuencias génicas y genotipicas para una muestra de sementales porcinos de razas
maternas Yorkshire y Landrace.

Gen N Frecuencias Frecuencias genotipicas Equilibrio
génicas de H-W
Alelo A AleloB AA AB BB
PRLR 35 0.21 0.79 0.14 0.14 0.72 No
ESR 35 0.86 0.14 0.72 0.28 0.0 No

PRLR= Receptor de prolactina ESR= Estrogeno receptor H-W= Hardy — Weinberg

Los resultados obtenidos, con las muestras de sementales, mostraron que los genotipos
asociados con tamafio de camada como los genes PRLR y ESR, en esta investigacion no estan
en equilibrio Hardy-Weinberg (X2, p<0.05). La comparacion entre genotipos de los dos genes
ocurrié en mayor frecuencia para los alelos que no son deseables en los dos genes, PRLR
mostro frecuencia de 0.79 y 0.86 para ESR. El Analisis de Varianza permitié comparar los
genotipos asociados a los genes candidatos PRLR y ESR, no encontrando diferencias entre
ellos (p>0.05) en las variables LNT, LNV, LNM Y LDEST. Esto se explicaria por el tamafo
finito poblacional, la deriva genética o seleccion y el tipo de apareamientos en cada una de las
granjas, por lo que solamente se establece su importancia basada en los hallazgos de
diferentes investigadores.

En esta investigacion, se ha realizado la amplificacion de los dos genes mediante PCR, asi
como su digestion por RFLP, con ADN extraido de pelo de sementales porcinos, unas con y
otras sin foliculo, aunque generalmente no recomiendan este tipo de muestra para realizar la
extraccion por la eficiencia relativamente baja que muchas veces se observada en el andlisis
de pelos, explicada tal vez por las escasas células nucleadas que contienen, localizadas en el

bulbo piloso o por el efecto inhibidor de las melaninas hidrosolubles que se generan durante el
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proceso de extraccion del ADN, que forman un complejo inactivo constituido por dos
moléculas de melanina y una de Taq polimerasa. Se logrd estandarizar dicho protocolo con la
finalidad de poder obtener muestras no-invasivas y realizar estudios a nivel molecular para
animales, en este caso sementales de linea materna que en la mayoria de las granjas su
muestreo se encuentra restringido. Para mayor seguridad, se recomienda arrancar y no cortar

los pelos destinados al estudio genético.

Conclusiones

La estandarizacion de la técnica de extraccion de ADN a partir de pelo, es una técnica de
muestreo no-invasiva que ofrece la oportunidad de muestrear sementales sin ser perturbados o
incluso dificiles de muestrear y aunque esta técnica conlleva una serie de inconvenientes a la
hora de estar procesando las muestras en el laboratorio, fue posible usar pelos para extraer
ADN de ellos con solo optimizar las condiciones del protocolo establecido.
Se obtuvo ADN genomico de elevada calidad, cantidad y pureza demostrado con las
amplificaciones de la PCR y la generacion de los genotipos de sementales porcinos.

Los métodos de seleccion asistida por marcadores, conjuntamente con métodos de seleccion
tradicional pueden ser utilizados para potenciar acelerar y mejorar, caracteristicas de interés
econdmico en sementales, donde los genes receptor de la prolactina (PRLR) y estrogeno
receptor (ESR) pueden ser utilizados para seleccionar a los mejores animales para elegir o
descartar sementales desde que este tiene una edad temprana, sin necesidad de esperar a que

se manifieste la caracteristica de interés al llegar a la edad reproductiva.
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