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Fueron examinados los efectos de genes candidatos para reproducci6n, el

Receptor estroqenico (ESR), Alpha 1,2 fucosyltransferasa (FUT1) y Retinol­

binding Protein 4 (RBP4) en el desernpeno de tres diferentes razas de cerdos.

Un numero total de 29 cerdos Yorkshire, 46 Cerdos Pelon Mexicano (CPM) y

28 Cuinos fueron genotfpificados con el rnetodo de PCR-RFLP y analizados

para establecer diferencias genicas, genotfpicasydistancias 9eneticas entre

razas. Se utilizaron pruebas de Chi cuadrada para analizar las frecuencias

genicasygenotfpicasysecalcularondistanciasgeneticasparaconstruir

arbolesfi logenelicos .LarazaYorkshireseasoci6conmayorfrecuenciaalalelo

B del gen ESR (p<O.05) Y no se encontraron animales homocigotos B en los

CPM y Cuinos. En el gen FUT1 la frecuencia del alelo G y genotipo GG fue

mayor en la raza Yorkshire, mientras que el alelo A y genotipo AA en los cerdos

Cuinos. Las frecuencias genicas y genolip icas del gen RBP4 no mostraron

estarrelacionadas (p>O.05) con las razas decerdos y no se detectaron

animales con genotipo BB. Los arboles filoqeneticos obtenidos mediante el

analisis Neighbor-Joining presentaron una topologia similar, se observ6 una

clara separaci6n entre la raza Yorkshire y los Cuinos con los genes ESR y

FUT1, en el gen RBP4 las distancias geneticas fueron similares entre las tres

razas. En el presente trabajo se concluye que la influencia de estos genes fue

diferentedependiendodelaraza, losalelosbeneficosenlareproducci6n de los

genes ESR y FUT1 se asociaron con la raza mas prolffica (Yorkshire) y el alelo

queconfiere resistenciaadiarreascausadasporE.coliseasoci6con laraza

masres istenteaenfermedades (Cuinos).



The effects of the candidate genes for reproduction, the Estrogen Receptor

(ESR), alpha 1, 2 fucosyltransferase (FUT) and Retinol-binding Protein 4

(RBP4) genes, on the performance of three different breeds have been

examinated. A total number of 46 Mexican Hairless Pigs (MHP), 27 Yorkshire

pigs and 29 Cuino Pigs (CP) were genotyped with PCR-RFLP method and

analyzed to establish alleles, genotypic differences andpeneticsdistances

between breeds of pigs. Chi-Square tests were used to analyze the alleles,

genotypic frequencies and genetics distances were calculated . to build

phylogenetic trees. The Yorkshire breed was associated with a higher

frequency of B allel of ESR gene (p<O.05) and no homozygous BB animals

were meet in MHP and CPoIn the FUT1 gene the G allele and GG genotypic

frequency was higher in the Yorkshire breed while A allele and AA genotypic in

CPo The alleles and genotypic frequencies of RBP4 gene no showed to be

related (p>O.05) with the breeds pigs and no animals with BBgenotypewere

detected. The phylogenetic trees obtained by Neighbor-Joining analysis showed

a similar topology, a evident separating was seen among Yorkshire breed and

CP with the ESR and FUT1 genes, in the RBP4 gene the genetics distances

were similar between the three breeds. In this study we concluded that the

influence of these genes was different depending of the breed, the benefic

alleles for reproduction of the ESR and FUT1 genes were associated with the

most prolific breed (Yorkshire) and the allele that confer resistance to diarrheas

causing by E. coli was associated with the most resistant breed to diseases

(CPl .



Laproducc i6neficienteesesencialparaquelosproductoresdecerdos sean

competitivos,buscandosiempreunamayorproduc tividaddesusexplotaciones.

Los cerdos poseen caracterlslicas econ6micamente importantes que

contribuyenalaeficiencia productivade lasem presas porcinas; sin embargo,

no todos los cerdos tienen el mismo potencial genetico, por 10 cual es muy

importante identificarlasdiferenciasentre animalesyentrerazas.

EI potencial geneticode un animales ta en funci6n de muchos paresd eg enes

y para mejorarlo sedebe incrementar la frecuencia de aquellos relacionados

con caracterislicas deseables para el productor. EI mejoramiento genetico

considera introducir nuevos genes y aumentar la frecuencia de los genes

favorablesydesuscombinacionesdentrodeunaraza, linea o famiIia (Rosasy

Avila, 1999 ).

Los metodos de selecci6n de caracterlsticas cuantitativas, se basan en la

evaluaci6n de animales a traves de sus propios registros y de sus parientes

cercanos, para ello se generan bases de datos con mediciones de

caracterlsticasd e interes y mediante un riguroso analisis y procedimientos de

evaluaci6n genetica se selecciona al pie de crla (Rosas y Avila, 1999 ;

Sanchez, 2003).

En la actualidad, con los avances tecnol6gicos de la biologla molecular e

ingenierla genetica, hans urgido otros metodos mas precisos parai dentificara



los animates mas productivos. La capacidad degenerarmapas geneticos de

las diferentes especies permite que su genoma completo sea evaluado

(Sanchez, 2003); deesta manera se identificanmarcadores moleculares, los

cuales son regiones de ADN capaces de identificar en los cromosomas los

genes que codifican para caracterlsticas cuantitativas.

Existen tecnicas moleculares apoyadas en la tecnica de Reacci6n en Cadena

de la Polimerasa (PCR), como: Fragmentos de restricci6n polim6rfica (RFLP),

amplificados polim6rficos de ADN al azar (RAPD), polimorfismo de la longitud

de los fragmentos amplificados (AFLP), polimorfismos de base simple (SNPs) y

Microsatelites, con las cuales se pueden identificar genotipas y relacionarlos

consucomportamientoproductivo,deestamaneralarespuestaa laselecci6n

usando marcadores moleculares es mayor e incrementa su confiabilidad. AI

identificar genotfpicamente a los reproductores, se puede planear

slstemaficamente los apareamientas, evitando cruzamientos indeseables y

fomentando los deseables.

Algunos investigadores han encontrado relaclones entre las variantesde genes

y el comportamiento fenotlpico de los animales, porlo cual proponen que el

usa de la selecci6n asistida pormediodemarcadoresmolecularespuede ser

masefica zenconjuntaconel usodeselecci6ntradicional (Vincent et al., 1997;

Montaldo y Meza, 1998; Korwin et al., 2003; Drogemuller et al., 2001;

Rothshild,200 3b).



En el caso de los cerdos se ha demostrado que los genes Receptor

Estrog{mico (ESR), Retinol-binding Protein 4 (RBP4) Y Alpha 1,2

fucosyltrasferasa (FUn) tienen alelos que participan en rasgos

econornicarnente importantes; sin embargo, estos alelos han influido de

maneradiferenteentregruposraciales.

HIPOTESIS

Existen diferencias en las frecuencias gemicas, genotipicas y una elevada

distancia genetica entre poblaciones de las razas de cerdos Yorkshire, Pelon

Mexicano y Cuinos que se pueden identificar con los genes Receptor

Estroqenico, alpha 1,2 fucosyltransferasay Retinol-Binding Protein 4.

OBJETIVO

Establecer diferencias genicas, genotipicas y distancias geneticas entre las

razas de cerdos Yorkshire, Pelon Mexicano y Cuinos por medio de los genes

Receptor Estroqenico, alpha 1,2 fucosyltransferasa y Retinol-Binding Protein 4

relacionadosconcomportamientoreproductivo.

mJIV[RSmADAUlDtDMAD[ NAYAR



2.1.lmp ortanciadelpotencialproductivoenlaporcicultura

Laproducci6neficientedecerdossebasaendiversosfactoreszootecnicos

como son manejo, sanidad, nutrici6n, genetica yreproduc ci6n(RosasyAvila,

1999; Trujillo et al., 2002). Otro aspecto trascendental, es la sustentabilidad

econ6mica de la explotaci6n que garantice un retorno econ6mico para el

productor (Martinez et al., 2003). Por ello es importante mejorar las

caracteristicas de importancia econ6mica que poseen los cerdos y que

contribuyena lae ficienciaproduct ivade lasemp resaspor cinas.

Los cerdos dornesticos han cambiado bastante desde finales del siglopasado

hasta el presente, especialmente en sus funciones zcotecnicas, pasando de

serproductores primarios de manteca a productores de carne, incrementando

el tamalio de la camada y la producci6n lactea de la cerda. Esto permite

cumpliren parte las metas de los sistemas de producci6n intensivos, en los

cuales se espera el mayor tamalio posible de camada al nacimiento y al

destete, el mayor peso al destete de los lechonesa edad mas ternprana y una

rapidapresentaci6ndeuncelofertildespuesdeldestete.E xistenunaseriede

componentesfisiol6gicos del proceso reproductivoque son losr esponsablesde

logrard ichasmetas , entreellossepuedencitarla edad ala pubertad, lata sa

de ovulaci6n, la tasa de fertilizaci6n, la sobreviviencia ernbrlonaria y fetal, el

proceso de parte y la sobrevivencia de las crlas (Trujillo et al., 2002). Sin

embargo,e xistend iferenciasen trecerdos ye ntre razas; es decir,notodos los



cerdostienenel mismopotenc ial genetico para incrementar la producci6n por

locua lse hace importante identificaresasdiferencias.

2.2. Generalidades de las razas Yorkshire, Cerdo Pel6n Mexlcano y Cuino

Una vez establecido el proceso de domesticaci6n, se empezaron a fijar

caracterfsticasdefinidasen los cerdos, estas caracterfsticas respondfana

necesidadescomerc iales, adaptaci6n al medioamb iente, a diferentes formas

dealimentac i6n e incluso a preferencias de loscriadores como color, alzada,

perfiloformadelasorejas,dandoorigenatipos regionales (Brent, 1991).

Elestab lecimientodecruzasde loscerdosquehoyconocemoseselresu ltado

decamb iosenlafrecuenciadelosgenes, resultantestanto de la selecci6nde

individuos dentro de poblaciones indfgenas como de la incorporaci6n de

individuos con otro origen dentro de esas mismas poblaciones omigraciones.

Es importante conocer los factores hist6ricos que han intervenido en la

formaci6ndecadaunadelasrazasdecerdosquehoyseutilizan,parapoder

entendertanto sus atributos como sus problemas yasfsercapacesdeelegir

cada raza con base en 10 que se espera de ella dentro de un sistema de

cruzamiento.Dentrodei listadoderazasque existen, se sabe que algunas son

provenientesde variacioneslocalesenlasquese han fijado caracteristicas

productivas especflicas; sin embargo,la lista se complementa con una gran

cantidadde razasaut6ctonasocriollas. Portal motivo esimportanteconocer

las razas para saber el potencial del que son capaces (Brent, 1991; Buxade,

1999).



Laraza Yorkshire 0 Large While seorigina enel condado ingles del mismo

nombre yen condadosvecinos como Lincoln y Leicesler; inicialmenle exisl ian

Ires variedades de Large 0 Grande, la Middle 0 Mediana de la cual se

encuenlran muy pocos animales en pequenas granjas de lipo familiar en

Inglalerray la Small 0 pequena, esta uttirna considerada comoe xlinla hoy en

dia.Seargumenlaque losLargeWhilesederivandeloscerdosOldEngl ishy

que en su formaci6n inlervino el criador Robert Bakewell, al que algunos

atribuyen parte de la formaci6n de la raza. Posleriorrnenle duranle finales del

siglo XVIII Y principios del siglo XIX la raza se vic enriquecida por la

incorporaci6n de animales Chinos y Napolil~nos (Sus mediterraneus) que

disminuyeron el tamano original y aceleraron la madurez de los animales.

Duranle el siglo XIX la razaseimport6a una gran canlidad de paisesporlodo

el mundo, en algunos sele sdenom in6 Yorkshire yen otros Large While; en

cadapalssedieronpalronesdeselecci6ndiferenles con base en las

necesidades del mercado local, aunque esas variaciones que inicialmenle

dieronorigen a variedades'o razas locales, lienden a desaparecerporla

conslanlem igraci6nqu eselleva a cabo actualmenle. Secons idera ta raza rnas

difundidaenelmundoysepueden cilarungrannumerode razas nacionales

derivadasdel Yorkshire 0 Large While ingles, como: el Yorkshire canadiense,

Yorkshire Americano, Yorkshire Danes, Yorkshire Aleman y el Large While

Frances,enlreolrosmuchos(Brenl , 1991;T rujilio etal ., 2002).



Los Yorkshire son animales de color blanco, algunos ejemplares pueden

presentarpequeliasmanchas negrasdel tamaliode una moneda en la regi6n

posterior del lomo. Son animales largos, de gran alzada, con el perfil

subc6ncavo,Iasorejasgrandes ycompJetamente erectas. Tienen una buena

estructura 6sea, aunque el espesorde los huesos en sus patas no es muy

grande. Losmachostienenunexcelentecomportamientoreproduc tivo adernas

de excelentes caracterlsticas en el eyaculado. Las hembras son

extremadamente prolificas, con un muy buen instinto materna yelevada

producci6nde Jeche. Durante los ultimos20 aliosse han identificado Iineas de

hembras Yorkshire consideradas como hiperprolificas, debido a una mayortasa

de ovulaci6n. Las cerdas de esta raza se emplean principalmente en la

producci6ndecerdashibridascomerciaiescruzandoiasconJa raza Landrace.

Lo anterior no demerita en nada su velocidad de crecimiento y las

caracterlsticasdelacanalensuprogenie,porloquesibienseconsiderauna

razade tipomaterno ,recientementeseestanempleandosementalesd e ciertas

IIneas de Yorkshire como machos terminates, tanto en raza pura como en la

formaci6n de machos hlbridos comerciales (Brent, 1991; Buxade, 1999; Trujillo

etal ., 2002).

Cerdo Pel6n Mexicano (CPM)

EI CPM es probable que se haya formadoa partir de cerdos Celticos, lbericosy

Napolitanos que introdujeron los espalioles a Mexico, en combinaci6n con

animaJesderaza asiatica, introducido por el comercio con China despues de la



conquista. Estoscerdosse volvieronsalvajesesparcilmdose porel territorio

nacional (Lemus yAlonso , 2005).

Los CPM tienen la cabeza y cara rectilinea, orejas de tamano mediano,

semirrectas, dorso un tanto rectilineo con ancas completamente caldas, el

cuerpo esta parcial 0 totalmente desprovisto de pelo, su color es qrisaceo 0

combinado con blanco y son de talla mediana (Castellanos y G6mez, 1984).

EI CPM no es prollfico y no esta capacitado geneticamente para aprovechar

una buena alimentaci6n pero tiene la ventaja de su resistencia en patas y

hocico. Tarnbien se han reportado valores productivos de acuerdo a diversos

investigadores, lo que es importante en la caracterizaci6n productivad el CPM

al compararseconrazascomerciales modernas,ya que estoscerdoscriollos

puedenrepresentarrecursosgeneticosvaliosos ,porquesonreservoriosde

diversidadgeneticalmicaquepodrianenriqueceryrenovar en un futuro la

variabilidad genetica de las IIneas comerciales de cerdos, igualmente puede

serunabase importantepara lamejora de razas comerciales que sedeseen

introducir a condiciones tropicales mediante la creaci6n de razas sinteticas

porcinas. Los intentosdeincrementarlaproductividadd elos cerdosind lgenas

se han enfocado a sus caracterlsticas de prolificidad y precocidad como

condiciones primarias. para 10 cual se ha empieado como herramienta de

estudio fa heterosis, introduciendo material genetico de razas mejoradas en

diferentes sistemas de cruzamientos; sin embargo, 10 anterior ha ido en

detrimentode algunas caracterlsticas valiosas de los cerdoscrio llos, como la

rusticidad, fertilidad 0 habilidad materna (Rojas, 1994; Lemus y Alonso, 2005).



En la actualidad,la informaci6n publicada no es consistente y es escasa, en

particular larelacionadacon elefectodelcruzamientodelCPM cond iferentes

genotipossobre el comportamiento productivo; la poca informaci6n existente

esta restringida a animales criollos en ciertas regionesy no indica evidenciade

heterosis; adernas. estes datos se basanen pocos animalesysusresultados

son contradictorios yseconcretan a descripciones generales, sin implementar

variantes en los sistemas de producci6n; porloque es necesarioestudiarsu

importancia en el crecimiento para establecer programas estrateqicos de

cruzamientosqueconduzcanamejorarlaproducci6n (LemusyAlonso,2005 ).

Estebiotipocriollofuetraido porlosespanoles, ovenfa tambien en lafamosa

Nao de China que atracaba en Acapulco, Guerrero y San Bias, Nayarit. Se

origin6 del cerdo aslatico, confirmado mediante estudios de DNA mitrocondrial.

Aunque antiguamente se Ie encontraba en abundancia, en la actualidad esta

casi exlinto. Posee pelosumamenteerizado peropuede estardesprovistode

el, Elcolormasfrecuenteeselnegro, aunqueloshayrojose inclusopintos . Se

caracteriza por ser d6cil. Su cuerpo es pequeno con tendencia a acumular

grasa,presentanuntipodecarac6ncavayhocicocorto, con unapronunciada

abundanciadedep6sitodegrasaenmaceterosysonpocoprolfficos(Lemusy

Alonso,2005) .

Por 10anterior, podemosconcluirquelasdiferenciasraciales no solo sedeben

alfenot iposinotambienalgenotipo,deb idoa laevoluc i6nyselecci6nquese

UW_ ADAIlfDrlDI
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haeslablec idoenlasdiferenlesrazas . Porunlado, en las razas comercialesse

ha lIevado a cabo la selecci6n artificial encaminada al mejoramienlo de

caracterlslicas produclivas con valor econ6mico como son la prolificidad,

resislenciaaenfermedadesycalidaddelacarneyporolroladoenlasrazas

criollassolohahabidoselecci6nnaluralendondelosanimaleshansobrevivido

acondicionesambienlalesdiversasycambianles locualhapermilidoaeslas

razas ser mas resislentes a enfermedades y a condiciones adversas en el

medioambienle(LemusyAlonso, 2005).

2.3. Selecci6n asistida por marcadores de ADN

Los avances relevanles de algunas de las caraclerislicas econ6micamenle

importantessehanalcanzadobasandoseenelfuncionamienlofenotrpico;sin

embargo,variaslimilacionesdeeslosmelodosdemejorabasadosengenelica

delapoblaci6nsolamentesonevidenlesconelliempoysueficaciadisminuye

cuando las caracterlstlcas son diflciles de medir. Adernas.Ja selecci6n seha

Iimiladoaesascaracterislicasquesepuedenmedircorreclamenleenunagran

canlidaddeanimales(Schwerinetal., 1995).

En la aclualidad, con los avances lecnol6gicos de la biologia molecular e

ingenierla genelica, han surgido metodos mas precisos para realizar la

selecci6n genelica de losanimales mas produclivos. Lacapacidaddegenerar

mapasgeneticos de lasdiferenles especies permite que su genoma complelo

sea evaluado; de esla manera se idenlifican marcadores moleculares

(Sanchez,2003) .



Un marcador genetico es un segmento de ADN con una ubicaci6n fisica

idenlificable en un cromosoma y cuya herencia se pueder astrear. Un marcador

puede ser un gen 0 puede ser alguna secci6n del ADN sin funci6n conocida.

Dado que los segmentos del ADN que se encuentran contiguos en un

cromosomat ienden a heredarsejuntos ,los marcadores se utilizan a menudo

comoformas indirectas de rastrearel patr6n hereditariode un gen quetoda vla

no ha sido identificado, pero cuya ubicaci6n aproximada se conoce. Un

marcador molecular monom6rfico es invariable en todos los organismos

estudiados, perocuandopresentadi ferenciasenel peso molecular, actividad

enztrnatlca, estructura os itiosde restricci6n, se dice que es polim6rfico. Los

marcadores se usan para el mapeo genetico como el primer paso para

encontrar la posici6n e identidad de un gen (Rosas y Avila, 1999; Sili6 et al.,

2000; Valadez y GOnter, 2000; Jimenez y Collada, 2000; Sanchez, 2003).

Los avances de la biologla molecular durante la decada de los 80s, han

aportado una c1ase de marcadores geneticos que permiten visualizar

diferencias tangibles entre las secuencias homologas del ADN de los

organismos. Estas diferencias resultan de cambios entre los pares de bases

que conforman esta molecula. Este tipo de marcadores detecta variaciones

directas a nivel de ADN y tienen ventajas tales como el hecho de ser

dominantesocodominantes, de desarrollarse de manera estable, de caracter

dee fectosple itr6picosydenoestar sujetosalambienteendonde sed esarrolla

el organismo en estudio (Jeffreys et si., 1986; Hagelberg et al., 1991; Valadez y

GOnter,20 00).



La mayor parte de estos marcadores se han desarrollado a partir de la

estrategiadegenescandidatos (en laqueseconocepreviamente la funci6nd el

genyenconsecuenciaresultaprevisiblesu influenciaenelcani cteres tudiado)

(Sili6e t al., 2000).

Algunosestudios handemostradorelaciones entre lasvariantes de genes ye l

comportamiento fenotrpico en varias caracterlsticas y en diferentes especies

animales (Beever et al., 1990; Anderson et al., 1994; Georges et al., 1995;

Haley. 1995; Ashwelle tal. , 1997).

Estos estudios han alentadola ideadeagregarla informaci6ngen otipica ala

informaci6nf enotrpicaparaaumentaroacelerarlarespuestaalaselecci6nde

losmetodostradicionales,locualseconocecomoselecci6nasistidapormedio

de marcadores moleculares (Ramos et al., 2003; Rothschild y Plastow. 1999;

Rothschild.2003a) .

Cuando varios marcadores moleculares se asocian inequlvocamente con un

rasgo genetico. se dice que forman un QTL (loci de rasgos cuantitativos).

Varios QTLs examinan y analizan genes candidatos que han identificado

regiones importantes en el cromosoma y genes individuales asociados con

rasgos de caracterlsticas econ6micas importantes. Asl, QTLs para crecimiento

ygrasa , calidad de carne y caracteres reproductivos han sido identificados en

diversasreg ionesdelgenomaporcino (Rothschild,2003b ).



Montaldoy Barria (1998) ilustran la respuesta a la selecci6n cuando se asiste

conmarcadore smolecul ares,enlasiguientefigur a:

R.. pu .. ta a corto y lnrge plazo d e Ia

et ec<i6nuiJi lida pn r mn r ca dn re. (SAIII)

Figura 1. Respuesta a corto y largo plazo de la selecci6n asistida por

marcadores de ADN (SAM), las Iineas rojas muestran el avance posible usando

SAM comparada a selecci6n convencionai en una caracteristica cuantitativa. EI

efecto de la SAM sera incrementar la respuesta a corto plazo (Reproducido con

autorizaci6n de: Kinghorn, B.P. (1998). Managing genetic change under

operational and cost constraints, 36th National Congress of the South African

Association of Animal Science. University of Stellenbosch 5-8 April. pp 9-16).

Algunos de los genes candidatos que se han idenlificado para crecimiento y

grasa dorsal son el receptor 4 del melanocortin (Ciobanu eta l., 2001), Leptina y

receptor de la leptina (Vincent et et., 1997). Tambien se dispone de informaci6n

sobre genes candidatos y sus mutaciones, que pueden influir sobre

determinadoscaracterescuantitativos:genesdelreceptorde estr6genos (ESR)



(Rothschildetal ., 1996;Shortetal., 1997; Linville el al., 2001), prolactina (PRL)

y receptor de la prolactina (PRLR) (Korwin et al., 2003; Vincent et al., 1998;

Drogemuller et al., 2001; Birgitte el al., 2003) odela proteina deun i6n al retinol

(RBP4) (li nville et al., 2001; Rothschild, 2003b) para parametros reproductivos

o genes relacionados con los niveles de grasa intramuscular (FABP)

(Rothschild,2 003b). Enelambitodelaresistenciageneticaa enfermedadesse

han obtenido recientemente resultados esperanzadores c6mo la

caracterizaci6n delgen de la fucosiltransferasa(FUT1) asociado al receptor de

algunas cepasde Escherichia coli (Vogeli et al., 1996; Meijerink et al., 1997)0

el gen NRAMP relacionado con la resistencia a la infecci6n por Salmonella

(Tuggle et al.,1997; Sun ela/., 1998).

Para obtener marcadores moleculares se utilizan diferentes metodos. La

elecci6n de los mismos debe hacerse pensando en la informaci6n que se

quiere obtener. Las tecnicas que permiten la detecci6n de la variabilidad

genetica directamente al nivel del ADN son los polimorfismos de longitud de los

fragmentos amplificados (AFLP), los amplificados polim6rficos de ADN al azar

(RAPD), los microsatelites y los polimorfismosde la longitud de los fragmenlos

de restricci6n (RFLP) (Sambrook et al., 1994; Valadez y Gunter, 2000;

Rothschild, 2003a). Todas estas tecnicas moleculares implican la tecnologia de

laRea cci6n enCadenadeia Polimerasa.

2.3.1. Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (peR)

Estatecnicafuepatentada en1985y sehavenidoutili zando conbastante



exito en diferentes campos del conocimiento, ha invadido de tal forma la

Biologia Molecular.quehoye nd iaesmuyd ificil imaginare sta ciencias in ella.

En 1993, Kary Mullis recibi6 por este descubrimiento el Premio N6bel. de

Quimica (Boom, 2004).

La reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) ofrece una alternativa a la

clonaci6n basada en vectores comomed io de generarnumerosas copias de

ADN a partir de una muestra simple. Esta tecnica imita la forma en la que el

ADN se replica de forma natural en el interior de la celula. Esta tecnologla se

utiliza para sintetizar in-Vitro fragmentos especlficos de ADN con la finalidad de

detectar una secuencia 0 gen de interes en el genoma de un individuo

(Arredondo, 1993; Valadez y GOnter, 2000; Soberon, 2000).

La PCR tiene varios requerimientos, entre los cuales es indispensable un

molde de ADN, molecules iniciadoras lIamadas primers. una enzima ADN

polimerasa resistente a fluctuaciones de temperatura. una mezcla de

desoxirribonucleotidos trifosfatos (dATP, dCTP. dGTP y dTTP). un

amortiguador apropiado y un equipo lIamado termociclador que tiene la

capacidad de cambiar las temperaturas dependiendo del ciclaje programado

(Sambrooketa/ ., 1994).

La PCRco nsistedetrespasos esenciales: el primeroesla desnaturalizaci6n y

sirve para separar mediante temperatura (94'C) la rnolecuta doble de ADN a

cadenas sencillas, que serviran como moldes para la sintesis del fragmento

respectivo. En el segundo paso, la temperatura se reduce para perrnitir el



alineamiento (0 reconocimiento) de las rnoleculas iniciadoras a 1a secuencia

blanco del ADN molde. Las rnoleculas iniciadoras pueden variar en longitud,

composici6n de bases nitrogenadas y especificidad para parearse con la

secuencia blanco y dependiendo de esto, la temperatura de alineamiento

puedeva riardesde25·Ca 55·C . Enel tercerose "eva a cabo el alargamiento

o extensi6n de la molecule iniciadora mediante 1aenzima ADN polimerasa a

72·C . La mas recomendable es la ADN polimerasa seleccionada para que

tolere la temperatura de desnaturalizaci6n y se mantenga activa durante el

nurnero de ciclos que se requieran. En muchas investigaciones se utiliza la

ADN polimerasa Taq, proveniente de la bacteria term6fila Tennus aquaticus,

debidoaquetoler~latemperaturadedesnaturalizaci6nsinalterarlafunci6nde

polimerizaci6n. Estos tres ciclos se repiten en el termociciador, permitiendo

obtenerdemaneraexponencialelfragmentosintetizadoa partir del moldede

ADN (Innis et al., 1990; Arredondo, 1993; Sambrook et a/., 1994; Valadez y

Gonter, 2000; Soberon, 2000; Boom, 2004).

2.3.2. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricci6n

(RFLP)

Los marcadores de ADN son secuencias gen6micas localizadas en un mismo

locus peroque difierenen su secuencia debases nitrogenadas. Esas

variaciones son consecuencia de varios eventos de mutaciones que -se

manifiestanen los genomas que se comparan. Para detectaralguna de estas

mutaciones se utiliza la tecnica de RFLP (Valadez y GOnter, 2000). Esta

tecnologla utiliza enzimas de restricci6n (endonucleasas) para fragmentar la



molecuta de ADN, detectando el polimorfismo a traves del nurnero y tamano de

los fragmentos (Drinkwater and Hetzel, 1991; Sambrook et et., 1994; Valadez y

G~nter, 2000; Jimenez y Collada, 2000; Sanchez, 2003; Rothschild, 2003a).

Cada una de las endonucleasas (actualmente se conocen mas de 1500)

reconocenycortansolamenteunasecuenciaespeclficadebasesnitrogenadas

en el ADN, siempre y cuando estas no esten protegidas (metiladas). EI propio

cromosoma bacteriano esta protegidocondichoprocesode metilaci6n en los

sitios que reconocen las endonucleasas que la misma bacteria produce, porlo

que no es afectado. Cualquier otro ADN que no estuviera rnetilado, podrla ser

reconocldoycortadoenfragmentosdelongitud definfdaycualquiermutacl6n

dentrodeesossitios, podrfacambiarelpatr6ndelfragmentoypermitirquese

detecte un RFLP al comparar dos 0 mas genomas (Valadez y Gunter, 2000).

Para fa deteccl6n de RFLPs, en primer lugar es necesario aislar el ADN del

organismo de tnteres, purificarloy cortarlo con una 0 mas endonucleasas de

restriccl6n. Losfragmentosresultantesseseparanen un gel de agarosa por

electroforesfs. EI fragmento especlfico de ADN se hara visible con

autorradiograffa, luminograffa 0 quimioluminiscencla (Valadez y Gunter, 2000;

Sambrook etal., 1994).

Una vez amplificado y digerido el ADN, los fragmentos resultantes son

separados en funci6n de su tarnano por medio de un proceso denominado

• electroforesis (Sambrook et al., 1994; Rothschild, 2003a), que consiste en

separar fragmentos de ADN en funcl6n de su tarnano al aplicar una corriente



electrica a un gel en el interior del cual se ha introducido una mezda de

fragmentos (Anderson et al., 1994). Estos comienzan a moverse desde el polo

negativo al polo positivo de tal modo que los fragmentos mas pequelios se

mueven mas rapido que los mas grandes. Cuando la corriente cesa, los

fragmentos de ADN se han distribuido a 10largo del gel, situandose los mas

pequenos mas cerca del polo positivo, adoptandouna apariencia similar a un

c6digo de barras. Cada barra contiene un fragmento de ADN de un tamano

determinado. Adicionalmente puede utilizarse una secuencia complementaria

de un ADN como sonda para buscar un fragmento especlfico en el patr6n de

2.4. Genes candidatos relacionados con caracteristicas reproductivas en

Enrasgos que se expresan tarde en la vida de los cerdos, con heredabilidades

bajas, como tarnano de la camada, se pueden ulilizar marcadores geneticos

queidentifiquena machosyhembrasquetenganlosalelosbeneficos parala

caracteristica de lnteres y que se pueda detectar a edad temprana

(Drogemulleretal., 2001).

. Los genes candidatos analizados para reproducci6n han mostrado un rnerito

considerable. Algunos resultadoshan demostradoclaramente que el ESR, PRL

Y PRLR se asocian significativamente con tamano de la camada en algunas

razas comerciales (Rothschild et al., 1996: Short et al., 1997; Linville et al.,

2001; Rothschild,2003b).



Receptor Estrog{mico (ESR)

Loseslr6genossonhormonasesleroideasquejunloconlaprogesleronahacen

posiblelafertilidaddelashembrasalliberarel6vuloyregularel cicio sexual;

adernas, loseslr6genosdeterminanelfenolipode las hembras, haciendoque

los6rganossexualesalcancensudesarrollocomplelo, enel lracto qenital.Jos

estr6genostienenelsiguienleefeclo:elovarioresullainhibidoensufunci6n

pordosiselevadasdeeslr6genos; porelconlrario, canlidadespequenasde

eslr6genos actuan eslimulando. Bajo la influencia de los eslr6genos, el

oviducloaumenlaenlongiludydiamelro,eslosacluaneneluleroenlafasede

la pUbertad,as lcomolorelalivoa los fen6menosde desarrollo del cicioulerino,

revislen particular importancia en la preparaci6n del endomelrio para el

anidamienlo del 6vulo fecundado, la vagina experimenla una serie de

alleracionesdelamucosa, las cualessirven principalmenle para laproducci6n

de un acondicionamienlo adecuado para el apareamienlo. En sinergismo con

olras hormonas, los eslr6genos ayudan el desarrollo de las glandulas

mamarias e inducen el comportamienlo lipico del celo en las hembras (Smidl y

Elienforff,1972 ;Hershman , 1981; Jubiz, 1996).

Sin embargo,lodas las funciones de los eslr6genos estan mediadas por sus

receplores (ESR), que han sido importanles reguladores en los procesos

reproduclivos. Por esla raz6n, el gen del receptor de los eslr6genos se ha

esludiado como un gen candidalo para tamano de la camada en cerdos



(Rothschild etal., 1996; Short etal.,1997; linville etal., 2001; Drogemuller et

al., 2001; Isleretal., 2002; Nogueraetal., 2003).

Los estr6genosacruananivel intracelularen las celulas diana que contienen

los receptores estroqenicos. AI lIegar a dichas celulas, los estr6genos se

separandesusproteinasportadorasyseinternalizanenlacelulahastallegar

al nucleo en donde se encuentran los receptores estroqenicos, AI unirse a

estes se activan, separandose de las lIamadas HSP (Heat Shock Proteins),

dimerizandose y uniendose al elemento de respuesta estr6genica. Este

complejo se une al ADN y en ultimo terrnino, todos estes eventos se traducen

en lasintes is de nuevas proteinas por los ribosomasdel reticuloen doplasrnico.

Estas proteinas, son las responsables de los efectos estroqenicos en los

6rganos diana. En la figura 2 se puede observarel mecanismode acci6n de

losreceptoresestrogenicos(McDonnell,2004) .

Figura 2. Mecanismode acci6n del ReceptorEstroqenlco. ~ . .



EI gen del ESR se localiza en el cromosoma 1p2.4-p2.5. Es de herencia

autos6mica codominante (Rothschild et al., 1991). Una mutaci6n de una limina

porunaguaninaeniaposici6n1665enia razaMeishanyLargeWhitehasido

asociada con caracteristicas reproductivas, principalmente tarnano de la

camada(Rothschiletal., 1996;Shortetat ., 1997).

Para su estudio, diversos invesligadores han amplificado fragmentos de ESR

con la metodologia de PCR y cortado con la enzima de restricci6n Pvull,

encontrando polimorfismo dialetico, con alelos denominados A y B (Rothschild

et al., 1996; Short et al., 1997; Linville et al., 2001; Drogemuller etat., 2001;

Isler et el., 2002; Nogueraetal., 2003).

Diversas investigaciones han demostradoqueel alelofavorable para aumentar

el numero de lechones nacidos vivos ytotales (Rothschild etal., 1996; Shortet

al., 1997;Chenetal., 2000; GoliasovayWolf,2004)yel pesode la camadaal

nacimiento (Isler et al., 2002) es el alelo B. Horogh y colaboradores (2005)

tamblen encontraron que el genolipo BB fue superior al genotipo AB y AA para

lascaracter isticas numerodelechonesnacidostotales , lechones nacidos vivos

ylechonesdesteladosencualquierparidadyaunqueNogueraycolaboradores

(2003) reportaron una baja frecuencia del alelo B en la raza Landrace, este fue

asociado significativamente con aumentodeltamanodela camadadel tercer

parte en adelante. En una poblaci6n de cerdos chinos los animales

homocigotos B produjeron de mas 1.4 a 3.37lechones nacidos totales y de

mas 0.63 a 3.58 lechones nacidos vivos por camada que las cerdas con

genotipoAA (Chen etat ., 2000).



Los aIelos para ESR se reportaron primeramente en las razas Meishan y

Yorkshire (Rothschild et al., 1996); sin embargo, en el estudio de Short y

colaboradores, (1997) no deteetaron el alelo B en la raza Duroe al igual que

Linville y eolaboradores (2001), quienes tampoeo 10 deteetaron en la linea

sintlltieaLandraee/LargeWhi te.

Por otro lado, Drogemuller y eolaboradores (2001), eomentan que el

polimorfismo para ESR desafortunadamente no fue observado en la raza

Landraeey Duroe, todos los animales de esas razas fueron homoeigotos AA y

enla linea DuroclLargeWh ite la freeueneia para el alelo A fue de 0.90 Y del

aleloBdeO.10ynosedeteetaronanimaleshomoeigotosBB .

Otros reportes de la freeuencia del alelo B en diferentes razas del gen ESR son

las siguientes: 0.17 en una linea sintetica 0/. Duroe, 0.51 en tres IIneas

smtetlcas con una base comun de Large White (Short et al., 1997),0.48enla

razaYorksh ire, 0.40 en la raza Large White (Isler et al., 2002) yO.07enlaraza

Landraee(Noguera etal., 2003).

Retinol-b inding Protein 4 (RBP4)

La vitamina A es una vitamina liposoluble (tarnbien eonocida como retinol) que

tiene multiples y diversas aetividades biol6gieas, las euales se pueden

enumerareneuatroprincipales:



1. Ayuda ala reproducci6n normal de las cetulas, en un proceso lIamado

diferenciaci6n (las celulas que no se diferencian normalmente tienen

masprobabilidadesdesufrircambiosprecancerosos).

2. Es necesaria para la visi6n; la vitaminaA mantiene a las celulas sanas

en distintas estructuras del ojoysenecesitapara latransducc i6ndela

luzenserialesnerviosasenlaretina.

3. Senecesitaparaelcrecimientoyeldesarrollonormalesdelembri6nyel

feto; influye en genes que determinan el desarrollo secuencial de los

6rganosduranteeldesarrolloembrionario.

4. Puedesernecesariaparalafunci6nreproductivanormal;influyesobrela

funci6ny el desarrollode los espermatozoides,losovariosyla piacenta.

Las multiples acciones biol6gicasdel retinol sonmediadas pordosclasesde

protefnas: receptor del retinolyretinol bindingprotein.

Una vezdentrodel organismo, elretinolsealmacenaenel hlgado. Enelcaso

dequelostejidosnecesitendelretinol,esteestransportadoatraves de la

sangre unido a una protelna lIamada Retinol Binding Protein (RBP). Se origina

asflaholo-RPBquese procesa enel aparatodeGolgiysesecreta al plasma.

Los tejidos son capaces de captarla por medio de receptores de superficie.

Esterecepto r, a suvezregulala manifestaci6nde varios genes, la mayoria de

eliosasociadosconladiferenciaci6ncelular(NalubolaandNestel, 1999).



Hay un aumento en la expresi6n del gen R8P4 en ellumen uterino entre los 10

Y 15 dlas de gestaci6n. Hay mayor producci6n de esta protelna de uni6n al

relinolduranteelestablecimientod elagestaci6n, porlocual secons idera que

juega un papelimportante enl a reproducci6n (li nville et al., 2000).

EI gen responsable de la sintesis del R8P4 se localiza en el cromosoma 14 y

es estudiado como gen candidato para tamalio de la camada en cerdos porque

esta envuelto en el desarrollo embriol6gico transportando la vitaminaA en el

uterodurantelosperiodoscriticosdela gestaci6n (Messer et al., 1996).

Rothschild y colaboradores (2000), amplificaron un fragmento de 550 pb del

gen R8P4 Y 10 sometieron a restricci6n con la enzima Mspl observando dos

aielos denominados A y8. Los alelosob servadosfu eron descritos como sigue:

(A) 190,154 Y 136 pb Y (8) 154, 136 Y 125 pb. En sus resultados report6

efectos aditivos asociados al gen R8P4 de 0.23 lechones mas por camada en

seis llneas comerciales; por otro lado con anterioridad Messer y colaboradores

(1996)ha bian reportadoefect osa ditivos de O.52±30 Iechones porca mada en

laraza Large-White, adernas los resultados de ambos trabajos mostraronque

el aleloAeselfavorableparaaumentare ln umerode lechones nacidos totales

y lechonesnac idosv ivos.

Las frecuencias genicas reportadas de una linea comercial (Landrace/Large

White), para el gen R8P4 fueron de 0.42 para el alelo A y 0.58 para el alelo 8

(Linvilleetal., 2001).



Por otro lado, Drogemuller y colaboradores (2001) reportaron frecuencias de

0.62enllneassinteticas (DuroclLargeWh ite),O.67enLandraceAleman y 0.85

en Durocp ara el alelo A; sin embargo, a pesardeque la frecuencia del alelo

favorable (A) fue mayor al 50% el gen RBP4 no tuvo efecto significativo sobre

tamanod elacamadaenlallneasintetica(DuroclLargeWhite ).

2.5. Genes candidatos relacionados con resistencia a enfermedades en

La creciente presi6n de selecci6n aplicada a los rasgos cornerclalmente

importantes en la producci6n porcina, generalmente es acornpanada de

incremento en los problemas de enfermedad. EI inicio de una enfermedad

generalmente es el resultado de la interacci6n del genotipo del animal y el

ambienteal cual se expone. Elcontrol geneticod e ciertas enfermedades puede

ser la presencia 0 ausencia de receptores de herencia simple (Rothschild,

2003b). Por tal motivolos genes que codifican para presencia 0 ausencia de

receptorespara algunos antfgenos se han convertido en genescand idatos para

resistenciaosusceptibilidaddeenfermedades.

Alpha 1,2fucosyltransferasa (FUT1)

Lad iarrea eni echones esu n importante probiema en Ja producci6n de cerdos.

EI principal agente etiol6gico son las cepas de E. coli que poseen el antlgeno

K88. Estascepastienen lahabil idaddeadherirsea lamucosa intestinal,lacual

tienegrandesfacilidadesde colonizaci6nenel intestinodelgadoydeesta



manera causa la diarrea . La adhesi6n es promovida por filamentos . EI K88 de

adhiere a receptores especificos en el borde de las celulas epitelialesdel

intestino dependiendo de las variantes del antigeno K88 ab, ac 0 ad. Los

receptores especificos en la celula blanco son compuestos de diferentes

azucares , tal como D-galactosa , que ayudan a laadhesi6n bacteriana(Vogueli

eta/ ., 1996; Meijerinketa/., 1997; Bindereta/., 2002).

EI gen FUT1 es estud iado como gen cand idato para resistencia a infecciones

causadas por E. coli en lechones de 4 a 12 semanas de edad, ya que esta

asociado ala sintes is de los recepto res para el antigeno K88 (Vogueli et et.,

1996). Este gen se localiza en el cromosoma 6q11 y mide 9.3 kb

aproximadamenteypresentadossitiosdemutacion, en la base 307 y857enel

exon2,dondecambia una guanina poruna adenina (Meijerinketal.,2000).

La existencia de dosfenotipos porcinos , uno de los cuales careci6 del receptor

intestinal para K88 ac fue descr ito primeramente por Sellwood y colaboradores

(1975) ellosencontraron que la presencia del receptorpromueve laadherencia

delantigeno K88ac, por 10tanto son susceptiblesa ladiarreaporK88yfuede

herenciadominante.

Para determinar el polimorfismo del genotipo de FUT1 fue usada la

amplificaci6n por peR y digest i6n con RFLP con la enzima Hhal, el

polimorfismo fue dialel ico (alelo A y G). EI alelo G es el que codifica para la

sfntesis de receptores , este se ha relacionado con susceptibilidad a la infecci6n

yesdeherenciadominante.CuandoelaleloAestapresentenohayreceptores
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para el antlgeno K88 de la bacteria E. coli , por 10 tanto los animales son

resislenles alainfecci6ncausadaporesla bacleria,eslealeloes recesivo

(Meijerinketal., 1997 ; Ciobanuetal., 2001 ; Yan etal., 2003). Losresulladosde

Binder y colaboradores (2002) mostraron una asociaci6n del genolipo FUn

con el fenotipo, del 100% de los animales esludiados, donde los animales

homocigolos A fueron resistentes a la adhesi6n y los heterocigotos y

homocigotosGfueronsusceptiblesalaadhesi6n, las razasestud iadasfue ron

Landrace,P ietrainyLarge White.

Por otro lade Horak y colaboradores (2005) estudiaron la relaci6n de los

genotipos de este gen con el comportamiento reproductivo de las marranas y

encontraronefe closfavorablesdelgenotipoGGsobretamanodelacamada, al

igual que los esludios de Hernandez y colaboradores (2006) que reportaron

relaci6n de los genotipos GG con aumento del tamano de la camada.

La frecuencia del polimorfismo de FUTl es diferente entre razas. Se ha

demoslrado quel ara za Mangalitsa esd e las masr esislentes al a enfermedad

de edema yd iarrea. Existencr eencias, generalmenle aceptadas, que las razas

anliguas, podrfan ser un recurso importante de genes que confieren resistencia

para diferentes enfermedades {Ciobanu et a/., 2001).



III. MATERIALES Y METODOS

EI trabajo experimental seJlevo a cabo en el Laboratorio de Genetica

Molecular de la Unidad Acadernica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

UniversidadAut6noma de Nayarit

3.2. Animal es experimentales

Los animales en estudiofueron proporcionados por ia granja las Beatasde la

Unidad Academlca de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Aut6noma de Nayarit. Los cerdos se agruparon de acuerdo a la raza,

origimlndose tres grupos que quedaron dela siguientem anera:

Grupo 1 - Raza Yorkshire (n = 29)

Grupo 2 - Raza Pel6n Mexicano (n = 46)

Grupo 3 - Raza Cuino (n = 28)

Por el metodo aseptico de la vena car6tida interna, a cada animal se Ie

extrajeron 5m ld e sangre ent ubos vacutainer conO.5mg /mld e anticoagulante

EDTA, la sangre se transport6 allaborat oriocon refrigerantes y se almacen6 a

.20·C para su posterior procesamiento.



3.3. Extracci6n y purificaci6n de ADN gen6mico

La extracci6n y purificaci6n deADN a partir de sangre se realiz6 mediante el

protocolo descrito por Sambrook y colaboradores (1994), con algunas

modificaciones,el cual se describe a continuaci6n:

Extracci6n YPurficaci6ndeADNconiatecnicalen6lica

Poner 0.3 ml de sangre con anticoagulante EDTA en tubos Eppendorf de 1.S 0

Agregaraguadestiladalriade1 .Sa2ml ymezc lar.

Centrifugar a 12000 RPM por Smin a 4°C.

Tirars obrenadanteconpipetaodecantar yquedarseconpaquetesedimento.

Agregarde1 .Sa 2m ld eaguadestilada.

Mezclarconvortex.

Centrifugar a 12000 RPM por Smin.

Pipetearo decantar para dejar sedimento.

Agregar 1 ml de soluci6n Lisis (10 mM Tris-HCI pH8, 400 mM NaCI, 20 mM

EDTA, O.S% SDS).

Mezclarconvotex (deshacerpaqueteconpuntassiesnecesario).

Agregar SO~g/m l de Proteinasa K e incubar a 6S0C por una hora. Deshacer

paqueteconvortex.

Adicionar un volumen de lenol, mezclar por inversi6n y centrifugar a 12000

RPM porS min.



Recuperar fase acuosa y adicionar un volumen Clorofonmo-Isoamilico (24:1),

agitar por inversi6n durante 5 min, centrifugar a 12000RPM por 5 min.

Recuperar fase acuosa y precipitar con NaCI a una concentraci6n final 0.2M

masunvolumendelsopropanolconcentrado,mezclarporinversi6nhastaque

aparezcalahebradeADN.

Con una punta se toma la hebra (sin succionar) y se transfiere a un tubo

Eppendorf nuevo.

Lavar con 200 ~I de Etanol al 70%, centrifugar a 14000 RPM por 10 min y

decantarcu idandonotirarlapastilla.

Secarpor2 horas a 42· Coenspeedvacum concentradoralvaclo.

Suspender en 100 ~I de EDTA 1 Mm 0 en agua bidestilada desionizada para

guardar a _20· C. Antes de guardar suspender bien el ADN a 50·C, cuidado

de no degradar poralt a temperatura.

Electroforesisdeiapurificaci6ndeADN

Para verificar la integridad del ADN purificado se realiz6 una electroforesis

horizontal en geles de agarosa al 1%. Se carg6 una mezcla de 3 ~I de ADN, 2

~I de azul de bromofenol y se ajust6 con TAE 1X a un volumen final de 10 ~I .

Las condiciones de electroforesis fueron de 30 minutos a 90v oltios. Al termino

dela electroforesislos productosfueron teli idoscon bromurod e etidio a una

concentraci6n final de 5 ~g/ml durante 5 minutos y visualizados en un

transluminadorde luz UV; se utilize como marcadorde peso molecularNBstEII,

conslderandose como purificaciones optimas aquellas que presentaban una

bandaun ica, intensaydealtopesomolecular.



3.4. Reacc l6n en Cadena de la Pollmerasa (PCR)

Siguiendo los protocolos de Short y colaboradores (1997), Meijerink y

colaboradores (1997) y Rothschild y colaboradores (2000), se amplificaron

fragmentos del gen receptor estroqenlco (ESR), alpha 1,2 fucosyltransferasa

(FUT1) y Retinol-bindingprotein4 ,res pectivamente.

Losp rimersusadospara laamplif icaci6ndecadagenfueron loss iguientes:

Gen Primer

ESR
F 5' CCT GTT TTT ACA GTG ACT TTT ACA GAG 3"

R 5' CAC TTC GAG GGT CAG TCC AAT TAG 3'

FUTl
F 5" CTG CCT GAA CGT CTA TCA AGA TC 3'

R S" CTT CAG CCA GGG CTC CTTT AA G 3'

RBP4
F 5" GAG CAA GAT GGA ATG GGT T 3'

R S" CTC GGT GTC TGT AAA GGT G 3'

Las concentraciones de los reactivos utilizadas en la PCR para amplificar los

fragmentos del ESR, FUTl Y RBP4 fueron:

Concentracl6ndel Reactivo Concentraci6nfinal lrx

ADN50nglpl 100ng 2 pl

Taq polimerasaSUlpl 1U 0.2 pl

Primers l 0 p M 0.4pM lpl

dNTPs 2mM 0.2mM 2.Sp l

Buffer lOX lX 2.5pl

MgCI230mM 1.5mM 1.2Spl

H2O c.b.p.2Spl lS .SSpl

Las condiciones de la PCR para ESR y FUTl fueron: un cicio de 9SoC durante

ocho minutos; 30 ciclos con tres tiempos a temperaluras distintas; el primer



tiempo a 95°C durante 45 segundos, el segundo a 58°C durante un minutoyel

tercero a 73°C durante un minuto; y finalmente un cicio a 73°C durante 10

minutos.

Las condiciones de la PCR para el RBP4 fueron: 1 cicio de 95°C durante 8

minutos, 35 ciclos de 95°C 45 segundos, 62°C un minuto y 73°C un minuto y, 1

ciclode73°Cd urante10 minutos.

Los tamaiios de los fragmentos amplificados para el gen ESR fue de 120pb,

para el FUT1 de 421pb y para el RBP4 de 550 pb. Los produclos de PCR del

ESR fueron visualizados en geles de agarosa al 4% y los de FUT1 y RBP4 en

geles de agarosa al 3%,t odos preteii idoscon bromuro de etidio (0.5 lJg/ml) en

untransluminadorderayosultravioleta.

3.5. Pol imorf ismo de la Long itud de los Fragmen tos de Restricci6n (RFLP)

Las enzimas de restricci6n usadas para digerir el ESR y FUT1 fueron la Pvull y

Hhal, respectivamente, ylas concentraciones de los reactivos ulilizados para la

digesti6nfueronlassiguientes:

Reacti vo Concentra ci6nfinal 1rx

Productode PCR - --- 5.0lJ l

Enzimadereslricci6n 10U/lJI 1U 0.1lJ l

Bufferd e enzima 10X 1X 1.0 lJl

H2O c.b.p. 1OlJl 3.9lJl



La enzima de restricci6n que se us6 para digerir el gen RBP4 fue la Mspl. EI

protocolodelRFLPfueelsiguiente:

React ivo Concentraci6nfinal 1rx

Producto deP CR ---- 5.01J1

Enzimaderestricci6n10UlIJI 2U 0.21J1

Bufferdeenzima10X 1X 2.01J1

H2O c.b.p. 1OIJI 2.81J1

Las digestiones del ESR y FUT1 fueron sometidos a una temperatura de 3rC

durante 3 horas y la restricci6n del gen RBP4 se someti6 a la misma

temperaturaperodurante7horas.

3.6. RFLPsgenerados

Los fragmentos generados de los RFLPs fueron visualizados en geles de

agarosa a14% en el caso del ESR y RBP4. Y a13% en el caso de FUT1, todos

preteli idos con bromurode etidio (0.5 IJg/ml), en un transluminadorde rayos

ultravioleta. EI marcador de peso molecular usado como referencia para medir

el tamalio de los fragmentos fue el pBR322/Mspl.

EI ESR tuvo un solo sitio de restricci6n generando dos fragmentos, uno de 65 y

otro de 55 pb para el alelo B mientras que el aleloA no tuvo ninqun sitio de

restricci6n.



Fotogra fla 1. Visualiza ci6n de bandas obtenidas por la tecnica de RFLP

para el diagn6st ico del gen ESR.

120 pb

65pb
55p b

E~ la folografia 1, se observa en gel de agarosa al 4%, los productos

esperadospara llevaracaboeldiagn6slicodelosdislinlosgenoliposparaeJ

gen ESR; el carril uno liene pBR322/Mspl, en los carriles dos, Ires, cuatro, siele

y nuevese observan genoliposAAy en loscarr ilesc inco, seis, ochoy diezlo s

genolipos AB.

EI aleloA del FUT1luvo un solo siliod er eslricci6nqu edandodo sfragmenlos,

uno de 328 y olro de 93pbyel aleloGluvodos sitios de reslricci6n generando

Iresfragmen los,de 241,93y87pb.



Fotog rafia 2. Visual izaci6n de bandas obtenidas por la tecnica de RFLP

para el dlagn6st icodel gen FUT1.

Carriles
6

328pb

241pb

En lafologra fla 2, se pueden observarlas bandas esperadas para diagnosl icar

los dislinlos genolipos para el gen FUT1; en los carriles uno y nueve se

encuentra el marcador de peso molecular pBR322/Mspl, en los carriles dos,

Ires, cualroy cinco se aprecian las bandas para los genotipos GG yen los

carrilesseis ,s iele y ocho las del genotipoA G.

EI gen RBP4 tuvo dos alelos, el A y el B, para el alelo A se generaron 3

fragmentosde 190,154y136pb yparaelale loB 154, 136 y1 25pb .



Fotogra fla 3. Visual izaci6n de bandas obtenidas por la tecnica de RFLP

paraeldiagn6sticodelgen RBP4.

190 pb
154pb
136pb
12Spb

En la fotografla 3, se pueden apreciaren un gel de agarosa a14% las bandas

para diagnosticar los genotipos AB y AA esperados para el gen RBP4; los

carriles uno y cuatro tienen el marcador de peso molecular pBR322/Mspl, en el

carrildosseobservaelgenotipoA Byenelcarrilt reselgenotipoAA .

3.7.An alis isestadistico

Analisisdefrecuencias

Se realiz6 un analisls de frecuencias genicas y genotlpicas paracadagen,



usando una prueba de X2
, considerando la metodologla propuesta por Nei

(1987).

Distanciasgeneticasvarbolesfilogeneticos

Se calcularon distancias geneticas para construir arboles filoqeneticos

existentesentrelosdistintosgruposdeproducci6n,empleandolosmetodosde

Distancia estandar y Neighbor-Joining (Nei, 1972; Nei et al., 1983; Saitou y Nei,

1987).

Para estos calculos se utiliz6 el paquete Phylip 3.5c (Felsenstein, 1995). Se

realizaron100bootstraporeplicacionesaleatoriasdeconjuntosdedatos

partiendodeloriginal,paraproporcionarconfiabilidadenlatopologfadelos

arboles, siguiendo las rutinas Seqboot (Felsenstein, 1995). Se realizo la rutina

Gendistparael calculod eDistanciasestandardeNei (1972):

D=·logIN

Xik Y Yik son las frecuencias del i-eslrno alelo del k-esirno locus en las

poblaciones X Y Y. mk es el nurnero de alelos en el k-esirno locus. Con el

procedimiento Neighbor utilizando el rnetodo Neighbor-Joining se realizaron

arboles filogeneticos, concensando elm ejorarbol con la rutina Consense que

aplica el metodo "Majority rule" al seleccionarel arbor con rnas frecuencla de

acuerdoalos bootstrap (Felsenstein, 1995).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Frecuenci asgenicasy genotipi cas

Lasfrecuenciasg{m icasygenotlpicasdelgen ESRde lastre s razasen estudio

se mueslran en el cuadro 1. EI gen ESR mostr6 dependencia con las razas

Yorkshire, Cerdo Pel6n Mexicano (CPM) y Cuino (p =0.01) con la prueba de

X2
•

Cuadro 1. Frecuenciasgenicasygenotipicas delgen ESR

Frecue nciagenica Frecuenciagenotipica
Raza

A B AA AB BB

Yorkshire 0.62 0.38 0.35 0.55 0.10

CPM 0.74 0.26 0.48 0.52 0.0

Cuino 0.84 0.16 0.68 0.32 0.0

ESR - Receptor Estr6genlco, CPM - Cerdo Pel6n Mexlcano

La frecuencia del alelo Bal igualqueelgenotipo BBes mas alta en loscerdos

de raza Yorkshire. Desde 1996 con los estudios de Rothschild etal. (1996) al

alelo B se Ie ha considerado como favorable para aumentar eJ tarnano de la

camada en cerdos, si setomaen cuenta que la raza Yorkshire es una de las

maspro Jificasestos resultados son muy importantes porque la poblaci6nde la

raza Yorkshire muestra mayor frecuencia del alelo favorable y aunque no se



haeeunaseleeei6ngenotipieaestopareeeindiearqueeigensevafijandopor

seleeei6nindireetadelgenotipo.Casoeontrariosereflejaenlas razasdeCPM

yCuinoquetienen una freeuencia menordeiaieloBynoseeneontr6genotipo

homocigotoBenningunadeestasdospoblaeiones.

La ausencia del genotipo BB en las razas criollas, eoneuerdan con los

resultados de Drogemuller y eolaboradores (2001) y Hernandez y

eolaboradores (2006), que tampoeo eneontraron homoeigotos B en la raza

Duroe, Large White y York-Landrace. Adernas se han reporlado freeuencias del

alelo B de 0.10 en la linea Duroe-Large White (Drogemuller et al., 2001), 0.17

en una linea slntetica % Duree, 0.51 en tres Iineas sinteticas con una base

comunde Large White (Shorletal., 1997),0.48en la raza Yorkshire, 0.40 en

larazaLargeWhite(lsleretal., 2002),O .07en laraza Landraee (Nogueraet

al., 2003) y 0.27 en cerdas York-Landrace (Hernandez et al., 2006). Estos

reporleseoneuerdan con los resultadosobtenidos en esteestudioquetuvo

freeueneiasbajasdelaleloBmenoresaO.38enlasrazasestudiadas.

Rothschild y eolaboradores (1996) expliean que el atelo B del gen ESR esta

presenteunieamenteengruposselectosderazasdecerdos,loeualpodrfaser

una explieaei6n de la ausencia de animales homoeigotos B en las razas CPM y

Cuinos.

4.1.2. Gen FUT1

En el euadr02semuestranlasfreeuenciasgenieasygenotipieasdetodoslos
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animales incluidos en este estudio para el gen FUn, con diferencias

significalivas(p=0.02)conlapruebadeX2.

cuadrc z. Frecuencias genicas ygenotipicas del gen Fun

Raza
Frecuenciagenica Frecuenciagenotipica

A G AA AG GG

Yorkshire 0.33 0.67 0.10 0.45 0.45

CPM 0.36 0.64 0.11 0.50 0.39

Cuino 0.55 0.45 0.39 0.32 0.29

Fun - Alpha 1,2 fucosyltransferasa, CPM - Cerdo Pel6n Mexicano

Se encontr6 mayor frecuencia gemica del alelo G en los cerdos Yorkshire y

CPM al igual que las frecuencias del genotipo GG. Resultados similares obtuvo

Hernandez ycolaboradores (2006) con frecuencias de 0.69 yO.59 del aleloG

en grupos de cerdas York-Landrace de alta y baja producci6n,

respectivamente.

Horak y colaboradores (2005) reportaron que las cerdas con genotipo AA

tuvieronmenornumerodelechones nacidostotales , lechones nacidos vivos y

lechones destetados que las cerdas con genotipo GG. Por otro lado, se ha

venido reportando que el alelo A confiere resistencia a diarreas causadas por

E. coli en lechones (Meijerink et al., 1997; Ciobanu et al., 2001; Yan et al.,

2003); sin embargo, estos investigadores no relacionaron este gen con

productividad unicamente con resistencia 0 susceptibilidad a las infecciones

causadas por la bacteria, por 10 tanto resulta importante que en nuestros



resultadosla frecuencia del alelo Afuera mayor en los cerdos Cuinos que son

considerados como un recurso importante de genes que confieren resistenciaa

diferentesenfermedades (Lemus yA lonso,2005 ).

4.1.3.GenRBP4

Se encontraron dos alelos para el gen RBP4 y estan presentes en todas las

razas estudiadas; sin embargo, no mostrarondi ferencias significativas (p>0.05)

con la prueba de X2
, adernas no se encontraron animales homocigotos B igual

que Hernandez y colaboradores (2006) que tampoco detectaron homocigotos B

en una poblaci6n de cerdas York-Landrace. Tanto las frecuencias genicas

como genotlpicas fueron similaresen las tres razas locual sepuedeconstat ar

cuadro s. Frec uencias genicasygenotip icasdel gen RBP4

Frecuenc iagenica Frecuenciagenotipica
Raza

A B AA AB BB

Yorkshire 0.74 0.26 0.48 0.52 0

CPM 0.74 0.26 0.48 0.52 0

Cuino 0.75 0.25 0.50' 0.50 0

RBP4 =Retinol-binding Protein 4, CPM - Cerdo Pel6n Mexlcano

Se esperaban altas frecuencias genicas del alelo A y del genotipo AA en la

razaYorkshire porserla mas prolificayporque al aleloAse Ie ha considerado



como favorable para aumentar el tarnano de la eamada (Messer el a/.. ' 1996;

Rothschildefal., 2000 ; Linvilleefal., 2001; Hemandeze fal., 2006).

Diferente a los reportes anteriores, Drogemuller y eolaboradores (2001) no

eneontraron efeetos signifieativos sobre tarnano de la eamada en la linea

sintetic a (Duroe/Large White) y reportaron freeueneias de 0.62 en Iineas

sinteticas (Duroe/Large White), 0.67 en Landrace Aleman y 0.85 en Duroe del

alelo A,e sto indiea que las freeueneias si pueden ser diferentesentre razas lo

euaino sucedi6 en este trabajo yias freeuenciasd eiaie ioAfueron similares en

4.2. DistaneiasgemHieasy arbolesfilogeneticos

Con la informaei6n de las freeuencias genieas se obtuvieron distancias

genetieas y a partir de ellas se obtuvieron arboles filogenetieos para cada gen

porsep arado.

4.2.1. Gen ESR

Lasd istanciasgen etieasealeuladasparaelgenESRsemuestraneneleuadro

4. EI gen ESR se agrup6 de aeuerdo a las razas de eerdos con distancias

genetieas menores a 0.01 de los CPM con Cuinos. En la figura 3 se apreeia

elaramente que los eerdos de raza Yorkshire estan mas distantes

genetieamente de los eerdos Cuinos, los CPM estan mas eereanos a los

CuinosquealosYorkshire.



Cuadro4. Distancias estandarde Nei entre razas de cerdos cons iderando

las frecuencias genicasdel gen ESR

Lo anterior puede explicar que las poblaciones de cerdos CPM y Cuinos son

mas cercanas entre si debido a que sonr azas menos proJificas con tamanode

camada de 6.36 en los CPM y 5.97 en los Cuinos (Lemus et al., 2003)

comparadas con el tarnano de camada de la raza Yorkshire que tiene un

tarnano de camada de 9.7 de acuerdo a los reportes nacionales de PigChamp

(2000). Esta explicaci6n esta basada en el hecho de que al gen ESR se Ie ha

relacionado con caracterislicas de prolificidad en cerdos (Rothschild et al.,

1996; Short et al., 1997; Horogh eta l., 2005; Chen etal., 2000; Goliasova and

Wolf,2004) .

Fi~ura3.ArbolfilogenetiCO(Neighbor.Joining)COnSiderandolas

distanc iasgeneticasdetodas las razasestud iadas para el gen ESR.



4.2.2.Gen FUT1

En el cuadr0 5 se puede observar que existe mayor distancia genetica entre los

cerdos Yorkshire y los Cuinos (0.0943) y que los CPM estan mas cercanos a

los Yorkshire que a los Cuinos (0.0015), situaci6n que ademas se puede

observar en la figura 4.

Cuadro5. Distancias estandar de Nei entrerazas de cerdosconsiderando

lasfrecuenciasgenicasdelgenFUT1

Raza Yorkshire CPM Cuino

Yorkshire 0.0000 0.0015 0.0943

CPM 0.0000 0.0711

Cuino 0.0000

Aig enFU T1 se lehaestudiadoc omo genc andidato parares istencia adiar reas

causadas poria bacteria E. coJi(Meijerinketel. ,1997 ; Binder et et.. 2002; Yan

eta/., 2003) Y porotro lade se Ie ha relacionado con caracterfsticas

reproductivas en cerdos (Horak etal., 2005; Hernandez et al., 2006) .

En terminos de prolificidad se aprecia como la raza con mayor tarnano de

camada (Yorkshire) esta distante de las razes de menor tarnano de camada

(CPM y Cuino) y en terminos de resistencia a enfermedades tarnbien es

importantela distancia que surgi6 entre la raza mas resistente (Cuino)y laraza

menosr esistente (Yorkshire). Todolo anteriorse observa en lafigu ra4 .



Figura 4. Ar bol fi logemiti co (Neighbor-Joiningl cons iderando las

distanciasgeneticasdetodaslasrazasestudiadasparaelgenFUT1 .

4.2.3.GenRBP4

Las distancias geneticas del gen RBP4 resultaron similares entre las razas

estudiadas. Los resultados se muestran en el cuadro 6. AI observar el arbot

filogeneticopodemosdeducirqueeste gen noagrupa de acuerdo a la raza,

figura5 .

Cuadro 6. Distanc ias estandardeNei entre razas de cerdos considerando

lasfre cuenciasg enicasdeigenRBP4



A pesar de q~e al gen RBP4 se Ie ha relacionado con tarnano de camada en

cerdos,enestetrabajo nose pudieronestablecerdiferenciasentrepobl aciones

pero su efecto pudiera observarse dentro de poblaciones para diferenciar los

genotipos mas productivos como 10hicieron Messery colaboradores (1996) ,

Rothschild y colaboradores (2000) YLinvilleycolaboradores (2001) .

Figura5.Arbolfilogenetico (Neighbor.Jo ining)considerandola5

distanc iasgeneticasdetodas las razasestudiadas para el gen RBP4.



Para el gen ESR: no se detectaron animales homocigotos B en las razas CPM

y Cuino; el alelo B fue mas frecuente en la raza Yorkshire y el alelo A en los

Cuinos; ladistancia genetica fue mayor entre las razasde cerdos Yorkshire y

Cuino.

Para el gen FUT1: Se encontr6 mayor frecuencia genica del alelo G y genotipo

<;3G en las razas Yorkshire y CPM, el alelo A fue mas frecuente en los cerdos

Cuinos;hubomayord istanciagenet icaenlre loscerdosYorkshireyCuinos.

Para el gen RBP4: No se detect6 el genotipo BB en ninguna raza; no hubo

dependencia de las frecuencias genicas y genolipica s entre las razas

Yorkshire, CPM y Cuino. La frecuencia genica del alelo A fue similar a la del

alelo B, al igual que la frecuencia del genotipo AA y AB en cualquier raza. Las

distanciasg eneticas fueronsim ilaresentrelastresrazas .
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