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RESUMEN

Se estudiaron cuatro genes candidatos para tamaiio de la camada. Los genes
receptores de los estrogencs, receptor de la prolactina, retinol-binding protein 4 y
alpha 1,2 fucosyltransferasa fueron evaluados para medir sus asociaciones con el
nimero de lechones nacidos totales (LNT), lechones nacidos vivos (LNV), peso de la
camada al nacimiento (PNAC) y al destete (PAJ21), lechones destetados (LD), y el
valor de cria de la progenie de la cerda (VRDC). Se estudiaron 300 hembras
porcinas York-Landrace de dos niveles de produccion (NP): nivel alto (NA) y nivel
bajo (NB) y estos niveles, a su vez, se dividieron en 3 grupos cada uno de acuerdo a

la paridad de las marranas. Se  utilizaron pruebas de Chi cuadrada para analizar las

génicas y i el equilibrio de Hardy-Weinberg, se
hicieron analisis de varianza donde la comparacion de medias se hizo con contrastes
ortogonales y se calcularon distancias genéticas para construir arboles filogenéticos
Las hembras con alta productividad se asociaron con una mayor frecuencia del alelo
B del gen ESR (p<0.05) y no se detectaron animales homocigotos BB. Las
frecuencias génicas y genotipicas del gen PRLR no mostraron (p>0.05) estar
relacionadas con la paridad y los niveles de produccion. En el gen RBP4 la
frecuencia del alelo A y del genotipo AA fue mas aita en hembras con NA (p<0.05),
sin embargo no se detectaron animales con genotipo BB. La frecuencia del alelo G y
del genotipo GG del gen FUT1 fue mayor en el nivel de productividad alto (p<0.05)
La mayoria de los genes no se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg en los
grupos estudiados (p>0.05). Los arboles filogenéticos obtenidos mediante el analisis

Neighbor-Joining presentaron una topologia similar, se observo una clara separacion



entre los grupos que pertenecen al nivel de alta produccion y los grupos del nivel de
baja produccion con todos los genes excepto el gen PRLR. En los contrastes se
encontraron diferencias de 0.4 LNV, 0.3 LD, 2.9 Kg de PAJ21 y 8.6 puntos de VRDC
a favor del genotipo AB del gen ESR (p<0.05) sin considerar el NP ni la paridad. £n
efgen PRLR no hubo diferencias (p>0.05) entre los genotipos A&, AB y BB con y sin
considerar el NP ni la paridad. En el gen RBP4 las hembras con genotipos AA
tuvieron mas 0.5 LNT, 0.5 LNV, 0.6 Kg de PNAC, 2.6 KG de PAJ21 y 3.2 puntos de
VRDC que el genotipo AB (p<0.05), sin considerar el NP ni la paridad. EI genotipo
GG fue superior al genotipo AG con mas 0.6 LNV, 0.8 Kg de PNAC. 3 Kg de PAJ21
y 3.9 puntos de VRDC (p<0.05) sin considerar el NP ni la paridad. En el presente
trabajo se concluye que los genotipos asociados a los genes ESR, FUT1 y RBP4 se

relacionan con de las cerdas, del

nivel de produccion y su paridad



SUMMARY

Four candidate genes were studied for litter size. The estrogen receptor (ESR),
prolactin receptor (PRLR), retinokbinding protein 4(RBP4) and alpha 1.2
fucosyltranferase (FUT1) genes were evaluated for measure their associations with
the total number born (TNB), number of piglels bom alive (NBA), number of piglets
alive at weaning (NW), total weight of piglets born (WTNB), total weight of piglets
alive at weaning (WNW) and breeding value sow productivity (BVSP). This study was
made with three hundred York-Landrace sows of two levels of production (LP): high
level (HL) and low level (LL) and these levels were divided  in three groups each one
according to the parity of the sows. Chi-Square tests were used to analyze the alieles
and genotypic frequencies establishing the Hardy-Weinberg equilibrium, analysis of
variance was made where the comparisons of means were made by orthogonal
contrasts and genetics distance were calculated to build phylogenetic trees. The sows
with high production were associated with a higher frequency of B allele of ESR gene
(p<0.05) and no homozygous BB animal was detected. The alleles and genotypic
frequencies of PRLR gene did not show (p>0.05) to be refated with the parity and the
production levels. In the RBP4 gene the frequency of A aflele and the AA genotype
was higher in sows with HL (p<0.05), however, no homozygous BB animals were
detected. The frequency of G allele and GG genotype of FUT1 gene was higher in the
HL (p<0.05). Most of the genes were not in Hardy-Weinberg equilibrium in the groups
studied (p>0.05). The phylogenetic trees obtained by Neighbor-Joining analysis
showed a similar topology, a evident separating was seen among the groups that

pertain to high level and the groups of low level with all genes except PRLR gene. In



the contrasts, differences of 0.04 NBA . 0.3 NW, 2.9 WNW kg and 8.6 BVSP points
to favor of AB genolype of ESR gene were find (p<0.05), without considering the LP
neither the parity. In the PRLR gene did not have differences (p>0.05) between the
AA. AB and BB genotypes with and without considering the LP neither the parity. In
the RBP4 gene the sows with AA genotype had 0.5 TNB, 0.5 NBA, 0.6 WTNB kg, 2.6
WNW kg and 3.2 BVSP points more than sows with AB genotype (p<0.05), without
considering the LP neither the parity. The GG genotype was higher than AG genotype
with 0.6 TNB, 0.8 WTNB kg, 3.0 WNW kg and 3.9 BVSP points more (p<0.05). In the
present work was concluded that genotypes associates to the ESR, FUT1 and RBP4
genes were related with reproductive traits of the sows, independent of their level

production and their parity.



1. INTRODUCCION

La produccién eficiente es esencial para que los productores de cerdos sean
competitivos, buscando siempre una mayor productividad de sus explotaciones, la
cual debe basarse en un adecuado manejo, nutricion y sanidad de la piara, una
buena calidad del pie de cria y una eficiente reproduccion (Rosas y Avila, 1999;
Trujillo et al., 2002). Otro aspecto trascendental, es la sustentabilidad ~econémica

de la explotacion (Martinez et al., 2003).

Los cerdos poseen i que ala
eficiencia productiva de las empresas porcinas, sin embargo, no todos los cerdos
tienen el mismo potencial genético, por lo cual es muy importante identificar las
diferencias entre animales, que permitan escoger como reproductores aquellos con

mayores il de transmitir i asu

El potencial genético de un animal, esta en funcién de muchos pares de genes y para
mejorarlo se debe incrementar la frecuencia aquellos relacionados con
caracteristicas deseables para el productor. Ei mejoramiento genético considera
introducir nuevos genes y aumentar la frecuencia de los genes favorables y de sus
combinaciones dentro de una raza, linea o familia. (Rosas y Avila, 1999). Sus
elementos basicos son la seleccion y el sistema de reproduccion. La seleccién es un
proceso direccional mediante el cual a una parte de la poblacién se le permite
reproducirse, generalmente a los animales que superan al promedio del grupo al cual

pertenecen, teniendo la oportunidad de ser padres de las siguientes generaciones. Si



los individuos son ger i al promedio de la

poblaci6n, entonces, se espera que sus hijos superen a sus contemporéneos en la
caracteristica de interés (Falconer , 1981; Rosas y Avila, 1999; Herrera et al., 2003;
Tijilo et al, 2002)

Los métodos de seleccién de caracteristicas cuantitativas, se basan en la evaluacion
de animales a través de sus propios registros y de sus parientes cercanos, para ello
s generan bases de datos con mediciones de caracteristicas de interés y mediante
un riguroso anélisis y procedimientos de evaluacion genética se selecciona al pie de

cria (Rosas y Avila, 1999, Sanchez, 2003)

En la actualidad, con los avances tecnologicos de la biologia molecular e ingenieria
genética, han surgido otros métodos mas precisos para realizar la seleccion genética
de los animales més productivos. La capacidad de generar mapas genéticos de las
diferentes especies permite que su genoma completo sea evaluado (Sanchez, 2003);
de esta manera se identifican marcadores moleculares, los cuales son regiones de
ADN capaces de identificar en los cromosomas fos genes que codifican. para

caracteristicas cuantitativas.

Existen técnicas moleculares apoyadas en PCR, como: Fragmentos de restriccion

(RFLP), amplif i de ADN al azar (RAPD), polimorfismo

de la longitud de los i (AFLP), de base simple
(SNPs) y Microsatélites, con las cuales se pueden identificar genotipos y

relacionarlos con su comportamiento productivo, de esta manera la respuesta a la

seleccién usando ‘es mayor e su



Al identificar ipi a los . se puede planear

los i evitando i y

fomentando los deseables.

Algunos investigadores han encontrado relaciones entre las variantes de genes y el
comportamiento fenotipico de fos animales, por lo cual proponen que el uso de la
seleccion asistida por medio de marcadores moleculares puede ser més eficaz, en
conjunto con el uso de seleccion tradicional (Vincent et al,, 1997; Montaldo y Meza,

1998; Korwin et al., 1998; Drogemuller et al., 2001; Rothshild et al., 2003b ).

En el caso de los cerdos se ha demostrado que los genes Receptor Estrogénico
(ESR), Receptor de la prolactina (PRLR), Retinol-binding Protein 4 (RBP4) y Alpha
1,2 focusyltrasferasa (FUT1) tienen alelos que participan en rasgos econémicamente

importantes.



HIPOTESIS

En el cerdo, existen variantes de genes que se pueden identificar @ lravés de

técnicas y se con la capacidad iva de las hembras

porcinas.

1.2. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la participacion de genes enel

de hembras porcinas.

1.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
« En hembras porcinas de diferentes paridades y niveles de produccion
identificar los genctipos, por medio de PCR-RFLP, y las frecuencias alélicas
presentes para los genes ESR, PRLR, FUT1 Y RBP4 importantes en rasgos

de importancia econémica.

Determinar si hay una asociacion entre las variantes genotipicas de estos

genes candidatos y el desemperio reproductivo.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Potencial productivo de la cerda de pie de cria

En la produccién porcina, s de trascendental importancia conocer la eficiencia

que se evalia los indices de i6n asociados a la alta
eficiencia productiva buscando el mayor nimero de lechones destetados por cerda
por afto, para obtener la maxima eficiencia que garantice el retomo econémico

(Martinez et al., 2003; Trujillo et al., 2002; Sanchez, 2003).

En un esquema de produccién comercial las principales caracteristicas que se
buscan mejorar son aquellas que tienen una importancia econdémica para el

productor (Rosas y Avila, 1999), las cuales pueden agruparse en caracteristicas

y dentro de la primeras a toda la
informacion que se genera por el pie de cria (hembras y sementales), y de las
segundas las generadas por la fase terminal (crianza y engorda) (Truiilo et al., 2002;
Triilo et al., 1998)

Para determinar Ia eficiencia o el potencial de produccion de la piara reproductora es

necesario considerar un minimo de i Los

productivos que se implementan dentro de una granja porcina se pueden definir
como el rango 6ptimo a manejar de cada variable de produccion (Trujillo et al., 1998),

entre éstos se citan [os siguientes;



- Los dias de destete a estro (DDDE)

El porcentaje de fertilidad (PF)

- Los lechones nacidos por camada (LN)

Los lechones nacidos vivos (LNV}

El porcentaje de mortalidad en matemidad (PMM)

- Los dias de lactancia (DL)

El promedio de lechones destetados (LD}

- Los dias abiertos (DA)

Los dias del ciclo de la cerda (DC)

Los partos por hembra por afio (PHA)

- Loslechones destetados por cerda por afio {LDCA)

El porcentaje de desecho (PD)

- El porcentaje de reemplazo (PR) y

La mortalidad de las hembras (MH)

Estos parémetros pueden ser modificados de una region a otra de manera
importante, por lo cual se hace fundamental conacer cual es el potencial productivo

en la zona de interés.



De acverdo a los reportes nacionales de PigChamp

(2000) fos parametros

productivos alcanzados en México son los siguientes:

Variable

Promedio Mediana Superior Superior

'DESEMPENO REPRODUCTIVO
Servicios repetidos, %
Apareamientos milltiples, %

Intervalo destete-primer sevicio, dias
Cerdas servidas 7 dias posdestete, %
Intervalo estete-1er servicio

Dias promedio no productivos
DESEMPENO DE PARICION
Duracién promedio de gestacion
Intervalo entre partos

Tasa de paricion, %

Promedio de cerdos totales/camada
Promedio de cerdos nacidos vivos/camada
Promedio de cerdos nacidos muertos
Promedio de momias por camada
Porcentaje < 7 nacidos vivos
Camadasfhembralafio

Camadas/hembra servida/ano

25%  10%
122 12 1 69
855 98.8 999 100
224 313 239 208
85.7 854 885  90.7
72 7 6.5 65
106 17 72 44
1142 114 114 13
148 148 152 154
635 57 789 822
9.7 98 10 10.5
8.9 89 92 95
0.6 0.5 04 04
0.2 03 0.1 [
18.3 19.1 146 132
193 175 223 236
209 2.05 238 247



DESEMPENO DE DESTETE

Cerdos destetados/camada destetada 85 86 8.9 94
Edad promedio al destete 213 215 183 168
Peso ajustado a los 21 dias (kg) 55 58 59 60
Cerdos destetados/cerda 8.2 83 85 87
Cerdos destetados/maternidad/hembra/afio 17.2 162 202 212
Cerdos destetados/hembralafio 16 145 20 201

Los parametros anteriores pocas veces corresponden a Ia realidad de una granja de
produccion intensiva y solo algunos animales los alcanzan ocasionalmente durante
su vida productiva (Trujillo et al., 2002). Sin embargo, estos parametros se pueden
mejorar a través de la seleccion de los individuos genéticamente superiores a la
poblacion promedio donde ‘se espera que sus hijos se comporten por ariba del

promedio de la piara

2.2. Métodos de seleccion para el mejoramiento genético

€1 mejoramiento genético animal consiste en la aplicacion de los principios de la
genética de poblaciones para el disefio y conduccion de programas que buscan la
obtencién de animales con mejores caracteristicas productivas que la poblacion de Ia
cual provienen (Herrera ef af., 2003). Los programas de mejoramiento genético se
elaboran para utilizar la variabilidad genética aditiva de las poblaciones animales y

sus elementos basicos son la seleccion (determinar cusles individuos van a dejar



descendencia) y los sistemas de apareamiento (determinar como los individuos

seleccionados serén apareados) (Herrera ef al., 2003; Rosas y Avila, 1999).

Existen muchas isticas de i ica en la porcina,

por lo que la decisién de la seleccion mas importante que se debe hacer es elegir
cuales caracteristicas se deben seleccionar en los hatos (Rosas y Avila, 1999;

Falconer, 1981).

La seleccién es un proceso direccional por medio del cual inicamente a una parte de
la poblacién se le permite reproducirse e involucra el proceso de elegir a los mejores
animales dentro de una poblacion para que estos sean os reproductores y padres de
las futuras generaciones (Herrera ef al., 2003; Truiillo et al., 2002; Rosas y Avila,
1999; Falconer, 1981). La base para la seleccién es la similitud genética entre los
padres y sus hijos. Cada padre transmite una mitad aleatoria de sus genes a sus
hijos, por lo tanto el merito genético de la progenie depende de la composicion
genética de sus padres (Rosas y Avila, 1999; Falconer, 1981). La seleccion es la
principal fuerza que provoca cambios en la frecuencia de los genes. Es importante
resaltar que la seleccion no crea nuevos genes, simplemente hace que los
poseedores de algunos genes o de algunas combinaciones de ellos tengan més

descendencia que otros que carecen de tales genes o sus combinaciones.

El objetivo de la seleccion es el mejoramiento genético (Rosas y Avila, 1999) sin
embargo, la composicién genética de un animal no puede ser medida directamente,

lo que se mide es el fenotipo, que es el resultado de la interaccién de la composicion



genética del animal con el medio en que se desamolla, de modo que una
caracteristica fenotipica particular puede ser el resultado de varias combinaciones
genotipicas diferentes (Falconer, 1981). Existe variacién entre en los genotipos de
animales, debido a que tienen diferentes progenitores, también los ambientes varian
entre los animales, por lo tanto, se encontrara variacién en el fenotipo de las
caracteristicas medidas. Minimizando la variacion ambiental se puede mejorar la
precision de seleccion, para que las diferencias entre los animales sean solo de

naturaleza genética (Rosas y Avila, 1999),

Existen dos tipos de seleccion: natural y artificial. La seleccion natural se refiere a la
influencia del medio ambiente sobre la probabilidad de que un fenotipo determinado

sobreviva y se reproduzca. Por medio de ella, aumenta el nimero de organismos con

positivas y dismi ° aquellos que posean mutaciones
perjudiciales. La seleccion artificial es un instrumento utilizado por el hombre para

alterar la apariencia y ividad de los animales icos, y es un conjunto de

reglas que determinan cusles individuos sobreviven y seran los padres de la

siguiente generacion (Rosas y Avila, 1999).

2.2.1. El método de seleccién tradicional

Este método se basa en la seleccién de animales genéticamente superiores que

tienen I icas de interés ico para el productor y que se cruzan con

otros animales superiores buscando obtener productos con caracteristicas deseables



y son evaluados a través de bases de datos donde se encuentran las mediciones de
las caracteristicas de interés (fenotipo) y un riguroso control genealégico, que implica

ol registro de los padres de cada animal de la poblacion

EI comportamiento observado o medido en cada animal para cada caracteristica y
las diferencias en productividad entre fos individuos o grupos de animales, son
resultado de los genes recibidos de sus padres y el medio ambiente en el cual se
desarollan, Debito a que las diferencias entre los animales para caracteristicas
econémicamente importantes son debidas a la variacion genética, las medidas
sistematicas y el uso de registros en la seleccion pueden incrementar la tasa de
mejoramiento genético, ademas, los individuos genéticamente superiores pueden ser
identificados con facilidad cuando los animales se mantienen bajo los mismos
sistemas de manejo y sus registros de productividad son ajustados a efectos
ambientales conocidos, o cual proporciona una herramienta bésica en la seleccion

tradicional (Rosas y Avila, 1999).

Se han nuevas jias para el mej de fos cerdos,
muchas de las variables de imporancia econdmica para las granjas porcinas son
mejoradas hoy en dia por medio de la seleccién fenotipica de caracteres
cuantitativos, como el BLUP. Ef BLUP es un método estadistico para calcular valores
genéticos estimados (EBV) o diferencias esperadas en la progenie (EPD) que toma
en cuenta todas las fuentes conocidas de informacion de las caracteristicas que
estdn siendo evaluadas (Rosas y Avila, 1999; Henderson, 1984). Esta metodologfa

junte con e uso de la inseminacion artificial o transferencia de embriones permite la



distribucién de material genético de animales altamente productores (Trujillo ef al.,

2002).

Los avances importantes de algunas de las caracteristicas economicamente
importantes se han aicanzado basanduse en el funcionamiento fenotipico, sin
embargo, varias limitaciones de estos métodos de mejora basados en genética de la
poblacién solamenta son evidentes con el tiempo y su eficacia disminuye cuando las
caracteristicas son dificiles de medir. Ademés, la seleccién se ha limitado a esas
caracteristicas que se pueden medir comectamente en una gran cantidad de

animales (Schwerin et al, 1995)

2.2.2. Seleccién asistida por marcadores de ADN.

Un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacién fisica identificable
en un cromosoma y cuya herencia se puede rastrear. Un marcador puede ser un gen
o puede ser alguna seccién det ADN sin funcién conacida. Dado que los segmentos
del ADN que se encuentran contiguos en un cromosoma tienden a heredarse juntos,
los marcadores se wtilizan @ menudo como formas Indirectas de rastrear el patron
hereditario de un gen que todavia no ha sido identificado, pero cuya ubicacion
aproximada se conoce. Un marcador molecular menomérico es invariable en todos
los organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular,
actividad enzimética, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimérfico.

Los marcadores se usan para el mapeo genético como el primer paso para encontrar



ia posicién e identidad de un gen (Rosas y Avila, 1999; Silio et al,, 2000; Valadez y

Ganter, 2000; Jiménez y Collada, 2000; Sanchez, 2003).

Los avances de ia biclogia moiecular durante la década de los 80s, han aportado una

clase de marcadores genéticos que permiten visualizar diferencias tangibles entre las

del ADN de los Estas resultan de
cambios entre los pares de bases que conforman esta molécula. Este tipo de
marcadores detecta variaciones directas a nivel de ADN y tienen ventajas tales como

el hecho de ser o de de manera estable, de

caracter de efectos pleitropicos y de no estar sujetos al ambiente en donde se
desarrolla el organismo en estudio (Jeffreys et al., 1986; Hagelberg ef al, 1991;
Valadez y Gunter, 2000). La mayor parte de estos marcadores se han desarrollado a
partir de la estrategia de genes candidatos (en la que se conoce previamente la
funcién del gen y en consecuencia resulta previsible su influencia en el cardcter

estudiado) (Sili6 et al., 2000)

Varios estudios han demostrado relaciones entre las variantes de genes y al
comportamiento fenotipico en varias caracteristicas en varias especies animales
(Breever et al, 1990, Anderson ef al, 1994 Georges ef al, 1995, Haley, 1995;
Ashwell ef af,, 1997). Estos estudios han alentado la idea de agregar la informacion
genotipica a la informacion fenotipica para aumentar o acelerar la respuesta a Ia
seleccion de los métodos tradicionales, lo cual se conoce como seleccién asistida por
medio de marcadores moleculares (Ramos et af, 2003; Rothschild y Plastow, 1999;

Rothschild, 2003a).



Montaldo H. y Barria N. (1998) ilustran Ia respuesta a la seleccion cuando se asiste

con marcadores moleculares, en la siguiente figura:

Respuests a corte y largu phizo dela
seleccion axisthda por marcadares (SAM)

Respomsia

Figura 1. Respuesta a corto y largo plazo de la seleccién asistida
por marcadores de ADN (SAM), las lineas rojas muestran el avance
posible usando SAM comparada a seleccién convencional en una
caracteristica cuantitativa. El efecto de la SAM sera incrementar la
respuesta a corto plazo (Reproducido con autorizacidn de:
Kinghom, B.P. (1998). Managing genetic change under operatianal
and cost constraints. 36th National Congress of the South African
Association of Animal Science. University of Steilenbosch 5-8 April.
P 9-16).

Cuando varios se asocian inequi con un rasgo

genético, se dice que forman un QTL (loci de rasgos cuantitativos). Verios QTLs
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examinan y analizan genes que han i regiones on

el cromosoma y genes individuales asociados con rasgos de caracteristicas
econémicas importantes. Asi, QTLs para crecimiento y grasa, calidad de came y
caracteres reproductivos han sido identificados en diversas regiones del genoma
porcino  (Rothschild, 2003b). Algunos de los genes candidatos que se han
identificado para crecimiento y grasa dorsal son el receptor 4 del melanocortin

(Ciobanu et al, 2001), Leptina y receptor de la leptina (Vincent et al,, 1997). También

se dispone de sobre genes y sus que pueden
influir sobre determinados caracteres cuantitalivos: genes del receptor de estrégenos.
(ESR) (Rothschild et al, 1996; Short et al, 1997; Linville ef al, 2001, prolactina
(PRL) y receptor de la prolactina (PRLR) (Korwin et al., 1998; Vincent ef al,, 1998;
Drogemuller et al., 2001; Birgitte et al., 2003) o de la proteina de union al retinol

(RBP4) (Linville et al, 2001; ild, 2003b) para o

genes relacicnados con los niveles de grasa intramuscular (FABP) (Rothschild,

2003b). En el ambito de la resistencia genética a enfermedades se han obtenido

resultados como la del gen de la
fucosiltransferasa (FUT1) asociado al receptor de algunas cepas de Escherichia coli
(Vogeli et al., 1996, Meijerink et al, 1997) o el gen NRAMP relacionado con la

resistencia a la infeccién por Salmonella (Tuggle ef af, 1997; Sun et al,, 1998)

Para obtener marcadores moleculares se utilizan diferentes métodos. La eleccién de
los mismos debe hacerse pensando en la informacién que se quiere obtener. Las
técnicas que permiten la deteccion de la variabilidad genética directamente al nivel

del ADN son los polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados (AFLP),



los amplificados polimorficos de ADN al azar (RAPD), los microsatélites y los
polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) (Sambrook et
al, 1994; Valadez y Gunter, 2000; Rothschild, 2003a). Todas estas técnicas

moleculares implican la tecnologia de la Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa.

2.2.2.1. Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Esta técnica fue patentada en 1985 y se ha venido utilizando con bastante éxito en
diferentes campos del conocimiento, ha invadido de tal forma la Biologia Molecular,
que hoy en dia es muy dificil imaginar esta ciencia sin ella. En 1993, Kary Mullis

recibi6 por este descubrimiento el Premio Nobel de Quimica (Bloom, 2004).

La reaccién en cadena de la polimerasa ofrece una alternativa a la clonacion basada
en vectores como medio de generar numerosas copias de ADN a partir de una
muestra simple. Esta técnica imita la forma en la que el ADN se replica de forma
natural en el interior de la célula. Esta tecnologia se utiliza para sintetizar in-Vitro
fragmentos especificos de ADN con la finalidad de detectar una secuencia o gen de
interés en el genoma de un individuo (Arredondo, 1993; Valadez y Gunter, 2000;
Soberon, 2000).

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

ADN, moléculas iniciadoras llamadas primers, una enzima ADN polimerasa

resistente a iones de , una mezcla de

tifosfatos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), un amortiguador apropiado y un equipo



flamado temmociclador que tiene la capacidad de cambiar las temperaturas

dependiendo del ciclaje programado.

La PCR consiste de tres pasos esenciales: el primero es la desnaturalizacién y sirve
para separar mediante temperatura (94'C) la molécula doble de ADN a cadenas
sencillas, que servirdn como moldes para la sintesis del fragmento respectivo. En el
segundo paso, la temperatura se reduce para permitic el alineamiento (o
reconocimiento) de las moléculas iniciadoras a la secuencia blanco del ADN molde.
Las moléculas iniciadoras pueden variar en longitud, composicién de bases
nitrogenadas y especificidad para parearse con la secuencia blanco y dependiendo
de esto, la temperatura de alineamiento puede variar desde 25°C a 65°C. En el
tercero se lleva a cabo el alargamiento o extensién de la molécula iniciadora
mediante la enzima ADN polimerasa a 72°C. La mas recomendable es la ADN
polimerasa seleccionada para que tolere la temperatura de desnaturalizacion y se
mantenga activa durante el nimero de ciclos que se requieran. En muchas
investigaciones se utiliza la ADN polimerasa Taq, proveniente de la bacteria terméfila
Termus aquaticus, debido a que tolera la temperatura de desnaturalizacién sin alterar
la funcién de polimerizacién. Estos tres ciclos se repiten en el termociclador,
permitiendo obtener de manera exponencial el fragmento sintetizado ‘a partir del
molde de ADN (Innis, 1990; Arredondo, 1993; Sambrook et al, 1994, Valadez y

Ganter, 2000; Soberon, 2000; Bloom, 2004).



2.2.2.2. Polimorfismo de |a longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Los de ADN son 6 i en un mismo locus

pero que difieren en su secuencia de bases nitrogenadas. Esas variaciones son
consecuencia de varios eventos de mutaciones que se manifiestan en los genomas
que se comparan. Para detectar alguna de estas mutaciones se utiliza la técnica de
RFLP (Valadez y Ginter, 2000). Esta tecnologia utiliza enzimas de restriccion
(endonucleasas) para fragmentar la molécula de ADN, detectando el polimorfismo a
través del nimero y tamafio de los fragmentos (Drinkwater and Hetzel, 1991;
Sambrook et al., 1994; Valadez y Gunter, 2000; Jiménez y Collada , 2000; Sanchez,

2003; Rothschild, 2003a).

Cada una de las endonucleasas (actualmente se conocen més de 1500) reconocen y
cortan solamente una secuencia especifica de bases nitrogenadas en el ADN,

siempre y cuando estas no estén i EI propio

bacteriano esta protegido con dicho proceso de metilacién en los sitios que
reconocen las endonucleasas que la misma bacteria produce, por lo que no es
afectado. Cualquier otro ADN que no estuviera metilado, podria ser reconocido y
cortado en fragmentos de longitud definida y cualquier mutacion dentro de esos
sitios, podria cambiar el patron del fragmento y permilir que se detecte un RFLP al

comparar dos 0 mas genomas,

Para la deteccion de RFLPs, en primer lugar es necesario aislar ef ADN del
organismo de interés, purificarlo y corterlo con una o mas endonucleasas de

restriccion. Los fragmentos resuitantes se separan en un gel de agarosa por



electroforesis. El fragmento especifico de ADN se har visible con autorradiografia,

luminografia o quimioluminiscencia (Valadez y Ganter, 2000; Sambrook et af,, 1994).

2.2.2.3. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP)

La técnica de AFLP es un poderoso método para generar huellas digitales,
especificas y reproducibles de ADN tomadas de cualquier muestra de ADN. Estas
huellas digitales pueden diferenciar individuos cuando el polimorfismo de ADN esta
presente en los fragmentos que generd. La técnica esta basada en la amplificacion
por PCR de un subconjunto de fragmentos obtenidos de digestion de ADN genémico
con enzimas de restriccién (Vos et al., 1995; Plastow et al, 2003; Sanchez, 2003).
Primeramente el ADN es digerido con enzimas de restriccion que generan extremos
cohesivos y un adaptador de doble cadena es ligado al fragmento de ADN
generando un templado para la amplificacion. La secuencia de los adaptadores y el
sitio de restriccion adyacente, sirven como sitio blanco para el primer y la

subsiguiente amplificacion (Vos et al., 1995; Sanchez, 2003)

Los AFLPs han sido utilizados con éxito para generar un gran nimero de marcadores
de ADN. Esta informacion es utilizada para realizar un anélisis inicial de distancias
genéticas que permiten agrupar lineas y razas segin sugiera la informacion

descriptiva (Vos ef al., 1995; Plastow et a/,, 2003)



2.22.4. Amplificados polimorficos de ADN al azar (RAPD)

La técnica de RAPD ha sido la metodologia mas ampliamente utilizada en la PCR
para diferentes propositos, utiliza pequefios iniciadores de oligonucledtidos de
secuencias aleatorias que usualmente tienen un contenido de guanina<itosina
mayor a 50%. Estos iniciadores no tienen secuencias repetidas inversas intemas
(autocomplementarias) y se pegan a distintos sitios en un genoma, si es que existen
diferentes sitios blanco para ellos. Esta unién es reconocida por la enzima ADN
polimerasa que inicia el alargamiento del iniciador a partir del extremo 3'; el
alargamiento resultante produce una cadena de ADN, cuya secuencia de bases es
complementaria a la cadena molde. Una amplificacién es exitosa, solo si el sitio
blanco para el iniciador esta localizado en ambas cadenas del ADN moide en

polaridad opuesta.

Usualmente esta técnica provee ya que los

se detectan mediante la presencia o ausencia de bandas que resultan de inserciones
© deleciones en las regiones amplificadas, o a partir de cambios de bases en el ADN

que alteran la unién del iniciador.

Actualmente, los marcadores tipo RAPDs proporcionan un método tapido para
generar mapas genéticos y analizar poblaciones. Ademas este tipo de metodologia
puede dirigirse a la bisqueda de regiones monomorficas por marcadores
previamente caracterizados y a la captura de regiones o de genes especificos con

fines de clonaci6n (Boscherini et al., 1994; Valadez y Gunter, 2000).



2.2.2.5. Microsatélites

Los microsatélites, conocidos también como secuencias simples, consisten en
secuencias de ADN repetidas y dispuestas en forma seriada (tandem) a lo largo del
genoma. Se han identificado de 2 a 10 pares de bases coma unidad basica, y se han
encontrado en la mayoria de los genomas eucariontes estudiados, lo que da lugar a

Ia obtencién de patrones de bandeo o if para cada org;

cuando se analiza su genoma (Drinkwater and Hetzel, 1991; Groenen et al,, 2003)
Algunos ejemplos de microsatélites que se han utilizado para la obtencin de huellas
genomicas son (GATA),, (GACA)s, (TCC)s, (GTG)s, (GGAT), (Valadez y Gunter,

2000).

Los microsatélites presentan ventajas para estudios de rutina en individuos, tales

como: la secuencia simple de ADN repelida esta dispersa en todos los genomas

proveni de células iéticas, todas las especies probadas para
secuencias simples repetidas con oligonuclestidos, muestran informacion genética
polimorfica y, para el analisis de las huellas genomicas, existen oligonucledtidos

marcados radioactivamente (Valadez y Ginter, 2000; Groenen et al., 2003).

Una vez ol ADN, los n separados en funcion de
su tamario por medio de un proceso denominado electroforesis (Sambrook et al,
1994; Rothschild, 2003a), que consiste en separar fragmentos de ADN en funcién de
su tamafio al aplicar una corriente elécirica a un gel en el interior del cual se ha
introducido una mezcla de fragmentos (Anderson e al,, 1993). Estos comienzan a

moverse desde el polo negativo al polo positivo de tal modo que los fragmentos més
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pequefios se mueven mas rapido que los mas grandes. Cuando la corriente cesa, los
fragmentos de ADN se han distribuido a lo largo del gel, situandose los mas
pequefios més cerca del polo positivo, adoptando una apariencia similar a un cédigo
de barras. Cada barra contiene un fragmento de ADN de un tamario determinado,
Adicionalmente puede utilizarse una secuencia complementaria de un ADN como

sonda para buscar un fragmento especifico en el patrén de bandas,

23. Genes i i con it en

cerdos.

En rasgos que se expresan tarde en Ia vida de los cerdos, con heredabilidades bajas,
como tamafio de la camada, se pueden ulilizar marcadores genéticos que
identifiquen a machos y hembras que tengan los alelos benéficos para la
caracteristica de interés y que se pueda detectar a edad temprana (Drogemuller et

al, 2001).

Genes para han mostrado un  mérito

han que el ESR, PRL y PRLR son
asociados  significativamente con tamafio de la camada en algunas razas
comerciales (Rothschiid ef al, 1996; Short et af, 1997; Linville et al, 2001;

Rothschild et al., 2003b).



Receptor Estrogénico (ESR)

Los estrégenos son hormonas esteroideas que junto con la progesterona hacen
posible la fertilidad de las hembras al liberar el 6vulo y regular el ciclo sexual
Ademas, los estrogenos determinan el fenotipo de las hembras, haciendo que los
brganos sexuales alcancen su desarrollo completo, en el tracto genital, los
estrégenos tienen el siguiente efecto: ef ovario resulta inhibido en su funcién por
dosis elevadas de estrégenos, por el contrario, cantidades pequefas de estrégenos
actuan estimulando. Bajo la influencia de los estrégenos, el oviducto aumenta en
longitud y didmetro, éstos actian en el Gtero en la fase de la pubertad, asi como lo

relativo a los fenémenos de desarrollo del ciclo uterino, revisten particular

en la ion del io para el anidamiento del 6vulo
Ia vagina experi una serie de de la mucosa, las cuales
sirven princi parala ion de un icionamiento adecuado para el

apareamiento. En sinergismo con ofras hormonas, los estrégenos ayudan el
desarrollo de las glndulas mamarias e inducen el comportamiento tipico del celo en
las hembras (Smidt y Ellenforff, 1972; Hershman, 1981; Jubiz, 1996). Sin embargo,
todas las funciones de los estrégenos estan mediadas por sus receptores (ESR), que
han sido importantes reguladores en los procesos reproductivos. Por esta razén, el
gen del receptor de los estrégenos se ha estudiado como un gen candidato para
tamafio de la camada en cerdos (Rothschild et al,, 1996; Short et al,, 1997; Linville et
al,, 2001; Drogemuller ef al., 2001; Isler et al,, 2002; Noguera et al., 2003)

Los estrégenos actdan a nivel intracelular en las células diana que contienen los

receptores estrogénicos. Al llegar a dichas células, los estrogenos se separan de sus
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proteinas portadoras y se intemalizan en la célula hasta llegar al nucleo en donde se
encuentran los receptores estrogénicos. Al unirse a estos, los receptores se activan,
separdndose de las llamadas HSP (Heat Shock Proteins), dimerizandose y
uniéndose al elemento de respuesta estrégenica. Este complejo se une al ADN y en
ultimo término, todos estos eventos se traducen en la sintesis de nuevas proteinas
por los ribosomas def reticulo endoplasmico. Estas proteinas, son las responsables
de los efectos estrogénicos en fos organos diana. En la figura 2 se puede observar

el mecanismo de accién de los receptores estrogénicos (McDonnell, 2004).

Figura 2. Mecanismo de accion del Receptor Estragénico
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El gen del ESR se localiza en el cromosoma 1p2.4-p2.5. Es de herencia autosémica
‘codominante (Rothschild et al., 1991). Una mutacioén de una timina por una guanina

en la posicién 1665 en la raza Meishan y Large White ha sido asociada con

tamano de la camada (Rothschil et al.,

1996; Short et al., 1997).

Para su estudio, diversos han de ESR con la

metodologia de PCR y cortado con la enzima de restriccion Pvull, encontrando
polimorfismo dialelico, con alelos denominados A y B (Rothschild et al., 1996; Short
et al., 1997; Linville et al., 2001; Drogemuller et al., 2001; Isler et al, 2002; Noguera

et al., 2003).

Diversas investigaciones han demostrado que el alelo favorable para aumentar el
namero de lechones nacidos vivos y totales (Rothschild et al., 1996; Short et al.,
1997; Chen et al, 2000; Goliasova and Wolf, 2004) y el peso de la camada al
nacimiento (Isler et al, 2002) es el alelo B. Horogh et al. (2005) también encontré
que el genotipo BB fue superior al genotipo AB y AA para fas el nimero de lechones
nacidos totales, lechones nacidos vivos y lechones destetados, en cualquier paridad
y aunque Noguera et al. (2003) reportd una baja frecuencia del alelo B en la raza
Landrace, éste fue asociado significativamente con aumento del tamafio de la
camada del tercer parto en adelante. En una poblacién de cerdos chinos los
animales homocigotos BB produjeron de mas 1.4 a 3.37 lechones nacidos totales y
de mas 0.63 a 3.58 lechones nacidos vivos por camada que las cerdas con genotipo

AA (Chen et al., 2000).
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Los alelos para ESR han sido vistos primeramente en las razas Meishan y Yorkshire
(Rothschild et al., 1996), sin embargo, en su estudio, Short et al., (1997) no detecté el
alelo B en la raza Duroc y Linville et al,, (2001) tampoco lo detecto en la linea

sintética Landrace/Large White.

Por otro lado, Drogemuller et al. (2001) comenta que el polimorfismo para ESR
desafortunadamente no fue observado en la raza Landrace y Duroc, todos los
animales de esas razas fueron homocigotos AA y en la linea Duroc/Large White la
frecuencia para el alelo A fue de 0.90 y del alelo B de 0.10 y no se detectaron

animales homocigotos BB.

Otros reportes de la frecuencia del alelo B en diferentes razas del gen ESR son las
siguientes: 0.17 en una linea sintética % Duroc, 0.51 en tres lineas sintéticas con una
base comun de Large White (Short et al., 1997), 0.48 en la raza Yorkshire, 0.40 en la
raza Large White (lsler ef al., 2002) y 0.07 en la raza Landrace (Noguera ef al,

2003).

Receptor de la Prolactina (PRLR)

La prolactina (PRL) es una hormona proteica secretada por la glandula pituitaria

anterior y su funcién principal es estimular y mantener la lactancia. Se le relaciona

con la i6n del ciclo ivo, el imi de la gestacion y el
crecimiento fetal, mediante un efecto sobre el metabolismo matemo actuando sobre

diferentes 6rganos efectores para facilitar sus funciones por sinergia o inhibicién de



otras hormonas. Se puede decir que desempefia funciones como “tramitadora de
pemmiso’, modificando la sensibilidad de ciertos drganos efectores para que puedan
actuar sobre ellos otras hormonas (Smidt et af., 1972; Hershman, 1981; Jubiz, 1996;

Vincent et al., 1998; Ciobanu et ai., 2001; Korwin et al., 2003).

El mecanismo de accién de la prolactina se produce a través de Ia interaccién con un
receptor de membrana. Estudios de Biologia Molecular sobre mutaciones del gen def

Receptor de PRL (PRLR) demostraron que la sustitucion de las cisteinas origina un

Receptor tanto como en esta
zona disminuyen notablemente la afinidad de unién PRL-Receptor (Scaglia et al.,

2002).

En ratones, se ha reportado, que la faita de funcionalidad en este gen PRLR produce
defectos reproductivos (Ciubanu ef al., 2001; Birgitte et al., 2003; Korwin et al., 2003).
Por tal motivo, el gen PRLR se ha propuesto como gen candidato en Ia regulacion de
la reproducci6n en cerdas y podria ser una herramienta potencial para ser usada en
conjunto con métodos de seleccion tradicional para acelerar el fitmo en el incremento

del tamario de a camada (Vincent et af., 1998).

El gen de PRLR en cerdos ha sido mapeado en el cromosoma 16q1.4 y presenta un
cambio de una Citosina por una Timina en el exon 1. Un fragmento del PRLR fue
amplificado de un templado de ADN usando PCR, el producto de PCR fue digerido
con la enzima Alul, el polimorfismo fue dialelico (aleio A y alelo B). El alelo A fue
asociado significativamente con nimero de lechones nacidos totales, lechones

nacidos vivos (Vincent ef al,, 1998; Korwin ef al., 2003), mayor ovulacién y aumento
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def nimero de células del cuerpo liteo (Birgitte et al, 2003). Vincent ef al. (1998)
reporta que los animales con genotipo AA tienen +0.66 lechones por camada que el
genctipo BB en las razas Large White, Meishan y Landrace, pero existe la desventaja
de los efectos dominantes del alelo B, sin embargo, el mecanismo por el cual este

gen afecta tamario de la camada aun no es conocido (Birgitte et a/., 2003).

Retinol-binding Protein 4 (RBP4)

La vitamina A es una vitamina liposoluble (también conocida como retinol) que tiene
maltiples y diversas actividades biolégicas, las cuales se pueden enumerar en cuatro

principales:

1. Ayuda a la reproducciéon nomal de las células, en un proceso flamado
diferenciacién (las células que no se diferencian normalmente tienen més

de sufrir cambios

N

Es necesaria para la vision; la vitamina A mantiene a las células sanas en
distintas estructuras del ojo y se necesita para la transduccién de la fuz en

sefiales nerviosas en la retina

w

Se necesita para el crecimiento y el desarrollo normales del embrién y el feto;
influye en genes que determinan e desarrollo secuencial de los 6rganos

durante el desarrollo embrionario.

IS

Puede ser necesaria para la funcién reproductiva normal; influye sobre la

funcién y el desarrollo de los espermatozoides, los ovarios y la placenta



Las multiples acciones biolégicas del retinol son mediadas por dos clases de

proteinas: receptor del retinol y retinol binding protein

Una vez dentro del organismo, el retinol se almacena en el higado. En el caso de que
los tejidos necesiten del retinol, éste es transportado a través de la sangre unido a
una proteina llamada Retinol Binding Protein (RBP). Se origina asi la holo-RPB que
se procesa en el aparato de Golgi y se secreta al plasma. Los tejidos son capaces de
captarla por medio de receptores de superficie. Este receptor, a su vez, regula la
manifestacién de varios genes, la mayoria de ellos asociados con la diferenciacion

celular (Nalubola and Nestel, 1999).

Hay un aumento en la expresién del gen RBP4 en el lumen uterino entre los 10y 15
dias de gestacin. Hay mayor produccion de esta proteina de union al retinol durante
el establecimiento de la gestacién, por lo cual se considera que juega un papel

importante en la reproduccién (Linville et al., 2000).

El gen responsable de la sintesis del RBP4 se localiza en el cromosoma 14 y es

estudiado como gen candidato para tamafio de la camada en cerdos porque esta

It el desarrollo la vitamina A en el Gtero d e

os periodos criticos de la gestacion (Messer et al., 2000). :

Rothschild et al. (2000) amplifict un fragmento de 550 pb del gen RBP4 y lo sometid
a restriccién con la enzima Mspl observando dos alelos denominado A y B. Los
alelos observados fueron descritos como sigue: (A) 190, 154 y 136 pb y (B) 154, 136
y 125 pb. En sus resultados reporté efectos aditivos asociados al gen RBP4 de 0.23

lechones por camada en seis lineas comerciales y con anterioridad Messer et al.
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, {1996) habia reportado efectos aditivos de 0.52 + 30 lechones por camada en la raza
. Large-White, ademas los resultados de ambos trabajos mostraron que el alelo A es
el favorable para aumentar el numero de lechones nacidos totales y lechones

nacidos vivos.

Las frecuencias génicas reportadas de una linea comercial (Landrace/Large White),
del gen RBP4 fueron de 0.42 para el alelo A y 0.58 para el alelo B (Linville et al,
2001).

Por otro lado, Drogemuiler ef ai. (2001) reporté frecuencias de 0.62 en lineas
sintéticas (Duroc/Large White), 0.67 en Landrace Aleman y 0.85 en Duroc del alelo
A, sin embargo, a pesar de que la frecuencia del alelo favorable (A) fue mayor al 50%
el gen RBP4 no tuvo efecto significativo sobre tamafio de la camada en Ia linea

sintética (Duroc/Large White).

2.4.Genes i con resi iaa en cerdos.

La creciente presion de seleccion aplicada a los rasgos comercialmente importantes

en la in porcina, es de i en los

bl de Elinicio de una es el resultado

de Ia interaccién del genotipo del animal y el ambiente al cual se expone. El control
genético de ciertas enfermedades puede ser ia presencia o ausencia de receptores

de herencia simple (Rothschild, 2003b). Por tal motivo los genes que codifican para



presencia o ausencia de receptores para algunos antigenos se han convertido en

genes para ia o de
Alpha 1,2 focusyltransferasa (FUT1)

La diarrea en lechones es un importante problema en fa produccion de cerdos. El
principal agente etiolégico son las cepas de E. coli que poseen el antigeno K88
Estas cepas tienen la habilidad de adherirse a la mucosa intestinal, la cual tiene
grandes facilidades de colonizacién en el intestino delgado y de esta manera causa
Ia diarrea. La adhesién es promovida por fitamentos. EI K88 de adhiere a receptores
especificos en el borde de las céluias epiteliales del intestino dependiendo de las
variantes del antigeno K88 ab, ac o ad. Los receptores especificos en la célula
blanco son compuesios de diferentes azucares, tal como D-galactosa, que ayudan a
la adhesi6n bacteriana (Vogueli ef al, 1996; Meijerink et al., 1997, Binder et a.,

2000).

El gen FUT1 es estudiado como gen candidato para resistencia a infecciones
causadas por E. coli en lechones de 4 a 12 semanas de edad, ya que esta asociado
a la sintesis de los receptores para el antigeno K88 (Vogueli et al, 1996). Este gen
se localiza en ef cromosoma 6q11 y mide 9.3 kb, aproximadamente y presenta una
mutacién en la base 307 y 857 en el exon 2, cambia una guanina per una adenina

(Mesijerink ef al., 2000).

La existencia de dos fenotipos porcinos, uno de los cuales carecié del receptor

intestinal para K88 ac fue descrito primeramente por Sellwood ef al. (1975) &l
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encontré que la presencia del receptor que promueve la adherencia de K8Bac, y por

lo tanto susceptible a la diarrea por K88, fue de herencia dominante

Para determinar el polimorfismo del genotipo de FUT fue usada la amplificacién por
PCR y digestin con RFLP con la enzima Hhal, el polimorfismo fue dialelico (alelo A
Y G). El alelo G es el que codifica para la sintesis de receptores, éste se ha
relacionado con susceptibilidad a fa infeccion y es de herencia dominante. Cuando el
alelo A esta presente no hay receptores para el antigeno K88 de la bacteria E. coli,
por lo tanto los animales son resistentes a la infeccion causada por esta bacteria,
este alelo es recesivo (Meijerink et af, 1997, Ciobanu ef af,, 2001; Yan ef al,, 2003)
Los resultados de Binder et al. (2000) mostraron una asociacién del genotipo FUT1
con el ferotipo, del 100% de fos animales estudiados, donde los animales
homocigotos A fueron resistentes a la adhesion y los heterocigotos y homacigotos G
fueron susceptibles a la adhesion, las razas estudiadas fueron la Landrace, Piétrain y

Large White

La frecuencia del polimorfismo de FUT es diferente entre razas. Se ha demostrado
que Ia raza Mangalitsa es de tas més resistentes a la enfermedad de edema y
diarrea. Existen creencias, generalmente aceptadas, que las razas antiguas, podrian
ser un recurso importante de genes que confieren resistencia para diferentes

enfermedades (Ciobanu et al., 2001).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién

El trabajo experimental se llevé a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular de la

Unidad de Medicina y Zootecnia de la | Auténoma
de Nayarit y en el Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

3.2. Grupos de animales.

La seleccién de las muestras se hizo empleando el indice de productividad de la
cerda (IPC), el cual es un indice de seleccion recomendado por la Federacion

Nacional de Mejora del cerdo (NSFI, 1995) para la linea genética matema y da una

medida de ivi de la hembra la y habilidad lechera

de la cerda. Se calcula de Ia siguiente manera

IPC = 100 + 6.5 (LNV — promedio LNV) + 1.0 (P21 - promedio P21)

Donde:
LNV = Lechones nacidos vivos

P21 = Peso de la camada a los 21 dias (Trujillo et al., 2002; Rosas y Avila, 1999)

A partir del IPC se puede obtener el valor reproductivo de Ia progenie de la cerda
(VRDC) que es el mejor estimador de la capacidad genética de la productividad de la

cerda y se calcula como sigue:



NxH?
VRDC = 100 +———— x (IPC — 100)
1+(N-1)xR
Donde:
N = es el nimero de parto
H? = es la heredabilidad (.20)

R = es la repetibilidad (.25)

(Trujillo et al., 2002; PigChamp, 2000). Con este indice se pueden seleccionar a las

madres de las futuras reproductoras.

En base al VRDC, tomado de la base de datos de PigChamp de Ia granja Antonio, se
seleccionaron 300 vientres de dos niveles de produccién: uno de alta produccion
(con valores de VRDC de 105 en adelante) y uno de baja produccién (con valores de
VRDC de 95 hacia abajo) con 150 vientres cada nivel, éstos niveles se dividieron en

3 grupos cada uno de acuerdo al nimero de parto. Los grupos quedaron como sigue:

Nivel VRDC Paridad Grupos | Vientres
Aita 1er. parto 1A 50
Mayor de 105 2-4 parto 2A 50
(NA) 5 partos en adelante 3A 50
Baja Ter. parto B 50
Menor de 95 24 parto 2B 50
(NB) 5 partos en adelante 3B 50




3.3. Obtencién de las muestras

Se obtuvieron 300 muestras sanguineas de una poblacién de cerdas reproductoras,
entre el primero y séptimo parto, de raza comercial (York-Landrace) de la granja
Antonio ubicada en Navojoa, Sonora. Se colectaron, en promedio, 5 ml de sangre por
animal del seno orbital en tubos vacutainer con 0.5mg/mi de anticoagulante EDTA, la
sangre se transporté al laboratorio con refrigerantes y se almacené a -20°C para su

posterior procesamiento.
3.4. Purificacién de ADN genémico

Las extracciones de DNA a partir de sangre se realizaron mediante el protocolo
descrito (Sambrook et al,, 1994), con algunas modificaciones en el laboratorio de
Genética Molecular de la Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Autonoma de Nayarit y en el de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, el cual se describe a

continuacién:

Extraccién y purificacién de DNA con la técnica salina

. Poner 0.3 ml de sangre con anticoagulante EDTA en tubos Eppendorf de 1.5 0
2mi.

Agua destilada fria de 1.5 a 2 ml y mezclar.

Centrifugar a 12000 RPM por 5 min a 4°C

Tirar sobrenadante con pipeta o decantar y quedarse con paquete sedimento.
Agregar de 1.5 a 2 ml de agua destilada.

Mezclar con vortex.

Centrifugar a 12000 RPM por 5 min,
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8. Pipetear o decantar para dejar sedimento.

9. Agregar 1 ml de solucion Lisis (10 mM Tris-HCI pH8, 400 mM NaCl, 20 mM
EDTA, 0.5% SDS).

10.Mezclar con votex (deshacer paquete con puntas si es necesario).

11.Agregar 50 ug/ml de Proteinasa K e incubar a 65° C por una hora. Deshacer
Paquete con vortex.

12.Agregar NaCl 2 M final. Agitar con vortex por 15 segundos y centrifugar a
12000 RPM por 10 min a 4°C.

13.Recuperar sobrenadante en tubo nuevo de 1.5 ml.

14. Precipitar con (Alcohol absoluto) Isopropanol 1 a 1 (o Etanol 100% frio 2 a 1)
precipitar a ~20° C por 15 min. Centrifugar a 14000 RPM por 10 min,
recuperar pastilla (tirar sobrenadante).

15.Suspender en 200 i de alcohol (Etanol) 70%. Mezclar con vortex y
Centrifugar a 14000 RPM por 10 min, recuperar pastilla (tirar sobrenadante).

16.Secar por 2 horas a 42° C 0 en speed vacum concentrador al vacio.

17.Suspender en 100 a 250 pl de EDTA 1 Mm o en agua bidestilada desionizada
para guardar a -20° C. Antes de guardar suspender bien el ADN a 50°C,
cuidado de no degradar por alta temperatura.

3.5. Electroforesis

Para verificar la integridad del ADN purificado se realizé una electroforesis horizontal
en geles de agarosa al 1%. Se cargd una mezcla de 3 pl de ADN, azul de bromofenol
1X y se ajusté con TAE 1X a un volumen final de 10 pl. Las condiciones de
electroforesis fueron de 30 minutos a 90 voltios. Al termino de la electroforesis los
productos fueron visualizados en un transluminador de luz UV utilizando como
marcador de peso molecular MBSENl teflidos con bromuro de etidio a una

concentracién final de 5 pg/ml durante 5 minutos, considerandose como



purificaciones optimas aquellas que presentaban una banda Gnica, intensa y de alto

peso molecular.

3.6. Cuantificacién de ADN

El ADN purificado se cuantifico en un fluorémetro DQ200-115v (Hoefer Scientific
Instruments) empleando el reactivo de Hoechest 33258 como marcador fluorescente.
Las lecturas se hicieron 2 veces, se promediaron y el producto de ADN purificado se

ajusto a una concentracion de 50ng/jl

3.7. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Siguiendo los protocolos de Short et al. (1997), Drogemuller et al. (2001), Meijerink
et al, (1997) y Rothschild et al., (2000) se amplificaron fragmentos del gen receptor
estrogénico (ESR), receptor de la prolactina (PRLR), alpha 1,2 fucosyltransferasa

(FUT1) y Retinol-binding protein 4, con algunas iones en

el laboratorio de Genética Molecular de la Unidad Académica de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nayarit y en el Laboratorio de Genética
Molecular de Ia Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

37



Los primers usados para la amplificacion de cada gen fueron los siguientes:

Gen Primer

F5 CCTGTT TTT ACAGTG ACT TTT ACA GAG 3°
ESR

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

F 5 CGT GGC TCC GTT TGAAGAACC 3°
PRLR

R 5" CTG AAA GGA GTG CAT AAA GCC 3°

F 5 CTG CCT GAACGT CTATCAAGATC 3
FuT1

RS CTT CAG CCA GGG CTC CTT TAAG 3"

F 5" GAG CAA GAT GGA ATG GGT T 3"
RBP4

R5 CTC GGT GTC TGT AAAGGT G 3°

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

fragmentos del ESR, PRLR, FUT1 y RBP4 fueron

Reactivo Concentracién final x
ADN 50ng/l 100ng 2l
Tag polimerasa 5U/ul u 02l
Primers 10 UM 0.4 M Tl
dNTPs 2mM 0.2mM 25l
Buffer 10X 1x 254
MgCiz 30mM 1.5mM 1.25pl
H0 cb.p. 25¢l 15.55 I




Las condiciones de la PCR para ESR, PRLR y FUT1 fueron: 1 ciclo de 95°C durante
8 minutos, 30 ciclos de 95°C 45 segundos, 58°C un minuto y 73°C un minuto y, 1

ciclo de 73°C durante 10 minutos.

Las condiciones de la PCR para el RBP4 fueron: 1 ciclo de 95°C durante 8 minutos,
35 ciclos de 95°C 45 segundos, 62°C un minuto y 73°C un minuto v, 1 cicio de 73°C

durante 10 minutos.

El tamaio de los fragmentos amplificados para el ESR fue de 120pb, para el PRER
de 163pb, para el FUT1 de 421pb y para el RBP4 de 550 pb. Los productos de PCR
del ESR fueron visualizados en geles de agarosa al 4% y los de PRLR, FUT1 y
RBP4 en geles de agarosa al 3%, pretefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) en un

transtuminador de rayos ultravioleta
3. 8. Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Las enzimas de restriccion usadas para digerir el ESR, PRLR y FUT fueron la Pvull,
Alul y Hha, respectivamente, y Ias concentraciones de los reactivos para la digestion

fueron las siguientes

Reactivo Concentracién final |1 rx
‘ Producto de PCR — B
Enzima de restriccién 1007 pi | 10 01
Buffer de enzima 10X X 104
’T;o cb.p. 10 3qul




La enzima de restriccion que se uso para digerir el gen RBP4 fue la Mspl. EI

protocolo del RFLP fue el siguiente:

Reactivo Concentracién final |1

Producto de PCR pu— 504
Enzima de restriccion 1007 i | 2U 02l
Buffer de enzima 10X 1X 204
H:0 cbp 101 284

Las digestiones de los genes ESR, PRLR y FUT1 fueron sometidos a una
temperatura de 37°C durante 3 horas y la restriccién del gen RBP4 se sometio a la

misma temperatura pero durante 7 horas.

3.9. Diagnostico de genotipos

Los fragmentos generados de los RFLPs fueron visualizados en geles de agarosa,
pretefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), al 4% en el caso del ESR, PRLR y
RBP4, y al 3% en el caso de FUT1, en un transluminador de rayos ultravioleta. EI
marcador de peso molecular usado como referencia para medir el tamafio de los

fragmentos generados en el RFLP fue el pBR322/Mspl

EI ESR tuvo un solo sitio de restriccién generando dos fragmentos de 65 y 55 pb
para el alelo B mientras que el alelo A no tuvo ningun sitio de restriccién quedando

un fragmento completo de 120 pb.
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El tamario de los fragmentos generados en el RFLP del PRLR fueron de 85 y 59 pb.

para el alelo A y de 104 y 59pb del alelo B,

El alelo A del FUT1 tuvo un solo sitio de restriccién quedando dos fragmentos de 328
y 93 pb y el alelo G dos sitios de restriccion generando 3 fragmentos de 241, 93 y 87

pb.

El gen RBP4 tuvo dos alelos, el Ay el B, para el alelo A se generaron 3 fragmentos

de 190, 154 y 136 pb y para el B 154, 136y 125 pb,

En las fotografias 1. 2, 3y 4 se pueden observar los polimorfismo de los genes ESR.

PRLR, FUT1 y RBP4, mediante el cual se hizo el diagnostico de los genotipos.

Fotografia 1. RFLP del gen ESR

120 pb

65pb
55 pb.

Gel de agarosa al 4%. El carril 1 tiene pBR322/Mspl. en los carriles 2, 3,4, 7y 9 se

observan genotipos AA y en los carriles 5, 6, 8 y 10 genotipos AB.



Fotografia 2. RFLP del gen PRLR

104 pb
85 pb.

59pb

Gel de agarosa al 4 %. El carril 1y 12 tienen pBR322/Mspl, en los carriles 2 y 4 se
observan genotipos BB, en los carriles 3. 6, 8. 9, 10y 11 genotipos AB y en el carril 5

¥ 7 el genotipo AA

Fotografia 3. RFLP del gen FUT1

Gel de agarosa al 3 %. Los carriles 1y 9 tienen pBR322/Mspl, en los carriles 2,3, 4 y

5 se observan genotipos GG y en los cariles 6, 7 y 8 genotipos AG
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Fotografia 4. RFLP del gen RBP4

Gel de agarosa al 4 %. Los carriles 1y 4 tienen pBR322/Mspl, en el carril 2 se

observan genotipos AB y en el carri) 3 el genotipos AA.



3.10. Andlisis estadistico.

Anélisis de ias y Equilibrio de Hardy-Weinber

Se realiz6 un andlisis de frecuencias génicas y genotipicas para cada gen,
estableciendo el equilibrio de Hardy-Weinberg usando una prueba de X2,

considerando la metodologia propuesta por Nei (1987)

Para cada gen, por separado, se realizd un Andlisis de Varianza considerando el

siguiente modelo estadistico: UNIERSIDAD AUYONOAA OF VAR

G

Yy = p + (GpoGenotipo); + ey
SISTEMA OF BIBLIOTECAS

Donde:

Yy = Nmero de lechones nacidos totales (LNT); Numero de lechones nacidos vivos

(LNV); Peso de la camada al nacimiento (PNAC); Nimero de lechones destetados

(LD); Peso de la camada al destete (PAJ21); Valor reproductivo de la cerda (VRDC)

(GpoGenotipo), = Los diferentes genotipos encontrados en cada grupo de produccion

& = Error aleatorio experimental

Distanci lené!

Se calcularon distancias genéticas para construir 4rboles filogenéticos existentes
entre los distintos grupos de produccién, empleando los métodos de Distancia

estandar y Neighbor-Joining (Nei et al., 1972; Nei et al., 1983; Saitou y Nei, 1987).



Para estos célculos se utilizd el paquete Phylip 3.5c (Felsenstein, 1995). Se
realizaron 100 bootstrap o replicaciones aleatorias de conjuntos de datos partiendo
del original, para proporcionar confiabilidad en Ia topologia del los &rboles, siguiendo
las rutinas Seqboot (Felsenstein, 1995). Se realizo la rutina Gendist para el calculo

de Distancias estandar de Nei (1972)

D =-logIN, donde /v = " —r

Xik ¥ Yik son las frecuencias del i-ésimo alelo del k-6simo locus en las poblaciones X
y Y. mi es el nimero de alelos en el k-¢simo locus. Con el procedimiento Neighbor
utilizando el método Neighbor-Joining se realizaron rboles ~filogenéticos,
concensando el mejor &rbol con la rutina Consense que aplica el método *Majority
rule" al seleccionar el &rbol con més frecuencia de acuerdo a los bootstrap

(Felsenstein, 1995)

ontraste onales

Se hicieron tres grupos de Contrastes Ortogonales, los cuales son los siguientes:

1er. Grupo de contrastes ortogonales: Para cada genotipo se realizaron contrastes

genotipo contra otro de todos os genotip

independientemente de la paridad y nivel de produccién
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2°. Grupo de contrastes ortogonales: Para cada nivel de produccién (NA y NB) se
realizaron contrastes ortogonales comparando un genotipo contra otro de acuerdo a

los genotipos encontrados.

3er. Grupo de contrastes ortogonales: Para cada grupo de paridad y su nivel de
produccion (1a, 1b, 2a, 2b, 3a y 3b) se realizaron contrastes ortogonales

comparando un genotipo contra otro de acuerdo a los genotipos encontrados.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Frecuencias génicas y genotipicas

4.1.1. Gen ESR

Las frecuencias génicas y genotipicas del ESR de todos los animales incluidos en
este estudio se muestran en cuadro 1. ] ESR mostr6 independencia con los niveles
de alta y baja producci6n y con los grupos de diferentes paridades (p<0.05) con fa
prueba de X%. Los grupos 18, 2A, 2B y 3B se encuentran en equilibrio de Hardy-

Weinberg (p<0.05).

La frecuencia del alelo B fue mas aita en los grupos de alta produccion al igual que (a
frecuencia genatipica AB. En varias investigaciones se ha reportado que el alelo 8 es
el deseable para aumentar el tamaflo de la camada (Rothschild, 1996; Short et al.,
1997; Horogh et af,, 2005; Chen et at., 2000; Goliasova and Wolf, 2004) por lo que es
importante que en esta poblacién el alelo B se presente con mayor frecuencia en los

grupos de alta produccion

En ambos niveles de produccién no se para el alelo B, lo
cual concuerda con lo reportado por Drogemuller et al. (2001) que no encontré
homocigotos BB en la raza Duroc y Large White. Otros investigadores como Short ef

al. 1997, Drogemuller et a/. 2001 y Noguera et al. 2003 encontraron frecuencias muy
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bajas del alelo B (0.17, 0.10 y 0.07) en una linea con % de Duroc, en una linea

Duroc/Large White y en la raza Landrace, respectivamente.

Ademas Linville et al. (2001) y Drogy etal. (2001) no

del gen ESR en la linea sintética Landrace/Large White y en la raza Landrace

aleman, respectivamente, todos los animales de esas razas fueron homocigotos AA.

Rothschild et al. (1996), explica que el alelo B del ESR esta presente tnicamente en
grupos selectos de razas de cerdos, lo cual podria ser una explicacion de la ausencia

de los animales homocigotos BB en este estudio.



Cuadro 1. Frecuencias génicas y genotipicas del ESR

Frecuencia génica Frecuencia genotipica Equilibrio
Grupo
A B AR AB BB de HW

NA 073 027 045 055 [} No

NB 0.82 0.18 065 035 o No

A 073 027 0.46 054 [} No

18 0.83 [Xi4 066 034 o Si

2A 0.80 0.20 060 0.40 0 Si

28 082 018 064 0.36 0 Si

3A 065 035 0.30 G670 0 No

38 082 0.18 064 0.36 0 Si
ESR = Receptor Estrgenico, NA= Nivel de alta produccion, NB= Nivel de baja

produccion; 1A, 2Ay 3A = Marranas de primer parto, de 2 a 4 partos y de 5 partos en

adelante de aita produccién, respectivamente, y 1B, 2B y 3B marranas de primer

parto, de 2 a 4 partos y de 5 partos en adelante de baja produccién, respectivamente.

H-W = Hardy-Weinberg
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4.1.2. Gen PRLR

Se encontraron dos alelos para el gen PRLR y estan presentes en ambos niveles de
produccion y en todos los grupos de diferentes paridades, sin embargo, no hubo
diferencias significativas (p>0.05) con fa prueba de X. La frecuencia del alelo A fue
similar a la dei alelo B en cualquiera de los grupos, al igual que las frecuencias
genotipicas (Cuadro 2). También se puede observar que los grupos 1a, 3a y 3b estan

en equilibrio de Hardy-Weinberg

Frecuencias similares fueron reportadas por Drogemuller et al. (2001) que reporto
frecuencias de 0.40 y 0.49 para el alelo A en la raza Landrace y en una linea de

Duroc/Large White, respectivamente.

Se esperaban frecuencias altas del alelo A en el nivel de alta produccion ya que
Vincent et al. (1998) encontré que cerdas homocigotas AA tienen 0.66 lechones més
por camada que las cerdas con genotipo BB, sin embargo, se encontraron
frecuencias similares en ambos niveles de produccion y que ademds no hubo

dependencia de los grupos con las frecuencias alelicas (p>0.05) con la prueba de X7
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Cuadro 2. Frecuencias génicas y genotipicas del PRLR

Frecuencia génica Frecuencia genotipica Equilibrio
Grupo
A B AA 7B BB | deHW

NA 0.37 0.63 0.09 0.56 0.35 No
NB 035 065 006 057 | 037 No
A 020 o7 006 046 | 048 S0
B 031 069 002 058 | 040 No
2A 0.41 0.59 0.01 0.62 0.28 No
2B 0.32 0.68 0.04 0.56 0.40 No
3A 0.40 0.60 0.10 0.60 0.30 Si
ES) 042 058 014 056 | 030 Si

PRLR = Receplor de Ia prolactina; NA= Nivel de alta produccion; NB= Nivel de baja
produccién; 1A, 2A y 3A = Marranas de primer parto, de 2 a 4 partos y de 5 partos en
adelante de alta produccién, respectivamente, y 1B, 2B y 3B marranas de primer
parto, de 2 a 4 partos y de 5 partos en adelante de baja produccion, respectivamente.
H-W = Hardy-Weinberg.
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41.3. Gen FUTY

£n &i caacro 3 se muesttan 1as frecuencias gnicas y genotipicas de 1

animates inciuides en e

estudio para el gen FUT?. con difersncis signi
(p<0.05) el alelo G se encuentra con mayor freclencia en los Grupos

produccion y solo € grupo 1A se encuentra en equiliorio de Hardy-Weinbsrg

Nusstros resuttacos conciierdan con los de Horsk et ai (2005) Gue encont:
frecuencia ge! aislo A quz ael alelo Gy ademiés epond que las cerdas oon
AA tuvisron menor nimero de lechones nacidos totales, lechenss nacide
lecriones dastatados que les cerdas con genotipo GG

Contrand 2 nuestics r3suiados y 4 108 de Hordk st al (2005) olros inves

coma Meijerink et af., (1597), Binder et al. (2000) y Yan et al. {2003} report
el zlelo benstico es of A ya que s relaciona con resistencia infecciores
cer E. call en lechones on maiermidad y obtener, como consecuencia, mayy

ds lechones deststados por ser resistentes a diarreas causadas per E. coli




Cuadro 3. Frecuencias génicas y genotipicas del FUT1

Fracuencia génica Frecuencia genotipica Equilibrio
Grupo
A | G AA AG GG de H-W

NA 031 ‘ 0.69 0.01 061 0.38 No
NB 0.41 059 [ 0.82 0.18 No
1A 0.20 0.80 0 0.40 0.60 Si
1B 0.36 064 0 0.72 0.28 No
2A 0.38 062 0 0.76 0.24 No
2B 0.45 0.55 0 0.92 0.08 No
3A 0.36 064 0.02 0.68 0.30 No
3B 0.41 059 0 0.82 0.18 No

FUT1 = Alpha 1,2 fucosyltransferasa, NA= Nivel de alta produccién, NB= Nivel de
baja produccion; 1A, 2A y 3A = Marranas de primer parto, de 2 a 4 partos y de 5
partos en adelante de alta produccién, respectivamente, y 1B, 2B y 38 marranas de
primer parto, de 2 a 4 partos y de 5 parlos en adelante de baja produccion,

respectivamente. H-W = Hardy-Weinberg



4.1.4. Gen RBP4

En el cuadro 4 se muestran las frecuencias génicas y genotipicas del gen RBP4. Se

(p<0.05) con la prueba de X2 Se

pueden observar frecuencias mas altas del alelo A que del alelo B en toda la
poblacién, de la misma manera las frecuencias de los genotipos AA son més altas

que las de los i AB. Ademés se altas del alelo A

en los grupos de alta ion. No se d animales BB en
esta poblacién y ninguno de los grupos se encuentra en equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Al alelo A se le considera como el alelo favorable para aumentar el tamafia de la
camada (Messer et al., 1996; Rothschild, 2000; Linville et af., 2001). Por tal motivo

las frecuencias del alelo A encontradas en este estudio resultan alentadoras.

Se han reportado frecuencias de 0.62, 0.67 y 0.85 del alelo A en la linea sintética
Duroc/Large White, de la raza Landrace alemén y la raza Duroc, respectivamente
(Drogemalluer ef af,, 2001). En este caso las frecuencias del aielo A fueron de 0.84

enelNAy0.76 en el NB.



Cuadro 4. Frecuencias génicas y genotipicas del RBP4

Frecuencia génica Frecuencia genotipica Equilibrio
Grupo
A B AR AB BB de HW

NA 084 016 069 031 0 No
NB 076 024 051 0.49 4 No
I 087 013 074 0.6 [} No
B 074 0.26 048 052 o No
2A 082 0.18 064 036 0 No
2B 0.74 026 048 052 0 No
3A 084 016 0.68 032 [ No
3B 079 021 058 0.2 0 No

RBP4 = Retinol binding protein 4; NA= Nivel de alta produccién; NB= Nivel de baja
produccién; 1A, 2Ay 3A = Marranas de primer parto, de 2a 4 partos y de 5 partos en
adelante de alta produccién, respectivamente, y 1B, 28 y 3B marranas de primer
parto, de 2 a 4 partos y de 5 partos en adelante de baja produccién, respectivamente.

H-W = Hardy-Weinberg
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4.2. Distancias genéticas y arboles filogenéticos

Conlai de las ias génicas se distancias genéticas y a
partir de ellas se obtuvieron arboles filagenéticos para todos los genes por separado.
Las distancias genéticas calculadas para el gen ESR se muestran en el cuadro 5. El
gen ESR se agrupé de acuerdo al nivel de produccién con distancias gendticas
menores a 0.0001 de los grupos incluidos en el nivel de baja produccién, lo cual
indica similaridad entre ellos y se puede observar claramente en la figura 3. Las
distancias genéticas de los grupos de 1A, 2A y 3A son mayores con los grupos de
baja produccion. En fa figura 3 se distinguen dos grupos principales, el primero
incluye todas las marranas del nivel de baja produccion y el segundo grupo incluye
todas las marranas del nivel de alta produccién, indistintamente de su paridad

Cuadro 5. Distancias estandar de Nei entre grupos de produccion (GP) del gen ESR

GP 1B 2A 28 EQ 3B

1A 00116 0.0060 0.0096 [00098  [000%6 |
8 0.0009 0.0001 00432 |0.0001 |
2A 0.0004 0.0313 0.0004

28 0.0391 0.0000

3A ‘ 0.0391

1A, 2A y 3A = Marranas de primer parto, de 2 a 4 partos y de 5 partos en adelante de
alta produccién, respectivamente, y 1B, 28 y 3B marranas de primer parto, de 2 a 4

partos y de 5 partos en adelante de baja produccion.




ze

Figura 3. Arbol filogenético (Neighbor-Joining) que muestra los valores del bootstrap
considerando las distancias genéticas de todos los grupos de produccion estudiados
para el gen ESR.

Las distancias genéticas del gen PRLR no fueron similares dentro de cada nivel de
produccién si no que resuiltaron similitudes entre los grupos de alta con grupos de
baja produccién. La menor distancia genética es obtenida entre el grupo 18 con 2B,
2A con 3A y 2A con 3B, cuadro 6. Al observar el 4rbol filogenético este gen no

agrupa de acuerdo al nivel de produccién, figura 4.
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Cuadro 6. Distancias estndar de Nei entre grupos de produccion (GP) del gen PRLR

GP 1B 2A 28 3A 3B

1A 0.0006 0.0243 0.0014 0.0202 [00288 |
18 0.0172 0.0002 00138  |00211 |
2A 00141 0.0002 [00002 |
28 00110 00176

3A 0.0008

1A, 2Ay 3A = Marranas de primer parto, de 2 a 4 partos y e 5 partos en adelante de

alta produccién, respectivamente, y 1B, 28 y 38 marranas de primer parto, de 2 a 4

partos y de 5 partos en adelante de baja produccion.
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Figura 4. Arbol filogenético (Neighbor-Joining) que muestra los valores del bootstrap
considerando las distancias genéticas de todos los grupos de produccion estudiados

para el gen PRLR

La mayor distancia genética que existe en el gen FUT1 es la del grupo 1A con el
grupo 2B, no existe distancia (0.0000) entre el grupo 1B y el 3A, grupos menos
distantes del 3A son el 1Ay el 2A (cuadro 7). Los grupos del nivel de alta produccién
estén cercanos genéticamente y los grupos del nivel de baja produccién estan

cercanos entre si, esto se puede apreciar en el 4rbol filogenético (figura 5). Sin
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embargo las cerdas en grupos de 1A y 1B, de primer parto, no se agrupan

adecuadamente,

Cuadro 7. Distancias esténdar de Nei entre grupos de praduccion (GP) del gen FUT1

GP 1B 2A % 3A 36

) 00362 00472 01100 00362 [o0671 |
B 0.0007 00188 0.0000 0.0045

2A 00122 [00007  [00017 |
28 0.0188

3A

1A, 2Ay 3A = Marranas de primer parto, de 2 4 partos y de 5 partos en adelante de

alta produccién, respectivamente, y 1B, 2B y 3B marranas de primer parto, de 2a 4

partos y de 5 partos en adelante de baja produccion.
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Figura 5. Arbol filogenético (Neighbor-Joining) que muestra los valores del bootstrap
considerando las distancias genéticas de todos los grupos de produccién estudiados

para el gen FUT1

En el cuadro 8, para el gen RBP4, se aprecia en general que existen menos
distancias entre poblaciones de marranas que pertenecen al nivel de baja produccion
(1B, 2B y 3B) asi como entre marranas que pertenecen al nivel de alta produccion
(1A, 2Ay 3A). En el andlisis de este gen, se formaron dos grupos, con altos valores
del bootstrap, uno que incluye a todas las marranas de alta produccién y otro que

incluye a las marranas de baja produccién, figura 6.
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Cuadro 8. Distancias estandar de Nei entre grupos de produccién (GP) del gen RBP4

GP B8 2A 28 3A 3B

1A 0.0256 [00042 |[00256  |00015 00103 |
B 0.0090 0.0000 00145 0.0034

2A 0.0090 0.0006 [0o01a |
28 00145 0.0034

3A 00039

A, 2Ay 3A = Marranas de primer parto, de 2 a 4 paros y de 5 partos en adelante de

alta produccio

partos y de 5 partos en adelante de baja produccién

28

respectivamente, y 18, 2B y 38 marranas de primer parto, de 2 a 4

2B

Figura 6. Arbol filogenético (Neighbor-Joining) que muestra los valores del bootstrap

considerando las distancias genéticas de todos los grupos de produccion estudiados

para el gen RBP4
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4.3. Contrastes Ortogonales

4.3.1. Contrastes Ortogonales para analizar el gen ESR.

4.3.1.1. Andlisis para genotipos encontrados en el gen ESR.

En el Angiisis de Varianza el efecto del genotipo det gen ESR fue significativo
(p<0.05) sabre Ias variables LD, PAJ21, VRDC y con p=0.08 sobre LNV. Al hacer la
comparacién de medias con contrastes ortogonales del genotipo AA contra el
genotipo AB, sin considerar el nivel de produccién ni la paridad, el genotipo AB
resulté ser significativo (p<0.05) para las variables LD, PAJ21, VRDC y con p=0.08 la
variable LNV. Encontrando una diferencia de 0.3 LD, 2.9 de PAJ21, 8.6 puntos de

VRDC y 0.4 LNV a favor del genotipc AB (cuadro 9).

Como se ha reportado de que el alelo B es el favorable para aumentar el tamafio de
la camada en cerdos (Rothschild et al, 1996; Short et al., 1997; Chen ef a/., 2000;
Isler et al, 2002; Goliasova and Wolf, 2004 y Horogh et af., 2005), en este estudio las
cerdas con una copia del alelo B tienen mejor desempefio reproductivo que las

cardas homocigotas AA
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‘Cuadro 9. Ndmero de observaciones (N), promedios (Prom) y desviacién esténdar

(DE) de os genotipos encontrados en el gen ESR

Genotipo AA Genotipo AB
Variables

Prom [DE |N Prom | DE
INT 165 |103 |24 | 135 |07 |22
NV 165 |93 |23 (135 |97 |21
PNAC 165 |137 33 |135 |143 |28
1) 165 |84 13 (135 |87 |09
PAIZT 165 |86 [10.7 |135 |590 |106
VRBC 165 |983 |99 |135 [101.9 |98

LNT = Namero de lechones

nacidos totales; LNV

= Numero de lechones nacidos

vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Numero de lechones

destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda.



4.3.1.2. Andlisis para genotipos del ESR dentro de niveles de produccién.

No hubo diferencias significativas (p>0.05) para ninguna de las variables en ningdn
nives de produccion cuando se compararon los genotipos A contra los genotipos AB
sin importar el namero de partos. Como se puede observar en el cuadro 10 los
promedios de todas las variables del nivel alto AA y nivel aito AB fueron similares.

Asi mismo fos promedios del nivel bajo AA y rivel bajo AB.
A pesar de la alta frecuancia del genotipo AB en el nivel de alta produccion no hubo

diferencias estadisticas significativas (p>0.05) de dicho genotipo sobre

caracteristicas reproductivas.
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Cuadro 10. Nimero de observaciones (N}, promedios (Prom) y desviacién estandar

(DE) de cada nivel de produccion y cada genatipo del gen ESR

Nivelalto AA | Nivel alto AB | Nivel bajo AA | Nivel bajo AB
Variables

Prom [DE | N | Prom | DE |N | Prom | OE | N | Prom | DE
[INT |68 [116 |17 82|17 |15 |97 |942 |24 53|93 [25
LNV 68 108 |1.6 62|106 |15 |97 (83 |21 53|83 |21
PNAC |68 |159 |22 |82|155 |17 |87 121 |30 |53|123 |31
(5] 68 |94 |08 |82|92 |07 |97 7.7 |12[53|79 |08
PAI21 68 |654 |57 |B82|652 |7.3 |97|495 |82 |53|494 |73
VRDC |68 |109.2|36 |82|109.4|33 |67|907 |37 |53|906 |40
LNT = Numero de lechones nacidos totales; LNV = Numero e lechones nacidos

vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Numero de lechones
destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda



4.3.1.3. Andlisis para genotipos del ESR dentro de grupos de paridad y nivel de

produccion.

En el gen ESR se i i isti ignificatit (p=0.05) en la

de medias por contrast que ef genatipo AA
fue significativo para la variable LD con 0.6 lechones més que el genotipo AB de las

marranas del grupo 1A, para la misma variable se encontraron diferencias

(p=0.08) en las 6n del grupos 2BAA contra el grupo 2BAB,
observando que el promedio del genotipo AB fue mayor con 0.4 LD més que el

genotipo AA (cuadro 11).

El PNAC también fue afectado significativamente (p=0.08) por el genotipo AB con

una diferencia de 1.2 Kg sobre el genotipo AA en el grupo 28,
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Buzdro 11. Ndmero de observaciones (N), promedios (Prom) y desviacién estandar

(DE) de cada grupo y cada genotipo del gen ESR

General 1AAR 1AAB 1BAA
N [Prom[DE |N [Prom |DE |N |Prom | DE | N | Prom | DE
TNt [300[705 |23 |23 117 |18 |27 127 |95 82 |28
[NV [300(94 |22 [23|11.4 |19 |27 111 |21 [33|71 |27
|[PNAC [ 300738 37 23165 |30 [27[157 [2033[103 [103
/[ 30085 |12 (23|97 0827|941 |09 33|73 |14
é PAJ21 300 |57.3 | 10.7 | 23664 ‘6.4 27(664 9133|443 |90
| VRBC (300 989 (99 |23 107,9‘27 27[1076|24 | 33
LNT = Namero de lechones nacidos totales; LNV = Numero de lechones nacidos

i vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Numero de lechones

destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda

Continua cuadro 11..

1BAB 2AAA 2AAB 2BAA

Variables

N Prom || DE |N [Prom [DE [N |Prom [ DE [N |Prom [ DE
LNT 17 |79 34 |30 117 [19[20(112 |11 32|96 20
LNV 17 [68 |28 |30/ 106 |16|20(101 |13 [32(84 |15
PNAC 17 |97 36 |30[158 [17[20(152 |17 [32]124 [22
D 17 [76 |11 |30 92 |07 [20(84 |06[32[76 |12
PAJ21 17 |442 |60 |30|647 [57|20(678 |54
VRDC 17 ﬁ‘ 19 |30[1083 31 (20 108.7‘ 34




Continua cuadro 11

2BAB 3AAA 3ARB 3BAA
Variables ]

N [Prom [DE |N [Prom |DE |N |Prom | DE | N | Prom | DE
LNT 18|95 [18 [15[113 [12[35[115 |12|32|105 |15
LNV 18 |88 |13 15102 |08 |35 105 |05]32|93 [14
PNAC |18 [136 |22 |15|152 14 35]156 |65 |32|138 |18
D 18 |80 |09 |15 92 0535|681 |06 (32|83 |08
PAJZI |18 |507 |85 |15|653 |46 |35|630 |65 32|537 56
VRDC |18 [909 |44 |15|111.1 |49 |35[1106 32

Continua cuadro 11...

3BAB
Variables

Prom | DE
LNT 18 [103 [13
LNV 18 (93 1.0

PNAC 18 [134 [134

LD 18 [82 05

PAJ21 18 528 |41

VRDC 18 [889 |56
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4.3.2. Contrastes Ortogonales para analizar el gen PRLR

Analisis para genotipos encontrados en el gen PRLR

En el Analisis de Varianza no hubo diferencias estadisticas significativas (p>0.05) de
los genotipos encontrados en el gen PRLR sobre ninguna de las variables en
estudio, es decir, estadisticamente los promedios de las variables son iguales en

cualquier genotipo {cuadro 12).

Se esperaba relacion del genotipo AA con altos promedios de las variables en
estudio, ya que otros investigadores han encontrado que el alelo A es el deseable
para tamafio de la camada. Sin embargo, es probable que el gen PRLR por si mismo
o tenga afecto sobre el comportamiento reproductivo sino que necesite estar ligado

aotros genes para conel
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Cuadro 12. Numero de observaciones (), promedios (Prom) y desviacion estandar

(DE) de los genotipos encontrados en el gen PRLR

. Gerofipo AL | Genotipo AB | Genotipo BB
Variables
Prom [DE |N | Prom |DE |N | Prom | DE
INT 23 [106 |19 |169|104 |23 | 108|106 |25
[y 23 |66 |20 [169|94 |21 |108|96 |24
PNAC |23 |145 |25 |160|13.7 |13.7| 108|141 35
) 23 |85 |14 [169(85 |12 108|865 [12
PAIZI |23 |599 |93 |169|571 10.5]108|57.2 [109
VRDC |23 [100612.7 | 169 |100.1 99 |108|99.5 |94 |

LNT = Numero de lechones nacidos

vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Nimero de lechones

otales; LNV = Numero de lechones nacidos

destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de fa

cerda
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14.3.2.2. Andlisis para genotipos del PRLR dentro de niveles de produccion

En el andlisis de contrastes ortogonales dentro de niveles de produccion sélo hubo

significancia estadistica (p<0.001) para la variable LD. EI promedio del genotipo BB

. fiue de més 0.1y 0.4 LD que el promedio de los genotipos AB y AA, respectivamente,

del nivel de baja produccién (cuadro 13)

Cuadro 13. Numero de observaciones (N), promedios (Prom) y desviacion estandar

(DE) de cada nivel de produccion y cada genotipo del gen PRLR

Nivel alto AA Nivel alto AB | Nivel alto BB | Nivel bajo AA

Variables

Prom |DE |N | Prom [DE [N [Prom | DE [N [Prom | DE
LNT 13 [116 13 114 [15(53 120 |17 (10|94 18
LNV 13 [106 |18 105 [1.3[53[11.1 [18 10|84 16

PNAC 13 |159 |18 154 [17 [53[16.1 [23[10127 |23

LD 13 [93 |08 93 [06(53/92 |09(10(75 |14

R B g ¥R

PAJ21 13 656 [7.2 655 |60 [53|649 (7.4 [10[525 |58

VRDC |13 |1105|51 |84|109.4 34 |53 108529 10877 |57

NT = Namero de lechones nacidos totales; LNV = Numero de lechones nacidos
vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Numero de lechones
destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda



Continua cuadro 13.

7 Nivel bajo AB | Nivel bajo BB
Variables

N [Prom|[DE |N |Prom|DE
INT 85 (94 |25 |55|93 |24
NV 85 |82 |83 [55]83 |22
PNAC |85 [121 |29 |55|122 |34
1] 85 |78 |11 |55|78 |14
PAJ21 |85 |488 |7.7 |55|49.9 |84
VRDC |85 [901 |39 |55(908 |31




4.3.2.3. Anélisis para genotipos del PRLR dentro de grupos de paridad y nivel

de produccion.

En la comparacion de medias con contrastes ortogonales el genotipo BB fue
significativo (p=0.03) con mas 0.5 LNT, 1.2 LNV y 1.5 Kg de PNAC cuando se

comparo contra el genotipo AB en las marranas del grupo 1A

En la comparacion del grupo 1BAA contra 1BAB el genotipo AB mejoro
significativamente (p<0.01) la variable LD con mas 2.5 lechones y en la comparacién
del grupo 1BAA contra 1BBB, el genotipo BB tuvo diferencias significativas (p<0.01)
de mas 2.4 lechones. Sin embargo, s debe considerar que s6/0 una marana tiene

&l genotipo AA en el grupo 1B,

En la variable PAJ21 el promedio del genotipo AB fue superior (p<0.06) a los
genotipos Ay BB con +3.2 Kg y 8.2 Kg por camada, respectivamente, en el grupo

1A

En marranas del grupo 3A y 3B el genotipo AA fue significativo (p<0.05) sobre LD
cuando se comparé con los genotipos AB y BB. EI grupo 3AAA tiene més 0.3 y 0.5
LD que el grupo 3AAB y el grupo 3ABB, respectivamente. De la misma manera el
genotipo AA mejora significativamente (p<0.05) con 1.7 puntos de VRDC a las

marranas del grupo 3ABB.
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En esta poblacién el genotipo BB se esta relacionando con el comportamiento
reproductivo en las marranas de primer parto de cualquier nivel de produccion, sin
embargo, el genotipo AA se expresa con mejores promedios de las variables
reproductivas en marranas con mas de 5 partos en cualquier nivel de produccion

(Cuadro 14).

Cuadro 14. Nimero de observaciones (N), promedios (Prom) y desviacién esténdar

(DE) de cada grupo y cada genatipo del gen PRLR

General 1AAA 1AAB 1ABB
Variables
Prom | DE | N | Prom | DE |N | Prom | DE | N [Prom [DE |
LNT 300 105 |23 |3 |120 |17 [23[112 [16|24|127 |18
LNV 30095 |22 |3 |11.0 |[35(23[106 [1.7[24]118 [19

PNAC 300139 |31 |3 159 (2123 1563 |21 |24 168 |28

LD 300 (85 |12 [3 |87 15]23]95

‘PM21 300(57.4 [ 108 |3

999 (99 [3

je lechones nacidos

LNT = Ndmero de lechones nacidos totales; LNV =
vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Numero de lechones
destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; 'VRDC = Valor reproductivo de la

cerda
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Continua cuadro 14.

’7 18AA 1BAB 1BBB 2AAA
Variables
N [Prom[DE |N [Prom|DE |N | Prom|DE [N | Prom | DE
LNT 1 [50 |0 [29|80 [30|20|84 315 [118 [15
NV 1 50 |0 29 68 |26|20|72 (285 |109 |15
PNAC |1 [81 [0 [29100 [34 |20 103 |39 [5 |158 |19
1) 1 |50 © |[29(76 [13|20[74 [13]5 |85 |03
PAR2T |1 |482 [0 |29|447 83 |20|434 |79 |5 |638 |42
VRDC |1 |929 LQ‘SSZ\ 127“20 925 [21 |5 [1112[48
Continua cuadro 14.
2AAB 2ABB [ "28AA |

Variables

N Prom‘DE N Prom‘DE N [ Prom
INT 31 ‘113 17 |14[117 |17 |2 |90
TNV 31 [103 \i 14 105 |17 2 [78
PNAC 31 [163 15 Tie ‘2 116 |07 28 127 |21
D 31 |93 |05 1.0‘2 61 |02 |28]76 ‘11
PAIZI |31 |647 |55 sa‘z 480 |52 28498 7.9
VRDC |31 |1088|31 26‘2 875 |77 28904 [43




Continua cuadro 14.

2888 ‘ 3AAA 3AAB 3ABB
Variables

Prom | DE 'N Prom [DE [N [Prom [DE | N [ Prom [ DE |
INT 20 |95 |18 "5 109 [08130]117 |12 5‘11.3 12
LNV 20 [87 (15 5 |88 10 30|106 |08 |15 102 |08
PNAC |20 (130 |26 |5 |159 1930|156 |14 |15]151 |14
i) 20 (80 |11 |5 |94 [05(30(91 |06 15|89 |06
PA21 |20 (521 |65 |5 |70.4 |70 |30|639 |56 |15 631 |51
VRDC |20 |898 |34 5 |1128|54 |30|111.1|38 [15 109.3]31
Continua cuadro 14.
I IBAA 3BAB 3888
Variables

Prom|DE N | Prom | DE | N | Prom | DE
NT 7 |10 [12 28106 |14 [15[10.0 [15
LNV 7 a1 [11 ‘28 94 [11[15[91 15
PNAC 7 |137 |16 |28 136 |15[15 137 23'
D 7 |83 |08 |28(81 |07 [15]85 _U.GJ
PAIZI |7 | 544 |57 [28|521 |47 [15|565 |53
‘VRDC 7 [870 |58 268|900 |43 |15]898 |30




4.3.3. Contrastes Ortogonales para analizar el gen FUT1

4.3.3.1. Analisis para genotipos encontrados en el gen FUT1

En ef Anlisis de Varianza el efecto dei genotipo del gen FUT1 fue significativo
(p<0.05) sobre las variables PAJ21, VRDC, LNV y PNAC. En la comparacion con
contrastes ortoganales se comparo el genotipo AG contra el GG. Se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) a favor del genotipo GG mejorando 3 Kg de PAJ21,

3.9 puntos de VRDC, 0.6 LNV y 0.8 Kg de PNAC contra el genotipo AG (cuadro 15).

Estos resultados tienen concordancia con los de Horak et al. (2005) que reporté que
las cerdas con genotipo AA tuvieron menor nimero de lechones nacidos totales,

lechones nacidos vivos y lechones destetados que las cerdas con genotipo GG.



Cuadro 15. Numero de observaciones (N), promedios (Prom) y desviacién esténdar

(DE) de los genotipos encontrados en el gen FUT1

Vartatre | COOUPOAG Genotipo GG

N Prom [DE |N | Prom |DE
LNT 215 104 |21 |84 108 27
LNV 215 93 20 |84 99 25
PNAC 215 137 [29 |84 145 34
[} 215 85 |12 8 |87 (13
PAJ21 215 56.5 104 84 595 13
VRDC 215 988 |97 (84 1027 |101 ‘

LNT = Namero de lechones nacidos totales; LNV = Numero de lechones nacidos
vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento, LD = Numero de lechones
destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda
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Andlisis para genotipos del FUT1 dentro de niveles de produccién

Se iferencias si (p<0.05) enla n de tip
dentro de los niveles. En el nivel de baja producsion el genolipo AG fue mejor con

mas 0.9 LNT y 1.8 puntos de VRDC que el genotipo GG (cuadro 16).

Cuadro 16. Nimera de observaciones {N), promedios (Prom) y desviacion estandar

(DE) de cada nivel de produccion y cada genotipo del gen FUT1

Nivelalto AG | Nivel alto GG | Nivel bajoAG | Nivel bajo GG
Variables |
Prom [DE N | Prom DE‘N From | DE | N | Prom | DE

LNT 92 [115 [14 ‘57 119 [18123|95 |22 27|86 (31 |
[ 92 [106 |14 57|108 15\123 83 1927|680 |28 ‘

I I
PNAC |92 ‘15.6 ‘1.3 57[159 |21 ‘123‘12,3 2827|116 38
LD 92 |93 |07 |57|92 |09 (12379 |11 27|77 [14 ]
PAJ21 92 |655 66 |57|649 |68 123|498 |72 27|480 104
|
| | |
VRDC 92 (109235 |57(1091[33 [123]91.0 |34 ‘27 892 |50 ‘

LNT = NGmero de lechones nacidos totales; LNV = Nimero de lschones nacidos
vivos; PNAC = Peso de Ja camadsa al nacimiento; LD = Numero de lechones
destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destets; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda



4.3.33. Analisis para genotipos del FUT1 dentro de grupos de paridad y nivel

de produccién

Las variables LNT y PAJ21 fueron influidas significativamente (p<0.08) por el
genotipo AG en tas maranas del grupo 2B. Los promedios de los animaes
heterocigotos mejoraron con mas 1.8 LNT y 0.4 kg de PAJ21 a los animales
homocigotos GG. Se debe sefialar que el tamafio de muestra del grupo 2BGG es

muy pequefio (4 abservaciones)

Por otro lado, el genotipo GG mejoré (p<0.05) la variable LNV con 0.9 lechones més

que el genotipo AG en el grupo 1B (cuadro 17).




Cuadro 17. Numero de abservaciones (N), promedios (Prom) y desviacién esténdar

{DE) de cada grupo y cada genotipo dei gen FUT1

Variables General 1AAG 1AGG 1BAG
Prom [DE [N [Prom [DE [N |Prom | DE | N | Prom | DE
LNT 300[105 |23 [20 116 18|30 122 |1.9 36|81 |26 |
LNV 30095 [22 [20]112 [1.9(30 112 |27 |36|68 |22
PNAC 300 (139 [31 [20[162 [25(30[159 [26[36]99 |30 |
LD 300 (85 12 20[93 0.8 (30|95 08[36[75 [12
PAJ21 300 (574 [108 ‘ 20(67.3 |86 30659 |7.5 36449 |73 |
VRDC 300 | 99.9 ‘ 89 FO 1080|3.1 |30 107.6 ‘ 2136 ‘ 922 (23
LNT = Nimero de lechones nacidos totales; LNV = Nimero de lechones nacidos

vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = NUmero de lechones

destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda
Continua cuadro 17.
1BGG 284G 2AGG 2BAG
Variablos N .
Prom |DE | N Prom | OE | N | Prom | DE | N | Prom | DE
INT 14 (81 |40 |38|11.3 |14 [12[121 [20[46(97 (18
LNV 14 [77 |37 |38|102 |14 |12[109 |17 |46 87 |14
PNAC |14 [106 |49 [38(153 |17 |12[161 |17 |46[128 |22
1) 14 |72 [15 |38|64 |05[12|89 |09 46|78 |11
PAJ21 14 |426 |98 |38|655 |58 |12(639 [48[46(50.7 |69
VRDC 14 (923 109.8|26 [46|904 |36 |




Continua cuadro 17.

2BGG 3JAAG 3AGG 3BAG
Variables
N Prom |DE |N |Prom [DE |N [Prom [DE |N [Prom [DE
LNT 4 79 |24 [34 116 [12[15[11.1 [1.0[41[106 [1.4
LNV 4 73 |73 |34|105 (0915|101 |07 [41]|94 [13
PNAC 4 111 1.9 [34/154 |14 [15/154 |13 [41(138 |18
LD 4 76 [17 [34|92 05|15/88 06 (41|83 |07
PAJ21 4 503 |11.9 [34(645 |59 15639 |66 41530 |51 |
VRDC 4 856 |63 |34|1105|38 |15 1115 42 (41904 (38 |
Continua cuadro 17..
3BGG
Variables
N | Prom | DE
LNT 9 95 09
LNV 9 |88 0.9
PNAC 9 132 [17
LD 9 |83 0.8
PAJ21 9 551 |56
VRDC |9 |858 |41
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4.3.4. Contrastes Ortogonales para analizar el gen RBP4

4.3.4.1. Andlisis para genotipos encontrades en el gen RBP4

El efecto del genotipo fue significativo (p<0.07) sobre el fi Se

hizo una comparacién del genotipo AA contra el AB sin considerar el nivel de
produccién i el numero de parto por medio de contrastes ortogonales y se encontré
un efecto significativo del genotipo A (p<0.07) sobre las variables LNT, PAJ21,
VRDC, LNV y PNAC con diferencias de 0.5, 2.6, 3.2, 0.5 y 06, respectivamente

(cuadro 18).

Igual que los resultados de Rothschild et al. (2000) y Messer et al. (1996), los
resultados de este estudio indican una relacion del genotipo AA con aumento en el

tamario de la camada.



Cuadro 18. Nimero de observaciones (N}, promedios (Prom) y desviacién estandar

(DE) de los genotipos encontrados en el gen RBP4

Genotipo AA Genotipo AB
Variables

Prom |DE | N Prom | DE
NT 180 (107 |23 |120 |102 |24
NV 180 |87 |22 |120 |92 |22
PNAC 180 |142 |29 |120 [136 |32
[} 180 |86 |12 |120 |84 |12
PAJZ1 180|564 |10.9[120 |558 [10.3
VRDC 180 [1012 [104 120 |980 |89

LNT = Namero de lechones nacidos totales; LNV = Nimero de lechones nacidos
vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Niimero de lechones
destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda



4.3.4.2. Analisis para genotipos del RBP4 dentro de niveles de produccién

En el nivel de alta produccion el genotipo AA def gen RBP4 tuvo un efecto estadistico
significativo (p=0.02) sobre la variable VRDC y por otro lado el genotipo AB tuvo un
efecto significativo (p=0.01) sobre el nivel de baja produccion. £l genotipo AA tuvo
mas 1.3 puntos de VRDC que el genotipo AB en el NA, mientras que el genotipo AB

tuvo més 1.5 puntos de VRDC en el NB (cuadro 19).
Aunque en la poblacién en estudio no se selecciona en base al genotipo, en este

caso, el genctipo deseable se relaciond con el nivel de alta produccian y el genotipo

con una copia del alelo no deseable se relaciono en el nivel de baja produccion.
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Cuadro 19. Niimero de observaciones (N), promedios (Prom) y desviacién esténdar

(DE) de cada nivel de produccion y cada genotipo del gen RBP4

Nivel alto A~ | Nivel alto AB | Nivel bajo AA | Nivel bajo AB

Variables

N [Prom [DE |N |Prom DE |N |Prom|DE |N | Prom | DE
INT 103 116 |1.6 |47 116 |14 77|94 |33 (73 83 |24
LNV 103[107 [1.7 |47[107 [13[77(83 [20|73|82 |22 |

PNAC 103 [15.7 (20 |[47[157 [19 |77[122 |29 |73[122 [32

[E3] 10392 (08 [47[9a4 |06 (77|78 11|73[78 |11

PAJ21 103|654 (66 (47 650 6.6 |77[491 |82 (73[49.8 |75

VRDC 103 | 1096 (37 (471083 2.5 |77 (899 (39 |73|91.4 [36

LNT = Namero de lechones nacidos totales; LNV = NUmero de lechones nacidos
vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Numero de lechones
destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda



43.4.3. Analisis para genotipos del RBP4 dentro de grupos de paridad y nivel

de produccién

En fa comparacion de medias de los grupos 2AAA contra 2AAB y el grupo 3AAA
contra 3AAB, el gerotipo AA resulto mejorar significativamente (p<0.07) la variable
VRDC con més 2.1 y 1.8 puntos para el grupo 2AAA y 3AAA, respectivamente, De
igual forma et genotipo AA tuvo un efecto significativo (p=0.03) con mas 0.6 LD al

hacer la comparacion del grupo 1AAA contra el 1AAB

El genotipo AB tuvo un efecto significativo (p<0.05) sobre las variables LD y VRDC
cuando se hizo la comparacion de medias del grupo 2AAA contra 2BAB. Se encontrd
que los animales que pertenecen al grupo 2BAB tienen +0.4 LD y +2.4 puntos de

VRDC que ef grupo 2BAA (cuadro 20).



Cuadro 20. Ntimero de observaciones (N), promedios (Prom) y desviacién estandar

(DE) de cada grupo y cada genotipo del gen RBP4

General ‘ 1AAA 1AAB 1BAA
Variables

Prom[DE N [Prom [DE N | Prom | DE [N | Prom | DE
LNT 300 (105 |23 ‘37 127|183 116 |18 24|83 a1
LNV 300 (S5 |22 37 |114 |19 13108 |19 24|68 |26
PNAC 300139 [31 a7 |16.1 |24 [13[160 |29 (24|99 |35
D 300 (85 |12 [37|94 [10|13|95 |07 24|77 |14
PAJ21 | 300|574 [10.8 |37 | 661 |81 |13|67.4 |7.7 [24|429 |7.9
VRDC | 300|999 |99 |37 |107.8|25 [13[107.7 28 |24|917 |28

LNT = Namero de lechones nacidos totales; LNV = Numero de lechones nacidos

vivos; PNAC = Peso de la camada al nacimiento; LD = Nimero de lechones

destetados; PAJ21 = Peso de la camada al destete; VRDC = Valor reproductivo de la

cerda
Continua cuadro 20.

1BAB 2AAB 2BAA
Variables

Prom |DE [N [Prom DE N |Prom |DE | N [Prom | DE
LNT 26 |79 |29 [82|11.4 17 18|116 |14 24|93 [18
NV 26 |71 |28 [32]102 1618|107 |1.1[24]84 |14
PNAC |26 103 |37 |32 1565 |18 18157 |12 |24[125 |19
D 26 [71 |12 [32[93 |07 |18|83 |06 24|75 |11
PAJ21 |26 |455 |81 |32|660 |54 18|637 |57 [24|50.3
VRDC 26 [928 |19 |32[1098(3.4 [18]107.7 24]888 |39 |
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Continua cuadro 20.

2BAB 3AAA IAAB 3BAA
Variables
N~ [Prom [DE |N [Prom [DE | N |Prom | DE |N | Prom | DE
INT 26 [98 |19 [34[11.4 |12 16116 |13 |29[104 |14
LNV 26 |87 |16 [34[103 |09 [16[105 |07 [29/94 |11
PNAC |26 |13.1 |25 |34|154 |15 16|165 |14 |29]138 |15
[ 26 |79 |11 |34|90 |06(16|93 |05 29|82 |06
PA21 |26 |51.0 |68 |34|642 |59 |16|647 |64 |29|531 |55
VRDC |26 |912 |37 |34|111.3|43 |16|1095|23 [29|894 |42
Continua cuadro 20.
3BAB
Variables
N | Prom | DE
INT 21 |104 |18
NV 21 |80 |14
PNAC |21 [134 |19
D 21 |84 |08
PAJZI |21 |537 |49
VRDC 21 [898 [43




V. CONCLUSIONES

5.1.Gen ESR
No se detectaron animales homocigotos BB en I poblacion estudiada
En el grupo de aita produccion el genolipo AB fue més frecuente que el AA
En diferentes paridades la frecuencia del genotipo AB es mayor en cualquier
paridad del nivel de alta produccién
$Se encontré una diferencia de 0.3 LD, 2.9 Kg de PAJ21, 8.6 puntos de VRDC
¥ 0.4 LNV a favor del genotipo AB, en la comparacion de medias con
contrastes ortogonales
El grupo 1AAA fue mejor con 0.6 LD que el grupo 1AAB

El grupo 2BAB fue mejor con 0.4 LD y 1.2 Kg de PNAC que el grupo 2AAA

5.2. Gen PRLR

No hub ia de las génicas y genotipicas con los grupos

de produccion, La frecuencia del alelo A fue similar a la del alelo B, al igual
que la frecuencia del genotipo AB y AA en cualquier paridad de los niveles de
altay baja produccién

EI genotipo BB se relaciono con el comportamiento reproductivo en las
marranas del grupo 1Ay 1B

El genctipo AA se relaciono con el comportamiento reproductivo en las

marranas del grupo 3A y 3B
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5.3. Gen FUT1
Sélo un animal tuvo el genotipo AA
El alelo G y el genotipo GG fue més frecuente en los grupos de alta
produccién en cualquier paridad
El genotipo GG fue superior que el alelo AG con 3 Kg de PAJ21, 3.9 puntos de
VROC, 0.6 LNV y 0.8 Kg de PNAC

5.4. Gen RBP4
No se detectaron animales homocigotos al alelo B
El alelo A se encuentra con mayor frecuencia que el alelo B
El genotipo AA es més frecuente en los grupos de alta produccién de
cualquier paridad
Marranas con genotipo AA tienen mas 0.5 LNT, 2.6 KG de PAJ21, 3.2 puntos
de VRDC, 0.5 LNV y 0.6 Kg de PNAC
El genotipo AA se relaciono con el nivel de alta produccién en cualquier
paridad
El genotipo AA influye en alta produccion mejorando la variable LD y VRDC en

todas las paridades



Lamayoria de los genes no se en equilibrio de Hardy-Weinberg en

fos grupos estudiados

Los drboles filogenéticos obtenidos mediante el andlisis Neighbor-Joining
presentaron una topologia similar, se observo una clara separacién entre el
nivel de alta produccion y el nivel de baja produccion con todos los genes

excepto el gen PRLR.
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