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RESUMEN
Rubén Maldonado Mena Fecha de Graduacion

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Titulo del estudio:
ANALISIS DE ASOCIACION DE LOS GENES, RECEPTOR DE RIANODINA
(RYR-1) E INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-2 (IGF-2) CON CARACTERES
PRODUCTIVOS EN UNA POBLACION PORCINA TIPO COMERCIAL EN EL
ESTADO DE NUEVO LEON, MEXICO.

Namero de paginas: 77 Candidato para el grado de
Maestria en Ciencias Veterinarias

Area de estudio: Biotecnologia Animal

El estudio se desamollo en la Unidad de Genética molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. El objetivo del presente trabajo fue determinar si
existe asociacion de los polimorfismos de los genes RYR-1 e IGF-2 con Yos caracteres productivos y de
grasa dorsal de la canal, mediante el analisis de segregacion existente de alelos de padres a hijos en una
poblacién porcina tipo comercial del estado de Nuevo Le6n, México. Se genctiparon Py (n=30) y Fy
(n=190). Se recabaron los siguientes datos fenotipicos: peso de la camada al nacer, sexo de los lechones,
peso a los 24, 65, 118 y 169 dias de edad; peso de |a canal caliente, espesor de la grasa dorsal (en mm) y
% de rendimiento de la canal. La extraccién del ADN se realizé con la técnica de Fenol-Cleroformo,
utilizando sangre con EDTA. La amplificacion de RYR-1 se realizé segun el protocolo descrito por Sanchez
y col. (1993), amplificando un fragmento de 659 pb del exon 17 del Gen RYR-1 localizado en SSC 6, lugar
donde se localiza la mutacién puntual en el nucleétido 1834 (fransicién C/T) causante de las cames PSE
(Pale, Soft and Exudative). Al ser digerido este fragmento con la enzima de restriccion BsIKA | se
praducen los siguientes fragmentos: (524 pb y 135 pb) para el animal libre de la mutacién (NN); (524 pb,
358 pb, 166 pb y 135 pb) para el animal portador (Nn) y (358 pb, 166 pb y 135 pb) para el afectado (nn).
La frecuencia genotipica y alélica para RYR-1 fueron las siguientes: fenotipica NN 0.75; Nn 0.24; nn 0.01;
alelica N 0.87; n 0.13. Los individuos heterocigotos para RYR-1 (Nn) tuvieron el mejor peso promedio al
momento del destete (6.400 kg.) mostrando ventaja también al momento de finalizar la engorda (108.349
kg). Sin embargo mostraron el mayor promedio de grasa dorsal (18 mm). Los homocigotos recesives (nn)
registraron el menor nivel de grasa dorsal (16 mm). Todos lo cerdos mostraron un rendimiento similar de la
canal.

Las amplificaciones de IGF-2 se realizaron seguin lo descrito por Jecn et al. (1989). Los iniciadores de
PCR usados fueron: IGF-2 F; FAM 5GTT TCT CCT GTA CCC ACA CGC ATC CC- 3'. IGF-2 R; 5§CTA
CAT AGC TGG GCT CAG GG- 3'. El extremo 5§ del /IGF-2 se marcod con FAM {Carbéxifluorosceina) para
poder ser detectado por el secuenciador automéatico de electroforesis capilar. El producio amplificado fue
enviado a la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Texas A&M para su resolucién en un
secuenciador ABI Prism 373 A (Perkin Elmer). Encontramos 6 diferentes tamaiios de los alelos; 232, 236,
238, 244, 246 y 248 pb. Encontramos 12 genotipos diferentes; 232/238, 232/244, 232/248, 236/238,
236/248, 238/238, 238/244, 238/246, 238/248, 244/248, 246/248 y 248/248. La mayor frecuencia
genotipica fue para el genotipo 238/238 (0.35) seguido por el 238/248 (0.28). La frecuencia alélica fue la
siguiente: alelo 238 (0.6), 248 (0.23), 244 (0.07), 232 (0.06), 236 (0.03) y alelo 246 (0.01). Los niveles méas
bajos de grasa dorsal se registraron en los individuos con los genotipos (IGF-2) 236/238, 244/248 y
248/248, este uitimo grupo con un promedio de 13 mm de espesor de grasa dorsal a nivel de ia 10° y 11*
costilla. Todos los genotipos de /GF-2 mostraron un comportamiento similar en cuanto al rendimiento de la

)
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1. INTRODUCCION

Actualmente el consumidor pone especial interés en la cantidad y en la
calidad de las grasas que los alimentos poseen. Sin embargo es notoria, aun, la
desinformacién generalizada sobre las cualidades de la carne de cerdo y su
grasa, incluso hay quienes la involucran directamente con ciertos padecimientos
cardiovasculares y algunas parasitosis sin considerar la implicacién de otras
posibles causas. Al parecer quedd bien grabado en la memoria colectiva la
imagen del cerdo en el chiquero y consumiendo desperdicios malolientes. Al
correr el tiempo el hombre se ha dado cuenta que estas practicas no dan los
resultados anhelados. Por otro lado, la reserva y las estrictas medidas
sanitarias con que se manejan las explotaciones porcinas tecnificadas no le
permiten a la poblacion en general tener una perspectiva de los considerables
esfuerzos y avances logrados en la explotacion de los cerdos.

Es importante hacer notar que la industria porcicola se ha transformado
radicalmente, utilizando animales mejorados genéticamente, modificando los
sistemas de alimentacién, asi como las practicas sanitarias y de crianza de los
cerdos, todo esto, como respuesta a las nuevas preferencias y exigencias de
los consumidores. Es por eso que hoy en dia el cerdo es uno de los animales

de abasto que mas transformacioén ha tenido.



Con la aplicacion de los nuevos conocimientos en Genética se ha logrado un
cambio comformacional del cerdo, pasando este, de ser un cerdo de aspecto
gordo, a ser un cerdo de aspecto atlético. Esta nueva conformacién del cerdo
ha traido consigo un aumento en el porcentaje de carne magra en el esqueleto
y consecuentemente una disminucion de la grasa y con ello una baja en cuanto
a la calidad organoléptica de la carne, ya que la grasa influye de manera
importante en el sabor, la temeza y la jugosidad de la misma.

Las nuevas técnicas de biologia molecular han permitido la identificacion de
genes involucrados, tanto en la presentacion de enfermedades hereditarias,
como en el desarrollo muscular y magro en el cerdo; asi como tambien el
diagnoéstico de enfermedades infecciosas.

La presente investigacién pretende aportar conocimientos que permitan
lograr un mejor entendimiento de los efectos de los genes; receptor de la
rianodina, RYR-1 (Skeletal muscle Ryanodine Receptor-1) y el factor de
crecimiento ligado a insulina, IGF-2 (insulin-like Growth Factor-2) con
caracteres productivos de los cerdos. El primero de los genes es causante del
Sindrome de Estrés Porcino (PSS, del ingles, Porcine Stress Syndrome,) o
Hipertermia Maligna (MH, del ingles, Malignant hyperthermia,) y esta
directamente involucrado en la presentacion de came de baja calidad
denominada Péalida Suave y exudativa o PSE (del ingles, Pale, soft and
exudative), el segundo relacionado con el crecimiento embrionario y neonatal,
asi como con la impronta gendmica (imprinting) en donde se observan dos
diferentes fenotipos dependiendo del origen paterno o materno del cromosoma

que lleva el gen.



Todo el trabajo realizado no tendria justificacién si el proposito final no fuera
tratar de incrementar las utilidades del productor, favoreciendo la 6ptima

utilizacién de sus inventarios ganaderos y de sus sistemas de explotacion.

1.1. Poblacién, produccion y consumo porcino

1. 1.1. Inventario ganadero porcino

El inventario ganaderc porcino a nivel mundial en el afio 2000 era de mas de
896 millones de cabezas (FAQO, 2005) ubicandose en Asia el 59%, en Europa el
22%, el 8% en Norteamérica, el 8% en América latina y el Caribe, en Africa el
2% y en Oceania el 1% (Ormel, 2002).

En América Latina y El Caribe, en el afio 2000, Brasil tenia 27.3 millones de
cabezas lo que representaba un 37% de la poblacién total de la regién, los
Paises Andinos contaban con 15.6 millones representando el 21%, México con
13.7 miliones significando el 19%, el Cono Sur con 8.7% aportando el 12%,
América Central con 6.9 millones aportando el 10% y el Caribe con 0.6 millones
de cabezas significando el 1% del total del ganado de la regién (Ormel, 2002).
La tabla 1 muestra la evolucion del inventario porcino mundial del 2000-2005.

Tabla 1. Evolucion del inventario porcino mundial del 2000 al 2005 (FAQ, 2005).

Ao Cantidad

2000 | 896,367,152
2001 | 913,098,559
2002 | 928,798,862
2003 | 941,695,735
2004 | 945,094,992
2005 | 960,410,167




La tabla 2 muestra los principales paises productores de cerdo (2001-2005).

Tabla 2. Principales paises productores de cerdo (2001-2005) (FAO 2005).

Ao
Pais 2001 2002 2003 2004 2005
China 454 409,962 | 464,694,621 | 469,808,949 | 472,895,791 | 488,809,975
EUA 59,138,000 | 59,721,600 | 59,554,200 | 60,443,700 | 60,644,500
Ex URSS | 30,626,421 | 31,899,719 | 34,248,110 | 31,029,138 ( 27,727,117
Brasil 32,605,112 | 32,013,200 | 32,304,900 | 33,000,000 | 33,000,000
Alemania | 25,766,824 | 25,957,800 | 26,251,490 | 26,495,000 | 26,235,600

La tabla 3 presenta el inventario porcino del afio 1980 a 1999 en México.

Tabla 3. Inventario porcino en México (1980-1999) Adaptado de FAO, 2005.
Miles de cabezas

Ano
1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999

16,890
17,562
18,096
19,364
19,393
17,233
18,397
18,722
15,884
16,157
15,203
15,788
16,502
16,832
16,200
15,923
15,405
15,735
14,972
15,748




En dicha tabla (3) podemos observar que en 1984 se alcanz6 la mayor cifra
inventariada de cabezas porcinas y que en el afio de 1998 se observa la cifra
mas baja registrada. Entre este periodo de 1984 a 1998 se observan altibajos
en las cantidades inventariadas y a partir del Gltimo afo se observa que el
sector se comienza a recuperar. Del afio 2000 al 2005 México ha transitado del
octavo al décimo lugar como productor porcino.

En la participacion por estado, del afio 1980 al 2002, Jalisco disminuy dos
puntos porcentuales (del 22 al 20%) su participacion en la produccién porcina,
pero Michoacan decrecié ain mas, del 14% que aportaba, bajé al 5%. En
marcado contraste observamos que Yucatan que aportaba el 1% pasé al 8% de
la produccién nacional. Asimismo Sonora pasé del 10 al 16%, Guanajuato del 6
al 10%, Puebla del 4 al 8% y Veracruz del 5 al 7% de la produccién porcina
(Sagarnaga et al. 2003). El estado de Nuevo Ledn ocup6 el lugar nimero 13 a
nivel nacional en produccion porcina, con una poblacién de casi 270,000 cerdos
(CEA/SAGAR, 2000), distribuidos en 163 granjas ubicadas en los municipios de
Cadereyta, Zuazua, Marin, Los Ramones, Villa de Garcia, Santa Catarina,

Apodaca, Sabinas Hidalgo, Salinas Victoria, Allende y Villa Aldama.
1.1.2. Produccién de carne porcina

En el afio 2000 a nivel mundial la produccién de came de porcino alcanzd un
nivel de mas de 90 millones de toneladas. Asia encabezé la produccion de
carmne de cerdo con una cantidad de 50,348 millones de toneladas, Europa

24,960 millones, América 14,546 millones, Africa 582 millones y Oceania 473



millones de toneladas (Omel, 2002). En el Anexo 1 se muestran los paises
pertenecientes a cada region.

A nivel pais, en ese mismo afio (2000) China encabezé la produccién
mundial con 43.05 millones de toneladas, seguida por U. S. A. con 8.53,
Alemania con 3.85, y Espana con 2.96 millones de toneladas (FAO/SMIA,
2000). La tabla 4 muestra el comportamiento de la produccién de came de

cerdo a nivel mundial durante los afios 2000 al 2004.

Tabla 4. Produccion de came de cerdo a nivel mundial (2000-2004) (FAO 2005)

Cantidad
Afo | Millones de toneladas
2000 90
2001 926
2002 95.3
2003 98.4
2004 1004

En el afio 2001, la produccion mundial de came de cerdo fue de 92.6
millones de toneladas (39% de la produccién de camne mundial). El total de la
carne producida a nivel mundial fue 237.1 millones de toneladas (FAO/SMIA,
2002). En la tabla 5 se observan los principales paises productores de came de

cerdo y las cantidades producidas durante los anos 2001 al 2004 (FAQ, 2005).

Tabla 5. Principales paises productores de came de cerdo (toneladas)
Ao

Pais 2001 2002 2003 2004
China 42982251 144,373,776 |[46,233462 |48117,789
EUA 8,691,000 8,929,000 9,056,000 9,311,800
Alemania | 4,074,324 4,110,115 4,239,310 4,323,400
Brasil 2,637,000 2,798,000 3,059,000 3,110,000
Francia 2,315,200 2,346,000 2,339,000 2,292,572




En México en el afio 2001 la produccion de came de porcino fue de
1,143,561 toneladas, produccién encabezada por el estado de Jalisco con una
produccion de 209,443 toneladas, seguido por Sonora con una produccion de
179,444 toneladas, Guanajuato con 100,740 toneladas, Yucatan con 87,188
toneladas y Puebla con 82,177 toneladas (SAGARPA, 2004).

El estado de Nuevo Leén produjo 17,794 toneladas, ubicandose como
décimo tercer lugar en la producciéon nacional. En el mismo ano México
aportaba el 1% de la produccibn mundial y ocupaba el 18° lugar (SIAP/
SAGARPA, 2004). En la tabla 6 se muestran los principales estados

productores de cerdo en México del 2000 ai 2002 (SAGARPA, 2003).

Tabla 6. Principales estados productores de cerdo en México (2000-2002)

(Toneladas)

Estado 2000 2001 2002
Jalisco 193,362 | 209,443 | 214,889
Sonora 174,712 | 179,444 | 194 528

Guanajuato | 102,162 | 100,740 | 96,574
Yucatan 83,052 | 87,188 | 87,003
Puebla 80,991 | 82,177 | 79,001

Veracruz 73,723 | 73,687 | 73,687
Michoacan | 53,355 | 54,204 | 52,830

Para el afio 2002 la produccion de came porcina nacional alcanz6 la
cantidad de 1,070 200 toneladas (SAGARPA, 2004).

El afo 2003 fue trascendente para el sector agropecuario en México ya que
en el marco del Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN) la
mayoria de los productos, incluyendo los porcinos, pueden ingresar al pais sin

pagar aranceles (SAGARPA 2002; Sagarnaga et al. 2003). La produccion



decreci6 en 3.1%, a una cantidad de 1,036,700 toneladas. Este deterioro de la
produccién porcina fue causado por las importaciones de came a precios
discriminados (dumping), haciendo menos rentable e incosteable dicha
produccion, con lo que se produjo el cierre de granjas medianas y pequefias
(SAGARPA, 2004). En ese afio 2003 las importaciones de pierna de cerdo
puestas en la frontera llegaron a cotizarse hasta en $11.00 pesos MN. por kg,
precio muy similar al costo del cerdo en pie (Sagamara et al. 2003). En este
mismo aiio los estados mas productores en México fueron encabezados por
Sonora con 201,361 toneladas, seguido por Jalisco con 199,734 toneladas,
Guanajuato 90,616 toneladas, Yucatan 81,149 toneladas, Puebla 72,968
toneladas, Veracruz 67,428 toneladas y Michoacan con 47,171 toneladas. El
estado de Nuevo Ledn produjo 17,961 toneladas ocupando el 13° lugar nacional
(SAGARPA, 2004).

En el 2004, México, recuperd su crecimiento, alcanzando 1,058,205
toneladas (FAOQ, 2005). Es importante sefialar que los datos de FAO y de
SAGARPA no coinciden exactamente, como se muestra en la tabla 7 que

proviene de SAGARPA.

Tabla 7. Produccién porcina en México 2000 - 2005

Miles de toneladas
ﬂ Ano 2000 | 2001 2002 | 2003 | 2004 | 2005*

"F’Ofcino 1,030.0 | 1,057.8 | 1,070.2 1,035.3 | 1,064.4 | 1,087.8

Fuente: SAGARPA 2006. *preliminares



1.1.3. Consumo de carne porcina

Segln datos proporcionados por FAO el consumo percapita a nivel mundial
para el afio de 1990 era de 12.8 kg. y para el aiio 2000 fue de 14.84 kg. (FAO,
2004). E! consumo per capita mundial de carne de cerdo en el afo 2003 se
ubico el tos 15.7 kg, y en el 2004, en 15.9 kg (FAO, 2004). En la estimacién que
presenta SAGARPA (2002), sobre el consumo nacional aparente (CNA) de
carne de porcino y productos porcicolas, en México, podemos observar que
éste se incrementd, de 936,514.3 toneladas en 1990, a 1,503,384.7 toneladas
en 2001. El Consumo Nacional Aparente es una forma de medir la cantidad de
producto de que dispone un pais para su consumo. Por otro lado la
disponibilidad per capita de came de cerdo en México también aumento, de
11.54 kg/habitante/afio en 1990, a 15.1 kg/habitante/afio en 2001 (SAGARPA,
2002). El consumo per capita durante el ano 2001 fue de 14.1 Kg.,
incrementandose un 2.9% con respecto al ario 2000. Es importante sefialar que
en el afo de 1980 el consumo per capita en México era de 19.2 Kg., y que en
1983, el pais ocupaba el sexto lugar en la produccion mundial, con una
produccion de 1.5 millones de toneladas.

Al considerar el consumo mundial es importante sefialar que parte de la
poblacién mundial excluye de su dieta la came porcina especialmente los
musulmanes en el Cercano Oriente, Asia y Africa sub sahariana (Delgado, et

al.1999).



1.1.4. Sistemas de produccion en México

En la década de 1980 el sistema tecnificado del pais poseia el 30% del
inventario porcino y aportaba el 40% de la producciéon nacional. Las granjas
semi tecnificadas tenian el 30% del inventario y aportaban el 30% de la
produccion y las explotaciones de traspatio representaban el 40 % del
inventario porcino y aportaban el 30% de la produccién nacional (Ver tabla 8)

(FIRA, 1997).

Tabla 8. Participacién de los sistemas de produccion en México (1980-1989)

Sistema % en el inventario % en la produccién
Tecnificado 30% 40%
Semi tecnificado 30% 30%
Traspatio 40% 30%

Para la década de los noventas el sistema tecnificado contaba ya, con
instalaciones modemas bien planeadas, y aportaba el 50% de la produccion
nacional. El sistema semi tecnificado, mas expuesto a los cambios econémicos
y propenso a desestabilizarse aportaba el 30% de la produccién. El sistema de
traspatio considerado ya, riesgo para ia salud publica y para el control de las
zoonosis, reduce su participacion aportando el 20% de la produccién nacional
(Desarrollo porcicola, 1998).

En la actualidad los porcicultores semi tecnificados se estan organizando

entre ellos mismos, o bien, se han incorporado mediante contratacién a los
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grandes consorcios empresariales. Los que no lo han hecho tienden a
desaparecer. Este sector redujo su participacién nacional a tan sélo el 15%. Ei
sector tecnificado increment6 su participacion en la producciéon nacional a un
nivel del §7% (Sagarnaga et al. 2003). Las empresas que han sobrevivido son
las que se han integrado verticaimente y han reorientado sus mercados. Esta
integracion vertical ha venido acompariada de avances tecnolégicos, sobretodo
en el area de procesamiento, produccion de alimentos balanceados vy
mejoramiento genético (Sagarnaga et al. 2003).

En Nuevo Ledn las granjas tecnificadas utilizan los sistemas de explotacién
denominados de dos y tres sitios, donde en el sitio uno se encuentra el pie de
cria, el 4rea de monta o inseminacion, y las areas de gestacion y maternidad.
En el sitio dos se lleva a cabo el destete o crianza y la pre engorda. En el sitio
tres se verifica la finalizacion.

En el caso de las explotaciones de dos sitios las areas correspondientes al
sitio uno y dos se ubican en el mismo lugar (sitio uno) realizando la finalizacion

en un sitio diferente (sitio dos).

1.2. Generalidades del cerdo

1.2.1. Clasificacion taxondmica

Comunmente se le da al cerdo doméstico el nombre cientifico de Sus scrofa
aunque algunos autores lo llaman Sus scrofa domesticus reservando el Sus

scrofa para el jabali (Escamilla, 1981).
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El cerdo es un animal mamifero del orden artiodactilo, familia de los suidos,
género Sus. En ia familia de los Suidae se encuentra, Sus scrofa que presenta
subespecies tales como Sus scrofa cristatus (cerdo de India y Asia menor), Sus
scrofa vittatus (cerdo de China e Indonesia) Sus scrofa ussuricus (cerdo de Asia
del norte y Japén) y Sus scrofa scrofa (cerdo europeo). Este altimo se divide en
Sus scrofa scrofa ferus (cerdo salvaje) y Sus scrofa scrofa domesticus (C.
doméstico) (Berruecos, 1972; Conceltén, 1978; Nowak, 1991; ITISJUSDA, 2005,
Kenyalogy, 2005).

Se estima que existen mas de 90 razas reconocidas y unas 200 variedades
no reconocidas como razas (infocarne, 2005). La tabla 9 muestra la clasificacion

taxonomica completa del cerdo.

Tabla 9. Clasificacién taxonémica del cerdo

Categoria taxondmica | Clasificacion
Reino Metazoa
Filum Cordados
Rama Vertebrados
Clase Mamiferos
Infraclase Eutena
Orden Artiodéctila
Familia Suidae
Subfamilia Suinae
Género Sus
Especie Sus scrofa
Subespecies Sus scrofa scofa domesticus
Sus scofa scrofa ferus
S. scrofa ussuricus
S. scrofa cristatus
S. scrofa vittatus
Nombre comlin Cerdo, puerco, cochino, marrano, chancho.
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1.2.2. Caracteristicas biologicas del cerdo

La columna vertebral del cerdo posee 7 vertebras cervicales, de 14 a 15
dorsales, 6 a 7 lumbares, 4 a 5 sacras y de 20 a 23 coccigeas. La caja toracica
es larga y posee las correspondientes 14 a 15 pares de costillas (Concelién,
1978; Popesko, 1998; Mufios, et al 1998). Su gestacion dura de 112 a 115 dias,
la hembra presenta dos hileras de mamas que pueden ser de un nimero de 8
hasta 14. La especie porcina se caracteriza por su prolificidad: una sola cerda
puede dar 20 lechones al ano y finalmente cada uno de estos lechones,
adecuadamente alimentados, se pueden sacrificar a los 5 0 6 meses de edad,
proporcionando de 70 a 80 kg de carne y grasa. Son omnivoros, como el
hombre y necesitan de 3 a 4.5 kg de alimentos para aumentar 1 kg de peso vivo
y obtener un rendimiento del 75% (Concelién, 1978).

El lechén al nacer tiene 8 dientes, en la primer denticién (temporal) tienen 32
dientes y en la permanente 44 (Concellén, 1978; Murios et al 1998).

Debido a la dificultad para acceder a la vena yugular externa, la regién mas
apropiada para realizar punciones venosas es |la ubicada en la base del cuello,
en direccion a la entrada del torax en donde es posible acceder a la vena cava
craneal o a cualquiera de los vasos que afluyen a la misma (Figura 1) (Muiios,

et al. 1998).
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Figura 1. Vena cava craneal (Muiios, et al. 1998)

También se utilizar la vena auricular caudal para extracciones sanguineas,
asi como para la aplicacién endovenosa de farmacos (Murios et al 1998).

E! cerdo posee 19 pares de cromosomas en el nucleo de sus céluias, 18
autosomas y los cromosomas sexuales X y Y (Concellon, 1978; Archibald, et al.

1995; Marklund, et al. 1996; Rohrer, et al. 1996).

1.2.3. El cerdo y su carne

Por lo regular el objetivo de los porcicultores es el de conseguir la maxima
cantidad de carne magra, sin embargo el objetivo no debe ser el minimo de
grasa, sino encontrar las combinaciones 6ptimas de la dieta, la eficiencia del
alimento, la tasa de crecimiento y la calidad de la canal (Whittemore, 1978).

El musculo esquelético del cerdo posee fibras musculares de los tipos tipo |
(7.7%), I A (2.6%), Il B (74.4%) y II" (15.3%) (Gil, et al. 2001). El tipo II*

muestra propiedades histoquimicas muy similares al tipo Il X previamente
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descrito en otros mamiferos ademas del cerdo (Gil, et al. 2001). Lefaucher
(2001) reporta 83% del tipo i B, 7% del tipo Il A 'y 10% del tipo |, para el cerdo
Large White (Lefaucher, et al. 2001).

La fibra tipo | emplean como fuente de ATP la fosforilacién oxidativa
(metabolismo aerobico) mientras que 1a del tipo Il B utilizan la via de la glicélisis
(metabolismo anaerdbico). Las de tipo | son conocidas como fibras lentas o
rojas y son ricas en mioglobina. Las de tipo Il B se conocen como rapidas y
blancas. Las de tipo Il A (oxidativas-glicoliticas) poseen caracteristicas de los
dos tipos anteriores, utilizan metabolismo oxidativo para formar ATP y poseen
mioglobina, asi como un alto nivel de glucégeno (Garcia, et al. 1995).

El color rosa de la came de cerdo es debido en parte a la alta proporciéon de
fibras musculares libres de mioglobina (blancas) entrecruzadas con fibras rojas
(Charley, 1991). La proporcion en que estan presentes las fibras varia segun el
musculo, por ejemplo; el Longissimus dorsii del cerdo tiene un contenido de
fibras I: llA: 1IB en la siguiente proporcion 8:8:84 respectivamente (Barton,
1997). La tendencia actual de producir cerdos magros y musculosos favorece la
mayor incidencia de las fibras tipo I B (rapidas y blancas) en detrimento de las
fibras rojas, por consecuencia en los grandes musculos como el dorsal largo,
biceps femoral, semimembranoso, semitendinoso y gluiteo medio se puede
observar la disminucién del color rojo (Bonelli y Schifferli, 2001).

Muchos estudios han enfocado sus esfuerzos hacia el estudio de la calidad
de la canal y de la carne del cerdo, en estos se incluyen la medicion de la grasa
dorsal, del area del musculo del lomo, la deposicion de grasa, el Ph, la textura,

capacidad de retencion del agua y otros mas (Rothschild, et al. 2003).
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Antiguamente, el cerdo era alimentado con los desperdicios de comida, y se
le engordaba hasta que tuviera acumulada suficiente grasa, misma que se
utilizaba en la preparacion de los alimentos. Con la llegada de las grasas y
aceites de origen vegetal, este propoésito quedo en desuso. En 1978 Concellon
seftala que en el matadero municipal de Barcelona entre los afios 1929 a 1936
las canales de los cerdos sacrificados pesaban de 110 a 120 kg, lo que
correspondia a pesos vivos de entre 140 y 170 kg. (Concellén, 1978). Para la
década de 1970, las condiciones del mercado exigian que la canal tuviera
mayor cantidad de came magra (Berruecos, 1972; Concellén, 1978).

Al generalizarse el consumo de aceites vegetales el productor se vio
obligado a producir un tipo de ganado porcino con un minimo de tocino y tejido
graso y en consecuencia con mayor tejido magro en la canal (Concelidn, 1978).

Este rasgo fue considerado prioritario y como resultado se lograron cambios
dramaticos en la conformacion corporal del cerdo, en detrimento de la calidad
de la came (De Vol, et al. 1988; Cameron, 1990). Los programas de criaza
porcinos se enfocaron en la velocidad de crecimiento y en produccién de came
magra, seleccionando el rasgo de disminucién del espesor de grasa dorsal
(BTF, backfat thickness) que conlleva la reduccion del contenido de grasa
intramuscular (IMF, intramuscular faf) (Grindfiek, et al. 2001).

La porcién relativa de tejido magro y componentes grasos en el muscuio es
dependiente de la genética, sexo, y edad, asi como del misculo especifico
evaluado. La composicion puede variar de 75% o mas tejido magro y arriba de
25% de tejido graso basado en la composicion genética del cerdo y de las

condiciones medio ambientales en donde el cerdo fue criado (PIC, 2005).
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Se pudiera decir que el cerdo es el animal domeéstico que mas se ha
transformado en los ultimos afos, los avances logrados son de relevancia,
sobre todo en los aspectos de crecimiento y eficiencia alimentaria (Tibau y
Soler, 1999). Se ha senalado que de 1980 al 2002, el cerdo ha perdido el 31%
de su nivel de grasa, asi como el 14% de energia (Kcal.) y también ha
disminuido el 10% de colesterol (Roppa, 2002).

Los estudios mas recientes se han enfocado a la deteccion de los
denominados loci de caracteres cuantitativos QTLs (quantitative frait loci) que
afectan caracteres tales como; crecimiento, calidad de la canal y de la carne,
deposicion de grasa (Casas-Carrillo, et al. 1897; Andersson, et al. 1998; Roher,
et al. 1998; Pérez-Enciso, et al. 2000, Rattink, et al. 2000; Malek, et al. 2001a;
Malek, et al. 2001b; Grindflek, et al. 2001; Davalos, 2002).

En la actualidad se siguen desarrollando estrategias para la produccion de
cerdos magros, tratando de maximizar la velocidad y eficiencia de crecimiento
del misculo y de optimizar las caracteristicas del musculo.

La carne de cerdo, aporta de 18 a 20 gramos de proteina por cada 100 g del
producto. La mayor parte de la grasa (70%) se encuentra debajo de la piel y
solo el 30% de la grasa restante se encuentra entre los musculos y dentro de
elios (Roppa, 2002).

La cantidad de grasa varia del 6.2 al 26.7% segun el tipo de tejido. De cada
100 g de grasa de cerdo, los acidos grasos saturados significan el 39.2 %
(palmitico 23.8 g, estearico 13.5 g) y los insaturados el 56.3%, resultando el
acido Oleico el mas abundante (41.2 g) seguido por el linoleico (10.2 g) y el

linolénico (1.0 g). La carne magra de cerdo puede contener entre 60 y 80 mg.
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de colesterol por 100 g de producto fresco (Charley, 1991). Las visceras o
despojos (higado, rifiones, sesos) aportan entre 300 y 400 mg por 100 g.
(consumer, 2003). También aporta minerales, tales como; Calcio de 6-9 mg,
Fésforo 175 mg, Hierro de 1.2 - 2.3 mg, Magnesio 21 mg, Potasio 34 mg y Zinc
2.86 mg, entre otros. La came de cerdo es rica en tiamina (B1), riboflavina (B2)
y niacina. Tiene de 8 a 10 veces mas tiamina o vitamina B1 que el resto de las
cames (consumer, 2003). La carne magra de cerdo tiene una digestibilidad del
98% aproximadamente (Thomson, 1999). La tabla 10 muestra los diferentes

nutrientes de la carne de cerdo (Charley, 1991).

Tabla 10. Componentes nutricionales de la carne de cerdo

Valor nutritivo de {a carne de cerdo
(jamén o lomo sin grasa) Cada 100 gramos.
Minerales mg. | Vitaminas mg./ ug
Calcio 6 Tiamina (B1) 0.87 mg
Hierro 12 Riboflavina (B2) 0.31 mg |
Magnesio | 21 Niacina (B3) 46mg |
Sodio 82 Acido Félico 4g.
Potasio 34 Cobalamina (B12) 0.73 ug. |
Zinc 2.86
Aminoacidos | mg Acidos grasos
Isoleucina | 608 Saturados 2149
Leucina 897 | Monoinsaturados (oleico) | 2.54g
Lisina 961 [ Poliinsaturados ( linoleico)| 0.54g
Metionina | 321 Macronutrientes
Treonina 583 Humedad 3.1%
Triptéfano | 162 Fibra 0%
Valina 616 Energia 140 keal.
Arginina 756 Proteina total 19.8g |
Histidina | 391 Grasa total 629 |
Colesterol 65 mg
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1.3. Genética Molecular

1.3.1. Inicios de la Genética Molecular

El afio de 1941 marca el inicio de la genética molecular, George Beadle y
Edward Tatum realizaron sus trabajos utilizando el hongo Neurospora crassa en
donde irradiaron esporas con rayos X para causar mutaciones y cultivando las
cepas en diferentes tipos de medios; completos y minimos. Después de probar
mas de 80,000 esporas les parecio razonable que cada mutacion fuera la causa
de la pérdida de una actividad enzimatica; asi, postularon la hipétesis de que la
funcién de un gen es producir una enzima (Klug y Cummings, 1999; Griffiths, et
al. 2000).

En 1944, Oswald Avery, Colin McLeod, y Maclyn McCarty, publicaron un
articulo en donde informaban que habian obtenido el “principio transformante”
en estado puro, con lo que pudieron comprobar que el acido desoxirribonucleico
(ADN) era el que cantenia la informacion genética de las células y por lo tanto
era el responsable de la transformacion. (Avery, et al. 1944; Gardner, 1991). Sin
embargo, el como el ADN especificaba la estructuras de las enzimas era
desconocido (Klug y Cummings, 1999).

Utilizando el analisis de disfraccién de rayos X sobre el ADN William Astbury,
en 1947 detectd una periodicidad de 3.4 A, lo que le hizo pensar que las bases
estaban apiladas como monedas (Astbury, 1947). Mas adelante se publicaron,
en 1952, las investigaciones realizadas por Alfred Hershey y Martha Chase en
donde se comprobd que el ADN es el material genético (Hershey y Chase,

1952).
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Tomando como base los datos de Erwin Chargaff que sugerian que las
cantidades de Adenina y Timina (A=T) asi como las de Guanina y Citosina
(G=C) eran iguales (Chargaff, 1950), y tomando en cuenta los datos de las
investigaciones con rayos X, James Watson y Francis Crick en 1953 publicaron
un articulo en la revista Nature en donde proponen la estructura del ADN la cual
esta formada por dos cadenas helicoidales enrolladas alrededor de un mismo
eje y en donde las bases nitrogenadas de las cadenas opuestas se emparejan
sOlo de una manera; Adenina con Timina (A-T) y Guanina con Citosina (G-C)
(Watson y Crick, 1953a). Poco después Watson y Crick propusieron la hipotesis
de la replicacién semiconservadora del ADN. (Watson y Crick, 1953b). El
modelo propuesto por Watson y Crick ha impulsado el conocimiento de las
bases moleculares del cédigo genético, la transcripcion, la traduccion y la
regulacién génica (Klug y Cummings, 1999).

En el ano 1957 Arthur Kornberg y colaboradores legraron aisiar una enzima
que era capaz de dirigir la sintesis de ADN, hoy recibe el nombre de ADN
polimerasa |, experimentos posteriores confirmaron que la enzima encargada
de la duplicacion del ADN es la polimerasa lll, mientras que las polimerasa |l y |l
sirven para la lectura de prueba y correccion de errores efectuados en la
duplicacion (Lehninger, et al. 1993; Klug y Cummings, 1999).

En 1971 los investigadores Hamilton Smith, Wemer Arber y Daniel Nathans
publicaron el articulo en donde mencionan como una enzima bacteriana podia
cortar el ADN viral (Watson et al. 1992). La base fundamental de la tecnologia
del ADN recombinante es precisamente la utilizacibn de las enzimas de

restriccion o endonucleasas de restriccion. En 1972, Jackson D., Paul Berg, y
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R. Symons, combinando el ADN del virus SV40 causante de cancer en el mono,
con el virus lambda crearon la primer molécula de ADN recombinante (Jackson
et al. 1972). Esta tecnologia del ADN recombinante se utiliza para aislar,

replicar y analizar los genes y ha revolucionado las investigaciones genéticas.
1.3.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Otra de las técnicas que mas han favorecido las investigaciones en
diferentes campos de la tecnologia del ADN es la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa, o PCR (Polymerase Chain Reaction) desarrollada por Kary B.
Mullis, la cual permite obtener in vitro mas de un millén de copias de regiones
especificas de ADN.

Basicamente se necesitan los siguientes componentes: ADN que se quiere
amplificar (ADN blanco); el par de oligonucleétidos sintéticos (iniciadores o
cebadores, hacia delante y en reversa) que hibridan con las secuencias flanco
del segmento a amplificar; enzima ADN polimerasa termoestable (por ejemplo,
Taq polimerasa); deoxinucleotidos trifosfato o dNTP’s (dATP, dTTP, dCTP y
dGTP); cationes divalentes libres (MgCly); y el amortiguador para PCR (Tris-Cl)
(Saiki, et al. 1985; Mullis, et al. 1986; Mullis y Faloona, 1987).

El ciclo se realiza en un temrmociclador automatico y consta de tres pasos; 1)
desnaturalizacion del ADN molde, 2) hibridacibn de los cebadores
(alineamiento) y 3) extension de la cadena blanco de ADN del segmento
flanqueado por los cebadores por accion de la polimerasa. Este ciclo se repite

muchas veces, duplicando cada vez, la cantidad de la region de ADN deseada.
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Varias disciplinas tales como, biologia molecular, genética humana,

evolucién, asi como también la medicina forense se han beneficiado con ella.

1.3.3. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Al ocurrir una variacién en la secuencia nucleotidica de un genoma se puede
crear o eliminar un sitio de reconocimiento de una enzima de restriccién por lo
que el patrén de cortes se ve alterado. Estas variaciones en la longitud de los
fragmentos se conocen como polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion, o RFLP (Restriction fragment length polymorphism). Estos RFLP
son marcadores genéticos que se heredan de manera codominante (Klug y
Cummings, 1999).

El patrén de bandas en un fragmento amplificado por PCR digerido con una
enzima de restriccidn y separado por electroforesis en gel de agarosa es
visualizado mediante la tincibn de ADN con bromuro de etidio y bajo luz

ultravioleta (Klug y Cummings, 1998).

1.3.4. Técnica Sanger de secuenciacion del ADN

La técnica de secuenciacién del ADN descubierta por Frederick Sanger y
colaboradores se fundamenta en que el didesoxinucleétido analogo (ddNTP) de
cada uno de los nucleétidos nomales es incorporado por la ADN polimerasa a
la cadena de ADN en crecimiento. Cada ddNTP posee un hidrogeno (H) en
lugar de un hidréxido (OH) en el carbono 3 de la desoxirribosa lo que evita la
adicion del siguiente nucleétido en la cadena de ADN que se esta sintetizando

lo que termina la amplificacion del ADN en este nucleétido (Sanger, et al. 1977).
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Para realizar la secuenciacién de un fragmento se necesita un par de
iniciadores que flanqueen en segmento de ADN a secuenciar, dNTPs, ddNTP
marcados con diferentes fluorocromos y una polimerasa. Cuando en la
amplificaciéon se une un ddNTP se detiene la amplificacién y marca la cadena
con un fluorocromo. Asi al final de la reaccion habra cadenas de ADN con
diferentes tamaiios y marcados con uno de los cuatro fluorocromos.

Posteriormente los productos son separados por electroforesis y mediante
un lector es secuenciado e identificado cada uno de los fragmentos
identificando el nucleétido marcado (Hardin, et al. 1996; Ball, et al. 1998).

De acuerdo al tipo de secuenciador se pueden marcar los iniciadores usados
o bien los ddNTPs, la electroforesis puede realizarse en geles de policramida o
en capilar de acuerdo al secuenciador utilizado.

La técnica se aplica actualmente con equipos de secuenciacién automaticos
que también pueden precisar el tamario de los productos de PCR de cada alelo,

con |o cual se determinan los genotipos a nivel molecular (Devlin, 2000).

1.4. Caracteristicas de los genes RYR-1 e IGF-2

1.4.1. Gen RYR-1 6 gen Halotano

El gen receptor de la rianodina (RYR-1, Skeletal muscle Ryanodine
Receptor-1) se localiza en el cromosoma 6p11-g21 y su mutacion origina un
cambio de una pirimidina por otra en el ADN (citosina por timina, C/T) en el
nucleétido 1843 del gen RYR-1, lo cual elimina un sitio de restriccién para la

enzima Hin Pl y crea uno para la enzima Hgi Al (Fuijii et al. 1991; Wendt et al.
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2000; Maclennan et al. 1992). Esta sustitucion C/T ocasiona el cambio de una
arginina por cisteina en la posicion 615 del canal de liberacién de calcio (Bonelli
y Schifferli 2001). El gen es también conocido como gen Halotano por la
relacion que guarda la exposicion de individuos susceptibles a este anestésico y
la presentacion de la hipertermia maligna (en humanos) y el Sindrome de
Estrés Porcino (en cerdos) (Monnier y Lunardi, 2000; MacLennan et al. 1990).
De hecho anteriormente se diagnosticaba el sindrome mediante la prueba del
halotano (Christian, 1974). Eikelenboom y Minkema (1974) demostraron que el
sindrome de estrés se desencadenaba con la exposicion al gas halotano
(Eikelenboom y Minkema, 1974). El padecimiento fue descrito por primera vez
por Topel y colaboradores (1968) quienes utilizaron el término Sindrome de
Estrés Porcino o PSS (Porcine Stress Syndome) (Topel et al. 1968). El gen
RYR-1 es considerado, por sus efectos, como un gen mayor, junto con el gen
RN (Rendimiento Napole) (Sellier y Monin, 1994).

Los receptores de la rianodina (RYR-1) estan localizados en el reticulo
sarcoplasmico del musculo esquelético formando una red tubular que rodea
cada sarcomero y cada miofibrilla. En el reticulo se almacena calcio, y es alli
donde radica su importancia pues es el que suministra el Ca®** para la
contraccion (Garcia et al. 1995). La mutacidn ocasiona una falla en la
homeostasis del Calcio en las fibras musculares provocando su salida del
reticulo sarcoplasmico e interfiriendo con el reingreso del mismo al reticulo
{Monnier y Lunardi 2000). La mutacién se hereda como autosomica recesiva
(Cristian, 1972). Los portadores homocigotos (nn) resultan intolerantes a

cualguier tension estresante, por lo que cualquier situacion de este tipo tiende a
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desencadenar el sindrome el cual se caracteriza por acidez metabdlica,
elevacion de la temperatura corporal de hasta 45° C, taquicardia, rigidez
muscular, disnea y muerte (Noguera y Piedrafita, 1992). La muerte se produce
debido al incremento de K* sérico, lo que causa disritmia y paro cardiaco. El
padecimiento se presenta en la mayoria de las razas porcinas, pero la
prevalencia varia con valores que exceden el 90% en algunas razas y linajes
(Bonelli y Schifferli 2001). Es mas elevada la prevalencia en razas magras, muy
musculosas, por ejemplo Pietrain, Poland China, Landrace y Duroc (Merk,
2000). La mutacién ha sido identificada en una gran poblacién de cerdos tanto
en Norteamérica como en Inglaterra (O’Brien et al. 1993). Estudios realizados
en E. U. A., Canad4, Australia, Espaia, Alemania, Rusia, Corea y otros mas,
dan constancia de los perjuicios y dafios ocasionados por el padecimiento y
todos coinciden en que el método para terminar con esta enfermedad es
mediante la seleccion genética. Se han empleado técnicas de biologia
molecular para identificar animales con la mutacién, ya sea en estado
homocigoto (nn, afectados) o heterocigoto (Nn, portadores), asi como también a
los sanos (NN) (Otsu et al. 1991). A principios de la década de los 90 se publico
la siguiente prevalencia segun la raza: Pietrain 97%, Poland china 80%,
Landrace 37%, Large White, Duroc y Hampshire 22%, y Yorkshire 17%
(O’Brien, 1995). En una prueba de progenie conducida por The Nacional Barmow
Show™ de 1991 a 1993 se encontraron las siguientes frecuencias genéticas
para varias razas puras; Poland China 0.43, Berkshire 0.14, Spotted 0.09,
Hamshire 0.08, las razas Landrace y Yorkshire 0.07, Duroc 0.05. (Goodwin,

1994).
25



Algunas investigaciones afirman que las pérdidas econdmicas son
importantes debido a que se reducen significativamente la fertilidad, la
reproduccién y la ganancia diaria de peso en los cerdos susceptibles al estrés.
Los investigadores hacen un llamado a las autoridades y a los productores
porcicolas a terminar con la practica de introducir animales afectados con la
mutacion dentro de sus explotaciones (Wendt et al. 2000). Los cerdos
portadores de esta mutacion producen came tipo PSE, palida-suave-exudativa
(pale- soft- exudative) (Essen-Gustavsson et al 1992; Weaver et al. 2000). La
carne PSE es pélida (Figura 2), tiene una suavidad excesiva al corte y pierde

liquidos rapidamente al calentarse.

Figura 2. Carne PSE y carne normal

La caracteristica PSE se valora mediante un indice de calidad de carne que
combina color, el pH a las 24 horas después del sacrificio, y la capacidad de
retencion del agua (CRA) (Bonelli y Schiffedli 2001). Los portadores de alelo
mutante (n) producen canales menos valiosas para los empacadores y los
procesadores debido a que la came resulta palida, menos tierna, con menor

grasa intramuscular y mayor pérdida por goteo (Mabry, et al. 1998).
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Aungue el gen tiene relacién con canales magras también reduce la temeza
y la jugosidad de la carne (Ellis et al, 1998). En estos animales después de la
muerte, el ATP se degrada rapidamente, cuando la temperatura corporal esta
por encima de los 30 °C, por lo que el pH final (56.5) se alcanza muy
rapidamente (Guerrero y Arteaga. 1990).

Estas observaciones contrastan con las ventajas que sefalan algunos
autores en donde se incluyen mejor eficiencia alimenticia, asi como canales
mas magras y mejor rendimiento de la canal en los animales portadores del gen
RYR-1, en comparacién con los animales libres de él (Leach, et al. 1996). De
Vries et al (1999) sugieren que todas las madres de los cerdos de abasto sean
libres del gen del Halotano ya que el uso del estatus Hal de los sementales
puede ser utilizado de manera planeada (De Vries et al 1999). Algunos
criadores proveen cerdos Pietrain HAL-negativos y HAL-positivos con lo cual
pueden proporcionar las siguientes opciones de crianza: 1) fijando el gen en
una linea de fondo y eliminandolo en otra y 2) manteniendo la segregacién del
gen y realizando las pruebas de ADN en los animales potenciales para fa cria
que se usaran a nivel comercial. En la primera opcién hay costos iniciales altos
por la prueba del ADN, pero después los unicos costos extras son el
mantenimiento y mejora de lineas miiltiples dentro de una raza. En la segunda
opcidn, las pruebas de ADN tienen que realizarse continuamente en los
animales con potencial para la cria (De Vries et al 1999).

Apareando sementales heterocigotos portadores (Nn) con cerdas
homocigotos libres (NN) podemos esperar una descendencia de 50% libre (NN)

y 50% portador (Nn). Por otro lado al aparear sementales homocigotos
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afectados (nn) con cerdas homocigotos libres (NN) el 100% de las crias seran
heterocigotos portadores (Nn) (Mabry, et al. 1998).

En un estudio realizado por Wysocki y colaboradores (1998) se concluye que
los verracos homocigotos recesivos (nn) eyaculan menos volumen y cantidad
de espematozoides, por lo que no recomiendan que el esperma de estos
verracos sea utilizado para la inseminacién artificial ya que tienen baja fertilidad
(Wysocki, et al. 1998).

Dada la naturaleza genética de la enfermedad, la frecuencia en la poblacién
porcina en México puede tender a incrementarse si no se aplica un sistema de
seleccion que permita eliminar o restringir el uso de animales portadores o
afectados. Por todo lo anteriormente sefialado, se hace inminente la utilizacion
de técnicas de Biologia Molecular (PCR-RFLP) para poder detectar la presencia
de la mutacion y aplicar las medidas pertinentes para los distintos genotipos

(NN, Nn, nn) (Womack, 1992).

1.4.2. Gen IGF-2

El sistema IGF (Insulin-like growth factor) incluye dos factores relacionados,
el IGF-1 y el IGF-2, también incluye un grupo de proteinas conocidas como
IGFBP (IGF-binding protein) (Jones y Clemmons, 1995). Junto con la hormona
del crecimiento integran el punto de control endocrino del crecimiento y el
estado nutricional animal (Tor, et al. 2001). El papel de IGF-1 e IGF-2 en el
desarrollo fetal ha sido demostrado utilizando ratones Knockout, en donde los
ratones de la linea germinal que transmiti6 el gen inactivo nacieron mas

pequerios y pesando sélo el 60% del peso normal (DeChaira, et al. 1990; Baker,
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et al. 1993; Sterle, et al. 1998). Se ha demostrado que ratones quimera con dos
copias paternas de IGF-2 frecuentemente mueren en la etapa perinatal y
comiunmente muestran un hipemplasia en los cartilagos de las costillas
(McLaughlin, et al.1997). Se ha observado la expresion bialelica de /GF-2 en la
medula dsea, mientras que en la sangre periférica de nifos y adultos IGF-2
muestra impronta gendmica (Morrison, et al. 2000). El gen IGF-2 usa por lo
menos tres promotores y expresa varios transcriptos en muchos tejidos durante
el periodo embrionario y neonatal (DeChaira, et al. 1990). La placenta es el
primer sitio de produccion de IGF-2 fetal (Simmen, et al. 1992).

Nezer y colaboradores (1999) confimaron que el gen IGF-2 se fransmite
como gen de impronta genodmica (Imprinted genes) al expresarse soélo el alelo
paterno, también encontraron una transicion G-A (nucledtido 241) en ia
secuencia lider, correspondiente al exon 2 en el /IGF-2 humano (Nezer, et al
1999). La copia materna de IGF-2 es silenciada en |la mayoria de [os tejidos
humanos pero en el plexo coroideo y en el higado adulto ambos alelos son
expresados (Morrison, et al. 2000).

El QTL (Quantitative Trait Loci) de IGF-2 que influye sobre la masa muscular
y la acumulaciéon de grasa, también ejerce efecto sobre el contenido magro del
jamén (Jeon et al. 1999; Nezer et al. 1999). El marcador microsatélite SWC9 se
localiza en el UTR 3’ de IGF-2 y el gen se localiza en el cromosoma 2p del
cerdo (SSC2p) (Nezer, et al. 1999; Jeon, et al. 1999). Este QTL es causado por
una sustitucion de un nucleétido (G - A) en el intron 3-G3072A del gen IGF-2.
(Van Laere, et al. 2003). La mutacién sucede en una isla CpG evolutivamente

conservada y que es hipometilada en el muisculo esquelético y es la causa del
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QTN o nucleétido de caracteres cuantitativos (Quantitative Trait Nucleotide). A
esta mutacién se le une un represor de la trascripcion que se une al alelo g
(libre) que tiene Guanina, pero no al alelo Q (mutante) que tiene Adenina (Van
Laere, et al. 2003). Se asume que el nuevo alelo (Q) promotor del desamollo
muscular ocurrido generaciones atras en un cromosoma portador del alelo tipo
libre (q) debido a la fuerte seleccién para el crecimiento magro en las
poblaciones de cerdos comerciales (Van Laere, et al. 2003).

La impronta gendmica se produce por una metilacién especifica del ADN en
los gametos de tal manera que la expresion de uno de los dos genes patemos
se ve inhibida (Varona, et al. 2001). En otras palabras, la impronta genémica es
una modificacién epigenética reversible de un alelo especifico que depende del
origen paterno del alelo Por lo tanto es una desviacién de la herencia
mendeliana (Ruvinsky, 1999). Los genes de impronta genémica son regulados
por modificaciones epigenéticas en donde esta implicada la metilacion del ADN
(Davies, et al. 2002; Eden, et al. 2001). De tal manera que los cambios
observados en el fenotipo no son resultado de cambios en la secuencia de
nucleotidos del ADN (Alberts, et al. 2002). La expresion patema o materna del
alelo puede causar importantes cambios en la ontogénesis. El crecimiento y el
desarrollo del embrion estan entre los rasgos afectados por la impronta
genomica (Ruvinsky, 1999).

En humanos, el sindrome Beckwith-Wiedemann se caracteriza por
malformaciones congénitas que incluyen hiperplasia y muerte perinatal y esta
asociado con la duplicacion paternal del gen /IGF-2 y por consecuencia con una

excesiva expresion de la hormona (MclLaughlin, et al.1997). En los mamiferos
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los genes de impronta genémica son expresados so6lo por uno de los
cromosomas paternos y son de gran importancia para el desarrollo de la
placenta y el crecimiento fetal (Tilghman, S. M. 1999; Reik y Walter, 2001). Se
ha propuesto que el gen IGF-2, y quiza otros genes de impronta, sean los que
ejercen control en el suministro y la demanda de nutrientes, de la madre al feto
(Constancia, et al. 2002).

Muchos esfuerzos se han encaminado a la localizaciéon de los denominados
Loci de caracteres cuantitativos o QTL's relacionados con el desarrolio de masa
muscular y deposicion de grasa dorsal, en donde el candidato es el gen IGF-2
(Nezer, et al. 1999; Jeon, et al. 1999; de Koning, et al. 2000; Nezer, et al. 2003;
Van Laere, et al. 2003; Jungerius, et al. 2004). De igual manera se han
realizado diversas investigaciones para identificar los genes que tienen relacién
con la calidad de la canal y la came del cerdo aprovechando los ultimos
avances de biologia molecular (Rothschild, et al. 2003). Recientemente se han
realizado diversos estudios en ratones donde se involucran los genes H19 y el
IGF-2, ambos genes de impronta genémica (el H79 es de impronta materna y el
IGF-2 de impronta paterna) demostrando que esta regibn de metilacion
diferenciada (DMR, differentially methylated region) controla la expresion
moncalélica de ambos genes por diferente via (Srivastava, et al. 2000; Davies,
et al 2002; Amarger, et al. 2002; Lopes, et al. 2003; Kono, et al. 2004). El gen
IGF-2 es muy polimorfico, se conocen 8 aielos, el mas pequeno de 241 pb y el

mayor de 260 pb (Vidal, 2001).
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1.5 Hipotesis

Las hipétesis planteadas en el presente estudio son las siguientes:

L

Existe una asociacion entre el polimorfismo del gen RYR-1 con los
haplotipos de los genes responsables del caracter magro de la canal de
los cerdos.

Mediante la asociacién de los polimorfismos de los genes RYR-1 e IGF-2
con los haplotipos de los genes responsables de los caracteres
productivos se mejora el rendimiento y calidad de la canal porcina.

La asociacion entre los polimorfismos de los genes RYR-1 e IGF-2 con
los haplotipos de los genes responsables de los caracteres productivos
de los cerdos no influye en la mejora del rendimiento y calidad de la

canal.
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2. MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se analizé el genotipo de los genes RYR-1 e IGF-2
mediante PCR-RFLP asociandolos con caracteres productivos en una poblacidn
porcina de tipo comercial procedente de una granja registrada en la Asociacién
de Porcicultores de Cadereyta Nuevo Ledn, México.

La investigacién se desarrollé en el laboratorio de Genética Molecular de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma de

Nuevo Leon.

2.1. Obtencion de las muestras sanguineas

Se obtuvieron muestras sanguineas de 4 sementales y 33 hembras como
P1 (generacion patema; n=37). Asi como también de 292 crias de la primera
generacion filial (Fy; n=292) formando un total de 329 animales muestreados.
Los P¢ ya poseian identificacion y registro, a los lechones (F,) se les colocd un
arete con una identificacion individual formada por dos cifras, una el nimero de
la madre y la otra el niumero del lechén de la camada (por ejemplo; 374 - 1).
Esta identificacion fue adicional a los registros y tatuajes propios del manejo de
la granja.

La extraccién sanguinea para la posterior obtencion de ADN se realizd por

puncién de la vena cava craneal, en la mayoria de los casos (Figura 3), y la
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vena auricular caudal (Figura 4) utilizando tubos al vacio con EDTA (Figura 5).
Cada tubo fue identificado y registrado en la base de datos con el nimero de
registro del cerdo correspondiente para posteriormente ser almacenado en un

congelador vertical a -20° C.

Figura 4. Extraccion de sangre de la vena auricular caudal.
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Figura 5. Tubos al vacio con EDTA para la recoleccion de sangre.

2.2. Caracteres fenotipicos valorados

El control y manejo de los animales se realizé de manera rutinaria con las
normas de manejo, alimentacion y control sanitario propios de una explotacioén
tecnificada de dos sitios (Ver pagina 11). Se registraron los siguientes datos:

e Numero y raza del semental

¢ Numero de la cerda

¢ Fecha de servicio

¢ Fecha de parto y registro de la camada
« Nuimero de lechones nacidos (vivos, muertos y momificados)
e Sexo de los F4

e Peso de la camada al nacer

e Peso promedio del lechén

o Fecha de destete

e Dias en lactancia

o Muertos en lactancia

e Numero de destetados

e Sexo de los destetados
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e Peso de la camada al destete

e« Peso promedio del lechdn al destete
e Peso del lechén al destete

» Dias en destete

e Peso al final del destete

e Dias en desarrollo

e Peso al final del desarrolio

e Peso al final de la engorda

¢ Fecha del sacrificio

» Dias en engorda

De la canal se valoraron los siguientes datos:

e Peso de la canal caliente

¢ Medicion con regla del espesor de la grasa dorsal (mm) a nivel de la 10?
y 112 costilla

e Rendimiento de la canal (%)

Los datos recabados fueron analizados mediante un analisis de varianza con

el programa estadistico SPSS version 12. 2005.

2.3. Extraccion del ADN

Para realizar la extraccion del ADN gendmico de las muestras sanguineas
se utilizé la técnica del Fenol-Cloroformo. Se colocaron 300 pl de sangre

completa de cada muestra en un tubo eppendorf de 1.5 ml, las muestras se
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procesaron por duplicado y se inicid el proceso de lisis de las células
sanguineas rojas por cambid de presion osmoética, mediante lavados con buffer
TE (Tris-HCL pH 8.0 a 10 mM, EDTA 1 mM) de la siguiente manera: agregar
600 pl de buffer TE, mezclar vigorosamente, centrifugar durante 1 minuto a
12,000 rpm. Vaciar el sobrenadante y repetir el lavado 5 veces mas o hasta
obtener el precipitado de células blancas.

Después de vaciar el ultimo sobrenadante se continu6é con la lisis de las
células blancas mediante la adicién de 100 yl de tampdn de lisis, buffer K (KCL
50 mM, Tris HCL 10 mM, 0.5% Tween 20 y 2 pl de proteinasa K 10 mg /ml) y se
incubd durante 4 horas a 56° C.

Después de la incubacién se procedié a precipitar las proteinas agregando
200 pl de Fenol y 200 gl de Cloroformo/Alcohol Isoamilico (24:1), se mezclé y
se centrifugéd durante 10 minutos a 14,000 rpm. En la centrifugacion se
producen dos fases y una interfase; la fase inferior organica llevando las
proteinas, la interfase turbia y blanca y una fase superior acuosa conteniendo
los acidos nucleicos. La fase acuosa de ambas muestras se transfiere a un
nuevo tubo eppendorf procurando no tocar la interfase, obteniendo un volumen
de 200 pl.

Posteriormente se agregaron 200 pl de Cloroformo/Alcohol isoamilico (24:1),
se mezclo y se centrifugd durante 10 minutos a 14,000 rpm.

La fase acuosa se transfirid a un nuevo tubo eppendorf y se agregaron 35.3
Ml de NaCl (al 2.5 M), 1 ml de Etanol puro (100%) a -20° C. Después se
procedié a invertir suavemente el tubo hasta observar la formacién de delgadas

hebras de ADN (Figura 6).
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Hebras de ADN

Figura 6. Visualizacién de las hebras de ADN
Luego se centrifugd durante 10 minutos a 12,000 rpm. y se vacid el
sobrenadante cuidando la pastilla que se fija a la base del tubo. La pastilla se
lavé con 1 ml de Etanol al 70% y se mezcl6é para centrifugar durante 5 minutos
a 12,000 rpm. Se decanté el etanol y se dejoé evaporar hasta que la pastilla se
seco, después de secarse se rehidraté con 100 pl de buffer TE 1X, incubando
durante 1 hora a 56° C. Posteriormente se valord la presencia y la cantidad de

ADN en gel de agarosa. El ADN se almacené a -20° C hasta su utilizacién.

2.4. Verificacion de la presencia de DNA

Para verificar la presencia de ADN se prepararon geles de agarosa al 0.8%
(Figura 8) diluida en buffer TAE (0.04 M Tris-acetato, 0.001 M EDTA) al cual se
le incorporé el bromuro de etidio (0.5 mg /ml) y se sometieron a electroforesis,
en presencia de buffer TAE, corridos a 75 voltios durante 30 minutos en Ia
camara de electroforesis. Las cargas se prepararon tomando 14 pl de buffer TE
(1X), 4 pl de tampdn de carga (azul de bromofenol) y 2 pyl de ADN mezclando

por pipeteo las cuales se depositaron en cada posillo del gel de agarosa.
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La visualizacion se realizé en un aparato Fluor-S BioRad de luz ultra violeta

en donde fue capturada la imagen y guardada en un archivo electrénico.

23 4 5 6 7 891011121514 151617 1819 20

Cico HEN-N. mup _ 0O

Figura 7. Verificacion de la presencia de ADN en gel de agarosa al 0.8%.
Los carriles 1-16, 18, y 20 muestran presencia de ADN extraido. En los carriles
17 y 19 no se observé ADN.

2.5. Genotipado de RYR-1
2.5.1. Amplificacion de RYR-1

La amplificacion de RYR-1 se realiz6 segun el protocolo descrito por
Sanchez y col. (1993). Se amplificé un fragmento de 659 pb del exon 17 del

Gen RYR-1 localizado en SSC 6, lugar donde se localiza la mutacion puntual en
el nucledtido 1834 (transicion C/T).

Los cebadores (Alpha DNA) utilizados fueron:
RYR-1F; 5TCC AGT TTG CCA CAG GTC CTA CCA (hacia delante)
RYR-1R; 5ATT CAC CGG AGT GGA GTC TCT GAG (reversa)

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 2.5 ul de buffer de PCR
(1X), 1 pl de dNTP’s (0.2 mM), 0.5 pl MgCl (1 mM), 0.5 ul de cada cebador (0.2
uM), 1.25 U de enzima ADN polimerasa (5 U/ul), 17.37 pul de agua ultra pura

libre de DNAsas y 2.5 pul de ADN genémico en un volumen final de 25 pl.
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Los ciclos de la PCR fueron los siguientes: Desnaturalizacion inicial 94°C /
3min. 34 ciclos de; Desnaturalizacion dentro del ciclo 94°C / 1minuto;
Hibridacion de iniciadores 53°C / 2 minutos; Extension de ADN 72° C / 3

minutos; Extension final del ADN 72° C / 5 minutos. Almacenamiento temporal

4°C / 24 hrs. (Figura 8).

94° C 94° C <+—— 34 ciclos —_—
o
: 72°C e
3°C 1 min.
53° C / 3 min. 5 min.

2 min.
Figura 8. Ciclos de la PCR para amplificar fragmento de RYR-1

Para realizar la PCR se utilizé un termociclador PTC-100 de MJ Research Inc.
(Fig. 9)

Figura 9. Termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.)
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Para verificar la amplificacion se tomaron 8 ul del producto de PCR mas 2 pl
de azul de bromofenol depositando los 10 pl en cada posillo del gel de agarosa
(grado molecular) al 1.8% con Bromuro de Etidio (1 pl / ml). Se colocdé un
marcador de peso molecular N° VI (Bulk) para comprobar el tamafo del
fragmento amplificado. La electroforesis se corrio a 100 voltios durante 30
minutos y se visualizé en un aparato Fluor-S de luz ultra violeta en donde fue

capturada la imagen y guardada en un archivo electrénico (Figura 10).

MPM N° VI
653 pb

Figura 10. Gel de verificacién de la amplificacion del fragmento de 659 pb de
RYR-1. Los controles negativos se depositaron en el carril 2 del peine 1y en el
16 del peine 2. Los carriles 9 y 10 del peine 2 no amplificaron. En los carriles 20

del peine 1y 17 del peine 2 se coloco el marcador de peso molecular No VI

(Bulk)

2.5.2. Digestion del fragmento de ADN amplificado del gen RYR-1

La digestion del producto de PCR amplificado del gen RYR-1 se realizd
utilizando la enzima Bsi HKA | (New England BiolLabs), con las siguientes
condiciones: 2 ul de buffer (10X), 2 ul de BSA (10X), 0.8 ul de enzima Bsi HKA |

(10 U/pl), 7.2 pl de producto de PCR, 8 ul de agua UP libre de DNAsas. En un
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volumen final de 20 ul. La reaccion se incubd a 37° C durante 4 horas,
verificando la digestion en gel de agarosa de alta resolucién al 2%, separando
los fragmentos obtenidos electroforesis a 100 voltios durante 1 hora.

Las cargas de verificacion se prepararon tomando 18 pl del producto

digerido, agregando 4 pul de azul de bromofenol. Se utilizé el marcador de peso
molecular No. VI (Bulk) (0.01 pg/ul). La visualizacién se realizé en el aparato
Fluor-S de luz ultravioleta. El fragmento amplificado (de 659 pb) posee un sitio
de restriccion que se encuentra en todos los individuos y cuando esta presente
la transicion C/T se produce un nuevo sitio de restriccion para la enzima, de tal
forma que se pueden observar los siguientes fragmentos para los diferentes
genotipos:
Homocigoto dominante (libre, N/N), dos fragmentos (524 y 135 pb).
Heterocigotos (portadores, N/n), cuatro fragmentos (524,358, 166 y 135 pb)
Homocigotos recesivos (afectados, n/n), tres fragmentos (358, 166 y 135 pb)
(MacLennan, 1992; Fuijii et al. 1991) (Figura 11)

N | ! 3

n | | | |
135 pb 358 pb 166 pb

Figura 11. Sitios de restriccion para el fragmento de ADN amplificado del gen
RYR-1
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En las figuras 12, 13 y 14 se muestran geles de agarosa con el producto de

PCR amplificado del gen RYR-1, los sitios de restriccion para los diferentes

genotipos se muestran como bandas de diferentes tamaiios.

Figura 12. Genotipado del gen RYR-1 en gel de agarosa. En los carriles 4, 11,
12, 14 y18 se observan las cuatro bandas tipicas de un heterocigoto (Nn). En el
carril 19 se deposité, como control, producto de PCR amplificado de 659 pb. En

el carril 20 se deposité el marcador de peso molecular No VI (Bulk).

| 2171
PP —— —--u’-ﬂ.'ﬁ_—
e s .

Heterocigoto, (Nn) Homocigotos libres, (NN)

Figura 13. Gel de agarosa;

Heterocigoto (4 bandas), homocigoto (2 bandas), control 659 pb y MPM

Animales homocigotos afectados (nn)

Figura 14. Gel de agarosa; las flechas color rojo sefialan a los homocigotos

recesivo (nn) los cuales presentan tres bandas.
43



2.6. Genotipado de IGF-2
2.6.1. Amplificacion de /IGF-2

La amplificacién de /IGF-2 se realizé en el microsatélite ubicado en la region
3" UTR del gen siguiendo el protocolo de Jeon, et al (1999).

Los cebadores fueron los siguientes:

IGF-2 Fw (hacia delante) ; 5-GTT TCT CCT GTA CCC ACA CGC ATC CC -3°
IGF-2 Rv (reversa) 5°- CTA CAT AGC TGG GCT CAG GG
El extremo 5 del cebador para IGF-2 Fw se marcé con (Carboxifluorosceina,
FAM) para ser detectado por el secuenciador automatico de electroforesis
capilar (Perkin Elmer). Las condiciones de reaccién fueron las siguientes: 2.5 pl
de Buffer de PCR (1X), 0.5 ul de MgCl; (1mM), 1 pl de dNTP’s (0.2 mM), 0.1 pl
de cada cebador (0.2 uM), 0.1 ul de ADN polimerasa (0.5 U), 18.2 ul de agua
ultra purificada. Volumen final 25 pl (Jeon, et al. 1999).

Ciclos de la PCR Desnaturalizacion inicial 94° C / 10 min. 32 ciclos de;

Desnaturalizacion dentro del ciclo 94°C / 15 segundos. Hibridacion de

iniciadores 56°C / 30 seg. Extensién de ADN 72° C / 1 minuto. Extensién final

del ADN 72°C / 30 minutos. Almacenamiento temporal 4°C / 24 hrs. (Figura 15).
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“«———— >

32 ciclos
g4°C | 94°C
10 min. |1SSeg. 72°C 72°C
1 min. | 30 min.
56° C
30 segq. 4°C

24 H

Figura 15. Ciclos de la PCR para IGF-2

Después de la amplificaciéon se realizdé la verificacion en gel de agarosa
grado molecular al 1.8%, para lo cual se pesaron 3.6 g de agarosa que fueron

mezclados, por fundicién, con 200 ml de TAE 1X, después se dejé enfriar a
55° C aproximadamente para agregarle el bromuro de etidio (1ul/ml). Luego se
depositd en la bandeja y se colocaron los peines para elaborar los posillos.

Las cargas se prepararon con 8 ul del producto de PCR mas 2 pl de glicerol
al 50% como tampén de carga, se depositaron los 10 ul en cada posillo y se

corrio electroforesis a 100 voltios durante 1 hora.

El gel se traslad6 al aparato Fluor S-multimager para visualizar la banda y

guardar la imagen en un archivo electrénico (Figura 16).
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Figura 16. Verificacion de la amplificacion del fragmento de /IGF-2. Las muestras
de los carriles 2, 9 y 11 no amplificaron. En el carril 12 se coloco en marcador
de peso molecular No VI (Bulk)

Para determinar el tamario del alelo de /GF-2, se desnaturaliza una alicuota
de 1.2 pl del producto amplificado con 11 pl de formamida desionizada y 0.3 yl
de marcador de peso molecular TAMRA (Applied Biosystems) marcado con
fluorocromo. En el electroferograma los picos de color azul corresponden a los
fragmentos marcados con FAM. Se conocen 6 alelos, el mas pequefio de 241
pb, el mayor de 258 pb (Nezer, et al. 1999; Jeon et al. 1999).

El producto amplificado fue enviado a la Facultad de Medicina Veterinaria de
la Universidad de Texas A & M, para la determinacion del tamario de los alelos
en el secuenciador ABlI Prism 373 A (Perkin Elmer). Los resultados se

recibieron via correo electronico, se analizaron y se incorporaron a la base de

datos electrénica.
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3. RESULTADOS

Originalmente se recolectaron las muestras sanguineas de 37 P (4 machos,
33 hembras, Py= 37) y de 292 crias productos de las cruzas (Fy= 292), siendo
un total de 329 animales muestreados. La extraccion del ADN se realizé en el
total de las muestras (n=329).

Debido a circunstancias tales como pérdida de aretes de identificacion,
decesos, datos imprecisos y omisiones en los datos, se tuvieron que dar de
baja durante el transcurso del estudio a 7 cerdas P4 y sus camadas (50 F,), asi
como también a 52 F{ mas, sumando un total de 109 animales dados de baja

durante el transcurso de la investigacién (Tabla 11).

Tabla 11. Poblacién original y definitiva

Poblacién Original Definitiva
Machos 4 4
Hembras 33 26
F1 292 190
Totales 329 220
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3.1 Frecuencia genotipica y alélica de los genes RYR-1 e IGF-2

La frecuencia genotipica se estimé dividiendo el numero de observaciones
de cada genotipo entre el total de los animales analizados (Riojas, et al. 2005).
De los 220 cerdos que llegaron al final del estudio se obtuvieron los
siguientes resultados. Se genotiparon 30 P; (Generacién paterna; 4 machos, y
26 hembras) y 190 F, (n=220).
Los resultados para el gen RYR-1 fueron los siguientes:
e Cerdos con el genotipo libre (NN): 165, de los cuales 3 fueron
sementales, 18 cerdas Py y 144 F.Teniendo una frecuencia genotipica
de 0.75.
¢ Con el genotipo portador (Nn). 52, de los cuales 1 fue un semental, 9
fueron cerdas P4 y 43 F4. Teniendo una frecuencia genotipica de 0.24.
o Con el genotipo afectado (nn): 3, los cuales fueron F,. Teniendo una

frecuencia genotipica de 0.01. (Tabla 12, figura 17).

Tabla 12. Frecuencia genotipica RYR-1

Genotipo N° de Frecuencia
RYR-1 animales genotipica
NN 165 0.75
Nn 52 0.24
nn 3 0.01
Total 220 1
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N°® de animales

Figura 17. Grafica de la frecuencia genotipica de RYR-1

En cuanto a la frecuencia alélica se observaron 382 alelos libres (N)
teniendo una frecuencia alélica de 0.87. El alelo afectado (n) tuvo 58
observaciones teniendo una frecuencia alélica de 0.13 (Tabla 13 y figura 18).

La frecuencia alélica se obtuvo dividiendo el nimero de observaciones de

cada alelo entre el numero total de observaciones.

Tabla 13. Frecuencia Alélica RYR-1

Alelo Observaciones Frecuencia alélica

N 382 0.87
n 58 0.13
Total 440 1
Frecuencia akélica
450
400 -
[Py — -
2 D
210 — — =
O 100 ——
Y. I | N
N n
Alelos

Figura 18. Grafica de la frecuencia alélica de RYR-1
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Para IGF-2 obtuvimos 12 diferentes genotipos (Tabla 14 y figura 19)
formados por 6 diferentes alelos. La mayor frecuencia genotipica la obtuvo el
genotipo 238/238 el cual se encontr6 en 78 cerdos, seguido del 238/248
encontrado en 61 cerdos. Los genotipos 236/248 y 246/248 correspondieron a

dos hembras P4, observandose solo en ellas.

Tabla 14. Frecuencia genotipica para IGF-2

Genotipos IGF-2 Py F; Totales Frecuencia genotipica

232/238 1 12 13 0.06
2327244 0 4 4 0.02
232/248 0o 1 11 0.05
236/238 2 10 12 0.05
236/248 1 0 1 0.004
238/238 4 74 78 0.35
238244 3 14 17 0.08
238/246 0 5 5 0.022
238/248 12 49 61 0.28
244/248 4 5 9 0.04
246/248 1 0 1 0.004
248/248 2 6 8 0.04
Totales 30 190 220 1
Frecuencia genotipica IGF-2

g ‘

13

H

=%

0

Figura 19. Gréfica de la frecuencia genotipica para /GF-2
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Los tamanos de los alelos fueron de 232, 236, 238, 244, 246 y 248 pb. El
alelo de 238 pb fue el que presentd la mayor frecuencia alélica (0.6), seguido
del alelo de 248 pb (0.23). El alelo menos observado fue el de 246 pb (0.01)

(Tabla 15 y figura 20).

Tabla 15. Frecuencia alélica para IGF-2

Alelo Observaciones Frecuencia alélica

232 28 0.06
236 13 0.03
238 264 0.6
244 30 0.07
246 6 0.01
248 99 0.23
Totales 440 1

150

100

Observaciones

232 236

Figura 20. Grafica de la frecuencia alélica para IGF-2
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3.2. Relacién de los genotipos RYR-1 con los caracteres productivos

Al relacionar los diversos genotipos de RYR-7 de los Fy con los caracteres
productivos analizados, y de estos los valores promedio, podemos observar que
los individuos con el genotipo homocigoto recesivo RYR-1 (nn) tuvieron en
promedio un mayor peso al nacer (1.727 kg.) mas sin embargo esta ventaja
disminuyé al momento de terminar |a lactacidén siendo estos (nn) los que menor
peso registraron al ser destetados (5.5 kg.) Los individuos heterocigotos para
RYR-1 (Nn) tuvieron el mejor peso promedio al momento del destete (6.400 kg.)
mostrando ventaja también al momento de finalizar la engorda (108.349 kg).
Estos individuos sin embargo mostraron el mayor promedio de grasa dorsal (18
mm). Los homocigotos recesivos registraron el menor nivel de grasa dorsal (15
mm) (Tabla 16). Todos lo cerdos mostraron un rendimiento similar de la canal.

Tabla 16. Pesos promedio por etapa para RYR-1 (kg.)

Genotipo Nacimiento  Destete  Fin del Fin del Fin de Canal [ Grasa Rendto.

RYR-1 [ destete  desarrollo engorda  caliente Dorsa)l canal
mim

NN 1.500 6.159 19.174 | 64.313 | 105813 86.149 ( 16 81%

Nn 1571 | 6.400 [19.928 [ 61.023 108.349 '87.863 [ 18 81%

nn 1.727 5.500 19.833 | 58333 102667 83.167 15 81%

3.3. Relacion de los genotipos /GF-2 con los caracteres productivos

Los F; portadores del genotipo 244/248 y 248/248 de IGF-2, mostraron
comportamientos similares en cuanto al peso promedio al nacimiento (1.188

kg.), siendo los que registraron el mas bajo peso al nacer, aunque habria que
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considerar que los 11 F4 pertenecen a la misma camada, que inicialmente
contaba con 15 lechones. Los genotipos 238/248 y 238/238 mostraron pesos
intermedios al nacimiento (1.544 y 1.546 kg. respectivamente). El genotipo
238/246 obtuvo el mayor peso promedio al nacimiento (1.727 kg), seguido del
genotipo 238/244 (1.653 kg). Al momento del destete, los individuos con el
genotipo 238/248 lograron superar los pesos de todos los demas individuos (de
+ 2.17 a + 3.8 kg) ubicandose 2.17 kg. por arriba del promedio general (5.993
kg.). Los individuos 238/244 se ubicaron en el segundo lugar en cuanto a peso
promedio al destete, con 6.443 kg. para luego superar a todos al final del
destete alcanzando el peso promedio de 20.743 kg. En la etapa del destete el
peso promedio minimo fue para los individuos con el genotipo 244/248 (4.360
kg) siendo 1.633 kg inferior al peso promedio general.

Para el final del desarrollo los individuos 238/248 alcanzaron en promedio
70.408 kg de peso, seguidos por los individuos 238/246 con 66.400 kg y los
individuos 238/244 con 63.571 kg de peso mientras que los individuos 244/248
se quedaron rezagados con un peso promedio de 54.800 kg. Esta desventaja
resultd insuperable para los 244/248 en todas las etapas registrando los valores
promedio mas bajos (Tabla 17).

Al finalizar la engorda, los individuos 232/244 registraron el mayor peso
promedio con 118.000 kg, seguidos por los 238/244 con 108.286 kg., los

238/246 con 107.600 kg. y los 238/248 con 107.449 kg. de peso promedi|o.
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Genotipo Tabla 17. Pesos promedio por etapas para /GF2 (kg.) Grasa %

Fin Fin Fin Canal | dorsal | Rendto.
destete = desarrollo | engorda | caliente = (mm) canal

232/238 1515 5708 17.833 @ 62417 | 107.000 86.750 16 @ 81%
232/244 1472 6530 | 19.830 @ 67.750 | 118.000 | 95.300 @ 22 | 81.4%
232/248 | 1633 5718 | 19.555 60.182  104.636 | 85709 @ 17 | 81.6%
236/238 | 1622 | 5580 | 20.180 @ 58300 | 105.900 | 86.770 | 14 | 81.4%
| 238/238 | 1.546 | 6.055 | 19.516 | 60.959 | 106.027 | 86.088 | 16 | 81%
238/244 | 1653 | 6.443 20743 ' 63571 | 108.286 | 87493 | 16 | 81%
238/246 | 1.727 | 6.220 | 19.820 = 66.400 | 107.600 | 87.780 @ 15 | 81%
238/248 | 1.544 | 8.163 | 19.443 | 70408 | 107.449 | 87.692 @ 18 | 81.5%
244/248 | 1188 | 4.360 | 15520 | 54.800 | 95400 | 77.140 | 14 | 81%
248/248 | 1188 | 4.900 | 17.200 | 56.833 | 99.333 | 80.583 | 13 | 81%

IGF-2 Nacto. Destete

En cuanto al nivel de grasa dorsal, los individuos con el genotipo (/IGF-2)
2321244 registraron el valor promedio mas alto con 22 milimetros (mm) de
espesor seguidos por los individuos 238/248 con 18 mm, los 238/238 y los
238/244 registraron ambos 16 mm. Los niveles mas bajos de grasa dorsal se
registraron en los individuos con los genotipos (/GF-2) 236/238, 244/248 y
248/248, estos dos ultimos grupos con un promedio de 14 y 13 mm. de espesor
de grasa dorsal, respectivamente a nivel de la décima y onceava costilla. Estos
F1 con los genotipos 244/248 y 248/248 registraron los pesos mas bajos en
todas las etapas, pero también registraros los niveles mas bajos de grasa
dorsal, por otro lado el rendimiento en canal caliente fue similar al resto de los
animales (81%).

Todos los genotipos de /GF-2 mostraron un comportamiento similar en
cuanto al rendimiento de la canal caliente siendo éste alrededor del 81% con

respecto al peso vivo alcanzado al finalizar la engorda.
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Los promedios generales de |os pesos registrados asi como de los dias en

las diferentes etapas productivas de todos los F, se muestran en la tabla 18.

_——————
TABLA 18. PROMEDIOS GENERALES

Peso | Dias | Pesoal | Dias Peso Dias en Peso fin Diasen | Pesofin Peso Grasa %
al en | destete en fin desarrolio | desarrollo | engorda | engorda canal dorsal | Rend.

nacto. | lact. Kg. destete | destete Kg. Kg.. caliente mm en

1,643 | 22 5,930 40 19,366 81 60,496 51 106,337 | 86,490 16 81%

En esta tabla 18 se muestra el comportamiento general de todos los F
(n=190), tanto en los pesos registrados en las diferentes etapas productivas
como en los dias transcurridos en cada etapa, en ella no se diferencié genotipo.

En la tabla 19 se muestran los promedios generales, la moda, el valor
maximo registrado, asi como el valor minimo registrado y la desviacion estandar

de todos los Fy.

TABLA 19. PROMEDIOS, MODA, MAXIMO, MINIMO Y DESVIACION ESTANDAR
Peso Dias | Peso | Dias | Peso | Dias | Peso Dias | Peso | Peso | Grasa %
promedio en al dt en findt | en desa- fin en fin canal dorsal | Rend.
al nac. (kg) | lac. (kg) |destt. | (kg) | molio | desamolio | engorda | engorda | (mm) | canal
Promedios 1,543 22 | 5930 | 40 [19355| 61 60,495 51 106,337 | 86,490 16 81%
Moda 15 24 65 41 2 61 80 50 95 844 15 82%
Médmo 2 24 92 61 | 296 74 34 73 131 108,5 0 86%
Minimo 1,167 19 3 33 10 53 43 37 71 58,6 5 2%
Desv. Est. 0211 1,725 | 1272 | 3918 3511 | 43878 8,101 11978 | 5400 | 9966 | 5429 | 0024

Los resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza mediante al
programa SPSS version 12, 2005. Dicho analisis estadistico nos muestra que
la mayoria de los caracteres no tuvieron diferencia significativa, a excepcién de
el peso al destete para RYR-1 (P <0.01) y peso al nacimiento (P< 0.01) y peso
al destete (P < 0.05) para IGF-2 (Tabla 20).
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Tabla 20. Resultado del analisis de varianza

Caracter Productivo "~ Probabilidad Nivel de significancia
Gen RYR-1 -
Peso al nacimiento 0,3093 NS
Peso al destete ) 00110 - **Altamente Significativa
Peso fin del destete 0,4551 7 NS F 1
Peso fin del desarrollo 0892 e - e
Pesofindelaengorda | 04147 N R .
Pesocanal caliente | 0,5198 NS
Grasa dorsal en milimetros | 01288 [ NS
| Caracter Productivo, ~~ Probabilidad | Nivel de significancia |
Gen IGF-2
' Peso al nacimiento | 00000 . | **Altamente Significativa
Pesoaldestete | 00420 | *Significativa
Peso fin del destete 01334 [ NS
Peso fin del desarrollo _ 0,9880 MM SINSEH 4
Pesofindelaengorda | == 02830 —nffe T NG
Peso canal caliente = 02017 | NS
. Grasa dorsal en milimetros | * 0,1858 N T N FON |

NS= No Significativa, * Significativa (P < 0.05), ** Altamente Significativa (P <0.01)
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4. Discusién

El productor porcino suele seleccionar su pie de cria en base a
caracteristicas fenotipicas observadas en los progenitores que espera sean
transmitidas a las crias. Otro factor que toma en cuenta para la toma de
decisiones son los registros de produccion que metdédicamente se llevan a cabo
en las explotaciones tecnificadas. Un tercer factor que pudiera dar certeza y
control sobre las expectativas esperadas seria el hecho de conocer el genotipo,
lo cual le daria capacidad de manejar los cruces con los progenitores idoneos
de acuerdo a los objetivos que desea lograr. Esto por supuesto que se reflejaria
positivamente en las finanzas ya que se podrian disminuir o eliminar (en
algunos casos) los riesgos de presentacion de trastomos como el sindrome de
estrés porcino con sus correspondientes bajas por muerte y el demerito en la
calidad de la carne (came PSE), asi como también los efectos del gen Napole
(RN) por citar algunos. Por otro lado pudiera mejorar la capacidad de controlar
variables de genes con efectos benéficos probados sobre los caracteres
productivos de interés econdmico en los cerdos.

El uso de tecnologias de vanguardia para la deteccién de mutaciones
geneticas nos ha permitido conocer la magnitud de la presencia de los alelos

afectados en la poblaciéon comercial en el estado de Nuevo Ledn, México.
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4.1. Presencia de la mutacién en el Gen RYR-1

Los resultados obtenidos en el presente estudio son similares a los
obtenidos por Riojas y colaboradores. (2005) quienes reportan la presencia del
alelo mutante (n) del gen RYR-1 en el 29.9% de los animales muestreados
(Riojas, et al 2005), encontrando en nuestro estudio el alelo mutante en el 25%
de los animales muestreados. Nuestros resultados difieren en cuanto a la
frecuencia genotipica mostrada por Vidal, el cual analiz6 animales de raza
Landrace, en donde se observa que el alelo mutante se present6 en el 11% de
los animales muestreados a pesar de que una cerda P, resulto afectada con la
mutacién (nn) (Vidal, 2001). Resultados similares a los anteriores encontramos
en un trabajo publicado por Mabry y colaboradores (1998), en donde el alelo
mutante (n) se observd en el 12.20% de los 3,261 animales muestreados
(Mabry, et al. 1998). Asi mismo difieren en el mismo sentido de los mostrados
por Lee y colaboradores los cuales estudiaron animales de 4 razas puras tales
como; Large White, Landrace, Duroc y Yorkshire, asi como también hibridos de
las razas Landrace, Yorkshire y Duroc, en este estudio se puede observar la
presencia del alelo mutante en solo el 4.14% de los animales muestreados
(Lee, et al. 2002). En la investigacion de Davalos en la que se incluyeron cerdos
Pietrain y Large White se observa que el alelo mutante esta presente en el
62.31% de la poblacion, esto se debid a que la totalidad de los cerdos Pietrain

resultaron portadores de cuando menos un aleio mutante (n) (Davalos, 2002).
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En nuestro estudio se utilizaron Py hibridos de diversas razas (Yorkshire,
Landrace y Pietrain). Riojas reporta que utilizd muestras sanguineas de
animales de razas cruzadas utilizadas para la produccion (Riojas, et al. 2005).

Las frecuencias genoctipicas y las frecuencias alélicas obtenidas en este
estudio resultaron muy similares a las obtenidas por Riojas y colaboradores. La
frecuencia genotipica encontrada por Riojas para NN fue de 0.70, en nuestro
estudio se encontré una frecuencia genotipica de 0.75 para el mismo genotipo,
en el mismo estudio antes mencionado la frecuencia genotipica para Nn fue de
0.26 y para nn fue de 0.04, en nuestro estudio Nn resulto con 0.24 y nn con
0.01.

En nuestro estudio obtuvimos las siguientes frecuencias alélica; para el alelo
N fue de 0.87 y para el alelo n fue de 0.13. En la investigacion de Riojas las
frecuencias alélicas resultantes fueron 0.83 para N y 0.17 para n. Lo anterior
quizd se deba a que las muestras de ambos estudios proceden de granjas
ubicadas en zonas rurales aiedafias al area metropolitana de Monterrey, Nvo.

Ledn.

4.2. Relacién de los genotipos del gen RYR-71 con los caracteres
productivos
Se confirma nuevamente que la presencia del alelo mutante (n) influye sobre
la cantidad de grasa dorsal siendo los heterocigotos (Nn) y los homocigotos
recesivos (nn) los que mostraron el nivel mas bajo de grasa dorsal a nivel de la
décima costilla (15 milimetros). Estos resultados coinciden con los de Stalder y

colaboradores que sefalan que los cerdos homocigotos recesivos (nn) tuvieron
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menos grasa dorsal a nivel de la décima costilla (Stalder, et al. 1998). Asi
mismo con los de Leach y colaboradores que sefalan que los portadores del
alelo mutante (n) tienen ventajas sobre los homocigotos libres (NN) (Leach, et
al. 1996). En el presente estudio los cerdos heterocigotos (Nn) tuvieron el mejor
desemperio al destete (6.400 Kg.), al final del destete (19.928 Kg.), al final de la
engorda (108.349 Kg.) y peso de la canal caliente (87.863 Kg.). Estos
resultados muestran una diferencia con los resultados de Stalder que menciona
que los cerdos heterocigotos (Nn) tuvieron valores intermedios entre los
homocigotos afectados (nn) y los homocigotos libres (NN). Nuestros resultados
coinciden con varios estudios en cuanto al hecho de que los cerdos
heterocigotos (Nn) obtuvieron mayocres ganancias de peso (Pommier, et al.
1992: Rempel, et al. 1995).

En nuestro estudio no consideramos aspectos sobre la calidad de la came,
por lo tanto no podemos discutir sobre tal aspecto, sin embargo no podemos
pasar desapercibido el hecho de que el alelo mutante (n) del gen RYR-1 tiene
relacion directa con la presentacion de ta carme PSE y que esta condicion afecta

a la industria de la carne porcina.

4.3. Presentacion de los haplotipos del gen /GF-2

En nuestro estudio encontramos 12 diferentes genotipos para IGF-2,
formados por 6 diferentes alelos, cuyos tamarios son los siguientes; 232, 236,
238, 244, 246 y 248 pb. Previamente Vidal (2001) habia reportado la presencia
de 8 alelos en un rango de 241 a 260 pb (Vidal, 2001) sin especificar el tamafio

de los 8 alelos. En nuestro estudio encontramos 3 alelos de menor tamafio que
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el mas pequenio de los alelos reportados por Vidal (2001). En la poblacion
muestreada en esta investigacion solo encontramos la presencia de 6 alelos
cuyos tamanos se han mencionado anteriormente. A diferencia de otros
estudios en nuestra investigacion tomamos en cuenta la combinacion de los
diferentes alelos y la conformacién de los diversos genotipos observados. Estos
genotipos formados por los alelos presentados, son los siguientes; 232/238,
232/244, 232/248, 236/238, 236/248, 238/238, 238/244, 238/246, 238/248,
244/248, 246/248, 248/248.

En los estudios previos se ha demostrado la presencia de un QTL de IGF-2
con efectos sobre la grasa dorsal y el crecimiento muscular en varios cruces
utilizando las razas Large white, cerdo salvaje, Pietrain, Meishan y cerdo blanco
europeo (Nezer, et al. 1999; Jeon, et al. 1999; de Koning et al. 2000).
Recientemente se ha identificado un QTN subyacente al efecto mayor del QTL
de IGF-2 (Van Laere, et al. 2003; Jungerius, et al. 2004).

A diferencia de Van Laere y colaboradores (2003), Nezer y colaboradores
(2003) y Jungerius y colaboradores (2004), que buscaron corroborar los efectos
del QTL de I/GF-2 sobre la grasa dorsal y el crecimiento muscular, en el
presente estudio los genotipos observados fueron asociados con el desempeiio
de los Fj en las diferentes etapas productivas, asi como también con el espesor
de grasa dorsal, medido en milimetros, a nivel de la 10 y 112 costilla, con los

resuitados antes mencionados.
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5. CONCLUSIONES

Con la informacién obtenida en el presente estudio se confirma la presencia
del alelo mutante (n) del gen RYR-1, causante del Sindrome de Estrés Porcino
(PSS) y de la presentacion de came Palida, Suave y Exudativa (PSE), en la
poblacién porcina comercial de las areas de produccion aledaias a la zona
metropolitana de la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, México. El alelo mutante
se presentd en el 25% de los animales muestreados y previamente se habia
reportado en un 29.9% de la poblacion (Riojas, et al. 2005). El énfasis puesto
en |la produccién de cerdos musculosos y magros ha dado como resultado una
reduccion en las caracteristicas de calidad de la came de cerdo. Esto no
significa que todos los problemas de la calidad de la came se deriven de la
presencia del alelo mutante (n) del gen RYR-1. Sin embargo sabemos que la
eliminacién de los animales portadores del alelo mutante reduciria la incidencia
de came PSE (Mabry, et al 1998).

En cuanto a IGF-2 podemos decir que la presentacién de los diferentes
genotipos no garantiza el incremento de la masa muscular, ni la reduccion del
espesor da la grasa dorsal como sucede con los alelos Q y g de la mutacion del
mismo gen IGF-2 descrita por Van Laere y colaboradores (2003), Nezer y
colaboradores (2003) y Jungerius y colaboradores (2004). No obstante

debemos hacer notar que de los cuatro Fy con el genotipo 232/244, dos de ellos
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registraron el valor maximo (131 kg.) al final de la engorda pero con valores
altos de grasa dorsal (20 y 30 mm).

Con la utilizacion de los nuevos avances en genética molecular podemos
definir el genotipo de los animales y aplicar programas de erradicacion de
genes perjudiciales, o bien, planear la adecuada utilizacién de los animales
portadores del alelo de interés para explotar sus caracteristicas o para evitar la
presentacion de homocigotos recesivos como seria el caso del alelo mutante
del gen RYR-1.

Aunado a |o anterior es necesario continuar investigando genes candidatos
en regiones blanco, que prometan una posible asociacion con los genes
responsables de los caracteres productivos, y/o la posibilidad de ser los

responsables del mismo.
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