UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS VETERINARIAS

MAESTRIA EN CIENCIAS VETERINARIAS

ANALISIS POBLACIONAL MOLECULAR CON GENES CANDIDATOS
ASOCIADOS A CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO Y CALIDAD DE LA
CARNE EN CERDOS PELON MEXICANO, CUINO Y YORKSHIRE

TESIS

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS VETERINARIAS

PRESENTA:

M. V. Z. ALEJANDRO ANTONIO GONZALEZ SARABIA

MEXICALLI, B. C., MEXICO OCTUBRE DE 2011



Andlisis poblacional molecular con genes candidatos asociados a caracteristicas
de crecimiento y calidad de la carne en cerdos Pelon Mexicano, Cuino y Yorkshire.
Tesis presentada por Alejandro Antonio Gonzalez Sarabia como requisito parcial
para obtener el Grado de Maestro en Ciencias Veterinarias, que ha sido a probada
por el Comité Particular indicado:

Dr. Alberto Barreras Serrano
Director Principal

Dr. Clemente Lemus Flores
Asesor

Dr. Fernando Figueroa Saavedra
Asesor

Dr. Eduardo Sanchez Lopez
Asesor

Lugar y Fecha



CONTENIDO Pag.
INTRODUCCION ...ttt ittt e et e et 1
REVISION DE LITERATURA . ......oiit it e, 4
Caracteristicas a considerar de los grupos genéticos en Nayarit............ 4

Diversidad genéticas de las razas...........cccooveviiii i i, 12

Diversidad genética de los cerdos criollos mexicanos y comerciales....... 13
Marcadores moleculares de DNA ..o e 16
Marcadores moleculares para la seleccion de de calidad de la carne...... 17
GENES CaNAIdALOS. ... e vttt e e e 19
Gene 2,4-dyenoyl-coA-reductase (DECR)........ccovviviiiiii i, 19
POlIMOI ISIMO . .. e e 19
[ = 10} 7= o o P 20
POlIMOI ISIMO . .. e e 21
Heart fatty acid proteina (H-FABP).........coiiii e e 21
POlIMOI ISIMO . .. e e 23
0T 0] ] - 24
POlIMOI ISIMO . .. e e 25

Hormona sensitiva de la lipasa (LIPE)..........cccooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiccneeee.. 26

POlIMOI IS0 .. 26
Melanocortin 4 Receptor (MCRA).......co.iniiii e 26
POlIMOI IS0, .. 27

1Y Y00 = T o 1 o |

POlIMOI iSO . .. e e e e 29
Rendement Napole (RN)......coiii e e 29
POlIMOI iSO . .. e e e e e 30



LITERATURA CITADA .. e

ARTICULO PUBLICADO ... ... it e e e

32

49



INTRODUCCION

La porcicultura en México es una actividad que se encuentra en
los primeros tres lugares de importancia en el ramo pecuario, teniendo
la producciéon en traspatio o rural un gran interés a nivel de
autoconsumo (Rojas, 1994).

Las poblaciones de cerdos criollos en México son descendientes
de los cerdos criollos traidos por los espafioles en la colonia. Fueron
transportados por érdenes de cortes en el afio 1522 provenientes de las
islas de Cuba, Jamaica, Santo Domingo y Puerto Rico. El ganado
porcino se multiplico en grandes cantidades por reproduccion natural.
Se necesitaba poco espacio, el maiz como alimento era barato y
abundante (Mateyzanz, 1965). Dentro de las poblaciones de cerdos en
México se reconocen tres tipos de cerdos domeésticos por el Domestic
Animal Diversity Information System (DAD-IS) de la Organizacién para
la Alimentacion y Agricultura de las Naciones Unidas (FAO)
(http://www.fao.org/dad-is/index.htm): el Virich o Cerdo Pel6on Mexicano
(CPM), el Cerdo Cascote o Pata de Mula (PM) y el Cuino (FAO, 1994).

El Cerdo Criollo Mexicano y dentro de este el tipo Pelén

Mexicano, representa una poblacion porcina endémica que se localiza
en las costas y el sureste mexicano, comprendiendo los Estados de
Oaxaca, Sur de Veracruz, Tabasco, Chiapas, Campeche, Quintana
Roo, Yucatan y algunos estados hacia el norte, como Nayarit, Jalisco
(Flores, 1977; Tello y Cisneros, 1990; Lemus-Flores et al., 1999).

El estudio y preservacion de los recursos genéticos locales es
urgente, antes de que sea demasiado tarde. Debido a la introduccién de
razas mejoradas de cerdos en explotaciones porcinas, el CPM esta en
peligro de ser absorbido hasta la extincion, por lo que la F.A.O. lo
considera como casi extinto, debiendo considerarse que su
germoplasma es un patrimonio no renovable (F.A.O. 1994; Loftus y
Scherf, 1992).



Se tienen estimaciones de que aproximadamente un 25 - 35% de
la poblacién total de cerdos a nivel mundial podria estar constituido por
razas locales. Dichas razas en muchos casos no estan bien definidas ni
caracterizadas, pero indudablemente constituyen una gran base para
los programas de cruzamiento (F.A.O. 1994; Pathiraja, 1987).

El CPM fue el uUnico criado en México hasta finales del siglo
pasado. En la actualidad sin datos precisos, el nUmero de este tipo de
cerdos es menor del 30% del total de la poblacién porcina, considerada
hasta 1993 en 11 millones de cerdos (F.A.O, 1993; Flores, 1978).

El CPM es un animal que se ha orientado a la produccion de
grasa por el tipo de alimentacion a la que ha sido sometido, aunque de
acuerdo con un estudio al respecto (Cardenas, 1966) concluye por las
medidas corporales e indices zoomeétricos obtenidos en su estudio, que
el CPM es de tipo longilineo y su conformacion los hace aptos para la
produccion de carne (Lemus-Flores et al.,, 1999; Hernandez vy
Herndndez, 1999). Sin embargo, en general los diferentes estudios
realizados con el CPM, no le dan oportunidad ante el cerdo moderno,
considerando a esta raza como no mejorada y sin atributos
comerciales, reconociendo que de manera natural se ha seleccionado a
las distintas condiciones ecolégicas nacionales, que incluyen factores
infecciosos y nutricionales (Salinas, 1996).

Existen estudios genéticos en cerdos comerciales que indican
gue se ha ejercido una presion de seleccibn muy intensa, de tal forma
que la variabilidad genética en las poblaciones comerciales se ha
reducido notablemente. Esta reduccion en los germoplasmas de cerdos
de lineas comerciales resalta alin mas la importancia de las variedades
nativas de cerdos como el Pelén Mexicano, ya que pueden representar
reservorios geneéticos respecto a factores de resistencia natural a
diversas enfermedades y factores de tolerancia a condiciones climaticas
extremas, que podrian enriguecer en un futuro el germoplasma

comercial del cerdo (Najera, 1989).



Objetivo General

Comparar la diversidad y variacion genética entre cerdos Peldn
mexicano, Cuino y Yorkshire para genes candidatos que se relacionan
con caracteristicas de crecimiento y calidad de la carne empleando la
técnica PCR-RFLP.

Objetivos Especificos

Estandarizar las técnicas para el diagnéstico de frecuencias
fenotipicas con genes candidatos asociados a caracteristicas de
crecimiento y calidad de la carne con cerdos Pelon mexicano, Cuino y
Yorkshire con técnica PCR-RFLP.

Identificar genotipos y realizar un analisis de frecuencias geénicas,
genotipicas y diversidad genética con genes candidatos asociados a
caracteristicas de crecimiento y calidad de la carne con cerdos Peldn
mexicano, Cuino y Yorkshire con técnica PCR-RFLP.

Determinar las distancias genéticas entre las poblaciones de Cerdos

Pelon mexicano, Cuino y Yorkshire.



REVISION DE LITERATURA

Caracteristicas a considerar de los grupos genéticos en Nayarit

En la produccion porcina rural mexicana destaca la explotacion en forma
extensiva del Cerdo Pelon Mexicano (CPM), basada en un sistema tradicional
de manejo que permite el aprovechamiento de los recursos naturales, que ha
permanecido a través del tiempo gracias a la adaptabilidad de esta raza a las
condiciones ambientales de su entorno, su alta resistencia a enfermedades y a
las caracteristicas particulares de los productos alimenticios que de ella se
derivan (Spilbury, 1998.).

Estos animales son criados en comunidades rurales en explotaciones en
pequefa escala de tipo familiar (traspatio), en las cuales se han cruzado con las
poblaciones locales, por lo que no se puede hablar de una raza pura, aunque
conservan una elevada proporcidn de sus caracteristicas fenotipicas (Cardenas,
1966; Cabello, 1969).

En el Estado de Nayarit al CPM se le localiza en ejidos y en
comunidades rurales de varios municipios, principalmente de Huajicori,
Acaponeta y Rosamorada. Este cerdo se explota con un bajo nivel tecnolégico y
escasos controles sanitarios, por lo que su produccion ocurre basicamente en la
periferia de poblados pequefios aprovechando los desperdicios domésticos

generados en el nucleo familiar (Lemus, 1999; Rico et al., 2000).

El CPM en las comunidades rurales contribuye a mejorar la dieta del
campesino y le proporciona un ingreso adicional al ser engordados para su
venta, contribuyendo de esta manera a la economia familiar (Gonzalez, 1974,
Spilsbury, 1998; Lemus et al, 1999). Sus productos carnicos son de excelente
calidad, por su facilidad para industrializar y conservarse en buen estado por

mucho tiempo, lo que permite su exportacion (Lemus, 1999).



Los cerdos poseen caracteristicas  bioldgicas  importantes
econdmicamente que contribuyen a la eficiencia productiva de las empresas
porcinas, sin embargo no todos los cerdos tienen el mismo potencial de
produccion por lo que es muy importante identificar esas diferencias entre los
animales que permitan seleccionar padres que tengan una mayor probabilidad
de transmitir sus caracteristicas de comportamiento superior a su
descendencia. Los cerdos criollos locales filogenéticamente se encuentran
separados genéticamente separados de los modernos, situacién que sugiere
qgue asi se han conservado a pesar de la falta de programas sistematizados de
mejora genética. Por otro lado los cerdos modernos se encuentran cercanos,
sefalandose que comparten gran parte de sus genes y que los programas de
seleccién de los que han sido objeto, les acerca mas entre razas (Lemus, 2001;
Martinez y Fraustro, 1943).

La mayoria de los cerdos presentan una prolificidad relativamente baja,
lechones de bajo peso al nacer, un crecimiento lento y mayor deposicién de
grasa dorsal. Tiene grandes ventajas para la produccién de carne en areas
rurales de los paises en desarrollo, entre las cuales se encuentran: tamafo,
rusticidad, bajo costo y el capital para su explotacion es bajo, la importancia de
estos cerdos en las comunidades rurales es doble, por un lado mejorar la dieta
del campesino o criador y por otro son engordados para venderse (Lemus et al.,
2001).

El cerdo a nivel rural no solo es una fuente de proteina sino de grasa
animal (Rico et al., 2000).

El hecho de carecer de pelo los hace mas resistente a la infestacion de
ectoparasitos (como piojos) que son comunes en las zonas donde este animal
se desarrolla. Al parecer la ausencia de pelo llamada alopecia, es dominante ya
que esta manifestacion fenotipica no ha desaparecido a pesar del
entrecruzamiento con cerdos modernos, se reporta que el 80% de las crias que
nacen de vientres CPM son pelones (Rojas, 1994; Salinas, 1996). Los cerdos
criollos se cree que tienen resistencia a parasitos, algunas enfermedades

virales y bacterianas, y presentan una inmunidad natural. Al cerdo Criollo



Mexicano, por lo regular no se le aplica ningun tipo de prevencién contra
enfermedades mas comunes y se cree que presentan alta resistencia a las
enfermedades de manera natural (Kato, 1995; Lemus et al., 1999).

Dentro de la produccion porcina en nuestro pais se encuentra la
explotacion del cerdo peléon mexicano (CPM). EI CPM tiene la cabeza y cara
rectilinea, orejas de tamafo mediano caidas hacia los ojos y semierectas,
dorso un tanto rectilineo con ancas completamente caidas, el cuerpo esta
parcial o totalmente desprovisto de pelo, su color es grisaceo y son de talla
mediana, teniendo una alzada de 57-76 cm, una longitud total del cuerpo en
adultos entre 1.4 y 1.5 m con un peso de 150 a 170 Kg, por su color de piel no
se observan casos de foto sensibilizacion o eritema solar como en las razas de
color claro (Panepino et al., 1978; Flores, 1992; Hernandez y Hernandez,
1999).

Al parecer hay una marcada dominancia de los genes que da la piel sin
pelo y se han visto casos de que no han sido tan mezclados, que la primera
generacion llega a dar mas de 80% de crias que nacen sin pelo. Para la
obtencidén de lineas puras, seria necesario llevar a cabo cruzas consanguineas;
esto se logra buscando ejemplares que hayan dado un minimo de 50% de crias
lampifas lo mas recientemente posible; continuando con la consanguinidad, se
eliminarian aquellos que no reunan las caracteristicas deseadas, hasta que los
animales cruzados no tengan ningun descendiente con pelo. Esta carencia de
pelo en la piel, facilita su limpieza en la matanza, ahorrandose en parte el
trabajo que representa el pelado, basta un poco de agua caliente para que la
cuticula que cubre la piel se desprenda con facilidad (Robles, 1967; Salinas,
1996).

La principal causa de baja productividad del cerdo criollo es de tipo
genético, por la falta sistematica del uso de la heterosis con el fin de mejorar las
caracteristicas de las razas criollas, dependiendo del sistema de cruzamiento y
de las razas a introducir para incrementar la productividad de los cerdos criollos
cruzados enfocados a la prolificidad y la precocidad, aunque se corre el riesgo

de perder caracteristicas como la rusticidad, fertilidad o habilidad materna



(Davendra y Fuller, 1979; Pathiraja, 1986; Nicholas, 1990).

El cerdo moderno a través de 100 afios ha sido seleccionado para
mejorar su produccién, lo que le ha permitido acercarse a la definicion ideal del
cerdo moderno enunciada anteriormente; “tipo magro, con una proporcidon
adecuada de grasa, que llegue en forma rapida y econdmica al peso de
sacrificio, que produzca los mejores porcentajes de los principales cortes:
jamon, lomo y hombros” (Berruecos, 1972; Trujillo y Flores, 1988). Es necesario
hacer notar que no existen razas superiores 0 sobresalientes para todas las
caracteristicas, sino solo lineas superiores, por lo tanto la definicién del cerdo
ideal actual seria: aquel tipo magro con una proporcion adecuada de grasa que
llegue en forma rapida y econdmica al peso de sacrificio y que produzca los
mejores porcentajes de los principales cortes: jamén, lomo y hombros
(Barruecos, 1972; Trujilo y Flores, 1988).

Métodos Moleculares

En esta nueva era de la genética molecular existen métodos moleculares
para el anadlisis de la variacion genética que nos permiten identificar individuos,
estas técnicas para la manipulacion experimental de fragmentos de acido
desoxirribonucleico (ADN) se usan ampliamente para el estudio de variacién
genética en poblaciones naturales y se aprovechan de los rasgos unicos de la
estructura del ADN vy su replicacion; para lograr esto se requiere de tener
familiaridad con estos métodos para entender como se usan e identificar

diferentes tipos de polimorfismo genético (Teals et al., 1994).

Gracias a las técnicas de biologia molecular, como la técnica de reaccién
en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés, Polymerase Chain
Reaction), que amplifica el ADN mitocondrial y analiza las reacciones
filogenéticas mediante endogramas que permite evaluar las distancias
genéticas existentes en las poblaciones animales, en este caso de distintas
variedades de cerdos criollos, se sabe que tienen un origen diverso, ya que dos

de los aplotipos encontrados son similares a las razas asiaticas (Satsuma y



Vietnamita) y cinco se denominaron de origen europeo (Huerta et al ., 1999;
Lemus et al., 1999;2001).

El polimorfismo del ADN puede ser detectado con una variedad de
técnicas, entre las mas comunes esta la PCR y el polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLP), que auxiliados con electroforesis con
geles de agarosa y acrilamida se puede identificar que genotipo tiene cada
individuo en el caso de una mutacién; estas técnicas tienen la ventaja que se

pueden realizar en laboratorios no muy sofisticados (Barker, 1994).

Reaccion en cadena de la Polimerasa: la técnica de PCR; amplifica
mas de un millon de veces el ADN obtenido a partir de una region seleccionada
del genoma, siempre y cuando se conozca una parte de la secuencia de
nucledtidos. Ofrece una alternativa a la clonacion basada en vectores como
medio de generar numerosas copias de ADN a partir de muestra simple (Teals
et al., 1994).

Como un método en comun de verificacion del resultado de estos
marcadores moleculares, se utiliza la electroforesis que consiste en una mezcla
de moléculas ionizadas, con carga eléctrica neta colocada en un campo
eléctrico, experimentando una fuerza de atraccién hacia el polo de carga
opuesta, genéticamente (ADN) al transcurrir cierto tiempo las moléculas
cargadas positivamente se desplazaran hacia el catodo (el polo negativo) y
aquellas cargadas negativamente se desplazaran hacia el anodo (el polo
positivo). El movimiento de las moléculas se determina por dos fuerzas
adicionales; la friccidn con el solvente dificultara este movimiento (es decir, al
moverse los solutos chocaran con las moléculas de solvente que estan en su
camino), lo que genera una fuerza que se opone al movimiento; por otro lado,
las moléculas tienden a moverse en forma aleatoria debido a la energia cinética
propia denominada difusion. La energia cinética de las moléculas aumenta con
la temperatura, por ello a mayor temperatura mayor difusion. Dando origen a la

genatipificacion (Griffiths et al., 1999).



La PCR, ofrece una alternativa a la clonacién basada en vectores como
medio de generar numerosas copias de ADN a partir de una muestra simple,
esta técnica imita la forma en 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 (Soberon, 2000; Valadez y Gunter, 2000).

La reaccion se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los cuales
incluye tres fases o pasos:

Desnaturalizacion: para que comience la reaccién es necesario que el
ADN molde se encuentre en forma de cadena sencilla. Esto se consigue
aplicando temperaturas de 90 a 95°C que producen la ruptura de los puentes de
hidrogeno intercatenarios y por lo tanto la separacion de ambas cadenas. Para
conseguir la completa separacién de las hebras de toda la muestra esta
temperatura debe mantenerse unos minutos. Si el ADN solo se desnaturaliza
parcialmente éste tendera a renaturalizarse rapidamente, evitando asi una
eficiente hibridacion de los primers y una posterior extension.

Hibridacion (fase de alineamiento o de reconocimiento): una vez que
el ADN esta desnaturalizado se disminuye la temperatura hasta un rango
comprendido entre los 40 y 60°C para que se pueda producir la unién de los
primeros a las secuencias flanqueantes del fragmento que se va a amplificar. La
temperatura de fusion o alineamiento (TM “temperatura meelting”) depende de
varios factores y es relativamente especifica para cada primer (moléculas
iniciadoras). Cada molécula iniciadora llamada primer requiere una serie de
estudios experimentales para determinar su temperatura de alineacion idonea, si

la temperatura es muy alta no se producira una uniéon completa.

Extension: durante este paso la enzima Taqg polimerasa incorpora
nucledtidos en el extremo 3" del primer utilizando como molde la cadena
previamente desnaturalizada. La temperatura que se utiliza en esta fase es de
72°C, donde la Taq polimerasa alcanza su maxima actividad. Una extensién de

20 segundos es suficiente para fragmentos menores de 500pb, y 40 segundos
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para fragmentos por encima de 1200pb ( Soberon, 2000; Valadez y Glnter,
2000 Boom, 2004).

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 recibié por este descubrimiento el Premio Nébel de
Quimica (Boom, 2004). La PCR tiene varios requerimientos, entre los cuales es
indispensable un molde de ADN, primers, enzima ADN polimerasa resistente a
fluctuaciones de temperatura, mezcla de desoxirribonucleotidos trifosfatos
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), amortiguador apropiado y un equipo llamado
termociclador que tiene la capacidad de cambiar las temperaturas dependiendo
del ciclaje programado (Arredondo, 1993; Soberon, 2000; Valadez y Gunter,
2000).

Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Los marcadores de ADN son secuencias gendmicas localizadas 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 Glnter, 2000).

Esta tecnologia utiliza enzimas de restriccion (endonucleasas) para
fragmentar la molécula de ADN, detectando el polimorfismo a través del numero
y tamafo de los fragmentos. Cada una de las endonucleasas (actualmente se
conocen mas de 1500) reconocen y cortan solamente una secuencia especifica
de bases nitrogenadas en el ADN, siempre y cuando estas no estén protegidas
(metiladas). El propio cromosoma bacteriano esta protegido con dicho proceso
de metilacion 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 permitir que se detecte un RFLP al comparar dos o0 mas genomas (
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Rothschild, 2003a; Sanchez, 2003; Valadez y Gunter, 2000).

Para la deteccion de RFLPs, en primer lugar es necesario aislar el ADN
del organismo de interés, purificarlo y cortarlo con una o mas endonucleasas de
restriccion. Los fragmentos resultantes se separan en un gel de agarosa por
electroforesis. ElI fragmento especifico de ADN se hara visible con
autorradiografia, luminografia o quimioluminiscencia (Sambrook et al., 1994;
Valadez y Gunter, 2000).

Electroforesis: una vez amplificado el ADN, los fragmentos resultantes
son separados en funcion de su tamano por medio de un proceso denominado
electroforesis, que consiste en separar fragmentos de ADN en funcién de su
tamano al aplicar una corriente eléctrica a un gel en el interior del cual se ha
introducido una mezcla de fragmentos (Anderson et al., 1994). Estos comienzan
a moverse desde el polo negativo al polo positivo de tal modo que los
fragmentos mas 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 mas cerca del polo positivo, adoptando
una apariencia similar a un codigo de barras. Cada barra contiene un fragmento
de ADN de un tamano determinado (Sambrook et al.,; 1994Rothschild, 2003a).

Los marcadores moleculares son regiones de ADN mapeados en un
locus especifico capaces de identificar los genes que codifican para
caracteristicas cuantitativas (Lande y Thompson, 1990; Rosas y Avila, 1999;
Sanchez, 2003). Estos no se ven afectados por variaciones ambientales ni de
desarrollo, muestran la base de la variacion de los individuos, permiten
seleccionar regiones concretas dentro de la molécula de ADN para estudios
determinados, el numero de polimorfismos detectables es tedricamente
ilimitado, permite analizar tanto la informacion que se expresa como la que no
(Jiménez y Collada, 2000).

En investigaciones recientes se ha demostrado que muchos genes se
asocian con caracteristicas de interés econémico y que el uso de marcadores

geneéticos tiene valor para medir relaciones entre las razas. La caracterizacion
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de razas porcinas a nivel molecular debe ser utilizada en programas de
seleccidn asistida por marcadores genéticos de ADN (Ramos et al.,, 2003;
Rothschild, 2003ab; Sambrook, et al., 1994). Recientes descubrimientos en
genética humana y biologia molecular han llevado al desarrollo de utiles mapas
genéticos en cerdos. Varios loci de rasgos cuantitativos (QTL) examinan y
analizan genes candidatos que han identificado regiones importantes en el
cromosoma Yy genes individuales asociados con rasgos de caracteristicas
econdmicas importantes. En cerdos, se han identificado QTLs para crecimiento
y grasa dorsal, calidad de la carne, reproduccion y resistencia a enfermedades
(Rothschild, 2003b). Algunos de los genes candidatos que se han identificado
para crecimiento y grasa dorsal son el melanocortin 4 receptor (Ciobanu et al.,
2001), Leptina y receptor de la leptina (Vincent et al., 1997), para calidad de la
carne el halotano (Rodriguez, 2004) y el rendenment napole (Rothschild,
2003b), para resistencia a enfermedades el alpha 1-2 fucosyltransferasa
(Meijerink et al., 1997; Vogeli et al., 1996) y resistencia natural asociada al
macréfago de la proteina 1 (Rothschild, 2003b; Sun et al., 1998; Tuggle et al.,
1997) y para tamano de la camada el estrégeno receptor (Linville et al., 2001;
Short et al.,, 1997), retinol binding protein 4 (Linville et al., 2001; Rothschild,
2003b), prolactina y receptor de la prolactina (Drogemuller et al., 2001; Birgitte
et al., 2003; Korwin et al., 2003).

En cerdos, se han identificado genes asociados con caracteristicas
cuantitativas o QTLs, para crecimiento y grasa dorsal, calidad de la carne,
entre otros (Rothschild, 2003). Algunos de los genes candidatos que se han
identificado para crecimiento y grasa dorsal son: receptor de melanocortin 4
(Ciobanu et al., 2001), Leptina y receptor de la leptina (Vincent et al., 1997; Zhi-
Hua and Gibson, 1998). Para calidad de la carne el halotano (Rodriguez, 2004)
y el rendenmen napole (Rothschild, 2003).

Diversidad genética de las razas
La diversidad de los animales de granja se encuentra amenazada,

durante los ultimos siete afios sean extinguido una raza de ganado domestico al
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mes. Ademas el informe puntualiza que entre las razas de alto rendimiento mas
utilizadas. La diversidad genética dentro de esa misma raza se ve amenazada
por el uso de un reducido numero de sementales para el mejoramiento (FAO.
2007).

Los datos de los ultimos informes sobre “situacion de los recursos
zoogeneéticos mundiales para la alimentacién y la agricultura” de la FAO indica
que la rapida expansién de la ganaderia industrial a gran escala la cual se basa
en la utilizacion de animales de gran rendimiento que se crian de forma
intensiva para tener productos uniformes y que utiliza un reducido numero de
razas, esta amenazando gravemente la diversidad de los animales de granjas a
nivel mundial. Desde a mediados del siglo XX son unas pocas razas de gran
rendimiento generalmente de origen europeo las que sean extendido por todo el
mundo en detrimento de las razas tradicionales, como los cerdos large white,
duroc y landrace (FAO. 2007). Un alto porcentaje de las razas domesticas que
proveen de alimentos a la humanidad estan en peligro de extincion. Las razas
indigenas poseen comunmente rasgos valiosos tales como adaptacion a
condiciones dificiles, incluyendo tolerancia a enfermedades parasitarias e
infecciosa, sequia y calidad alimenticia pobre (CVID, 2003; Sierra et al., 2005).

Por lo tanto el rescate y aprovechamiento de recursos genéticos nativos
como el cerdo criollo mexicano podria ser un espécimen fructifero de
investigacion por muchos afos. En México recientemente séle ha dado un
impulso importante al estudio de los recursos genéticos animales, toda ves que
sea comprendido la relevancia de las variantes genéticas tan extensas, pero tan
pobremente caracterizadas, mas a un cuando se trata de poblaciones criollas o

nativas (Sierra, et al., 2005).

Diversidad genética de los cerdos criollos mexicanos y comerciales
México es un pais mega diverso, sin embargo presenta la amenaza de

perder parte de su riqueza bioldgica, por no contar con estudios sistematicos

que permitan definir la diversidad de sus recursos. El cerdo Pelén representa

una poblacion semidomesticada que se localiza en el Golfo y Pacifico
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mexicano; en el estado de Yucatan todavia se le puede encontrar en
comunidades muy alejadas, sin embargo, en las ultimas tres décadas ha sido
desplazado de la mayor parte de su sistema tradicional de produccién y sus
inventarios han disminuido fuertemente, debido a la constante introduccion de
razas selectas en las explotaciones porcicolas, a tal grado que se encuentra en
peligro de ser absorbido hasta la extincién, a pesar de ser un recurso con gran
rusticidad que podria aprovecharse en un futuro inmediato. Se plantean las
estrategias de actuacion para garantizar la conservacién genética de la raza
(Sierra et al., 2005). En México recientemente sé le ha dado un impulso
importante al estudio de los recursos genéticos animal, toda vez que se a
comprendido la relevancia de las variables genéticas tan extensas pero tan
pobre mente caracterizadas, mas aun cuando se trata de poblaciones criollas o

nativas(Sierra et al., 2005).

El cerdo criollo Mexicano fue reportado por la FAO como un cerdo en
peligro de extincion y es una especie poco valorada se cree que este animal fue
introducido en México en tiempo de la conquista y que de forma natural a
sobrevivido a distintas condiciones ecoldgicas, incluyendo factores infecciosos y
limitaciones nutricionales ademas alta resistencia a enfermedades. La principal
causa de la baja productividad del cerdo criollo es de tipo genético por la falta
sistematica del uso de heterosis con el fin de mejorar las caracteristicas de las
razas criollas dependiendo del sistema de cruzamiento y de las razas a
introducir para incrementar la productividad de los cerdos criollos cruzados
enfocados a la prolificidad y la precocidad, aunque se corre el riesgo de perder
caracteristicas como la rusticidad, fertilidad o habilidad materna. Entre los tres
tipos de cerdos criollos, el cerdo pelon mexicano, es el mas abundante,
siguiendo el cerdo cuino que probablemente fue introducido por embarcaciones
de china que comerciaban con México en el siglo XVI; el menos abundante es
el lamado pata de mula.

El cerdo criollo mexicano fue reportado por la FAO como un cerdo en

peligro de extincion (FAO, 2000). Es una especie poco valorada, se cree que
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fue introducida a México en tiempos de la conquista, que de forma natural a
sobrevivido a distintas condiciones poco tecnificadas, aprovechando tubérculos,
forrajes y subproductos agricolas; se le reconoce su capacidad para producir
grasa corporal y la captacion a condiciones locales. La mayoria de los cerdos
presentan una prolificidad relativamente baja, lechones de bajo peso al nacer,
un crecimiento lento y mayor deposicion de grasa dorsal. Tiene gran ventaja
para la produccion de carne en areas rurales de los paises en desarrollo, entre
los cuales se encuentran: tamanfio, rusticidad, bajo costo y el capital para su
explotacion es bajo, la importancia de este cerdo en las comunidades rurales es
de doble, por un lado mejora la dieta del campesino o criador y por otro son
engordados para venderse (Lemus et al., 2001).

Las principales causas de baja productividad del cerdo criollo es de tipo
genético, por la falta sistémica del uso de la heterosis con el fin de mejorar las
caracteristicas de la raza criolla, dependiendo del sistema de cruzamiento y de
las razas criollas a introducir para incrementar la productividad de los cerdos
criollos cruzados enfocados a la prolificidad y la precocidad, aun que se corre el
riesgo de perder caracteristicas como la rusticidad, y fertilidad o habilidad
materna. En México el cerdo pelon Mexicano es el mas abundante, siguiendo el
cerdo cuino que probablemente fue introducido por embarcaciones de china
que comercializaban en México en el siglo XVI el menos abundante es el pata
de mula (Vazquez, 1986).

Empleando marcadores genéticos como grupos sanguineos y
polimorfismos de proteinas, la diversidad genética medida como H en Duroc fue
de 0.33, Hampshire 0.35, Landrace 0.37, y Large White 0.38; encontrando en
los dendogramas, empleando las distancias estandar de Nei, que los cerdos
Landrace y Large White estan cercanos continuos al Duroc, siendo el
Hampshire el mas distante (Cepica et al., 1995).

Ferdholm et al. (1993) anteriormente a los estudios de Cepica et al.
(1995) reportaron, usando 24 loci polimorfismos, que la raza Large White
(n=22) la H fue la mas alta con 0.58, seguida de la Landrace (n=22) 0.51, Duroc
(n=210 0.48 y 0.46 para Hampshire.
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La variacion genética en las poblaciones criollas en México, Cuba como
en Espafia, se ha encontrado que es mas alta que los cerdos comerciales. Los
cerdos criollos locales filogenéticamente se encuentran separados
genéticamente de los cerdos modernos, situacion que sugiere que asi se a
conservado a pesar de la falta de programas sistematizados de mejora
genética (Martinez et al., 2000; 2005; Lemus et al, 2001; Canul et al., 2005).

Marcadores moleculares de DNA: son regiones de ADN mapeados en
un locus especifico capaces de identificar los genes que codifican para
caracteristicas cuantitativas (Lande, 1990; Rosas y Avila, 1999), éstos no se
ven afectados por variaciones ambientales ni de desarrollo, muestran la base
de la variaciéon de los individuos, permiten seleccionar regiones concretas
dentro de la molécula de ADN para estudios determinados, el numero de
polimorfismos detectables es tedricamente ilimitado, permite analizar tanto la
informacion que se expresa como la que no (Jiménez y Collada, 2000). Se han
determinado marcadores moleculares que son segmentos de ADN que tienen
una ubicacion fisica y espacial que puede ser relativamente facil de identificar
en un cromosoma Yy la ganancia mayor estriba en que se puede rastrear su

herencia ( Drogemuller y Hamann, 2001).

En términos generales podemos afirmar que el uso de los marcadores
moleculares requiere necesariamente de la tecnologia de Reaccion en cadena
de la polimerasa y es verificada a través de la electroforesis en gel de agarosa o
poliacrilamida (Rothschild, 2003).

En investigaciones recientes se ha demostrado que muchos genes se
asocian con caracteristicas de interés econdmico (Rothschild y Plastow, 1999;
Ramos et al., 2003; Rothschild, 2003a) y que el uso de marcadores genéticos
tiene valor para medir relaciones entre las razas (Rothschild, 2003a). La
caracterizacion de razas porcinas a nivel molecular debe ser utilizada en
programas de seleccion asistida por marcadores genéticos de ADN (Ramos et
al., 2003; Rothschild, 2003b).
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Recientes descubrimientos en genética humana y biologia molecular han
llevado al desarrollo de utiles mapas genéticos en cerdos. Varios loci de rasgos
cuantitativos (QTL) examinan y analizan genes candidatos que han identificado
regiones importantes en el cromosoma y genes individuales asociados con
rasgos de caracteristicas econdmicas importantes. En cerdos, se han
identificado QTLs para crecimiento y grasa dorsal, calidad de la carne,
reproduccion y resistencia a enfermedades (Rothschild, 2003b). Algunos de los
genes candidatos que se han identificado para crecimiento y grasa dorsal son el
melanocortin 4 receptor (Ciobanu et al., 2001), Leptina y receptor de la leptina
(Vincent et al., 1997; Zhi-Hua and Gibson, 1998), para calidad de la carne el
halotano (Rodriguez, 2004) y el rendenmen napole (Rothschild, 2003b), para
resistencia a enfermedades el alpha 1-2 fusosyltransferasa (Vogeli et al., 1996;
Meijerink et al., 1997) y resistencia natural asociada al macréfago de la proteina
1 (Tuggle et al., 1997; Sun et al., 1998; Rothschild, 2003b) y para tamario de la
camada el estrégeno receptor (Short et al., 1997; Linville et al., 2001), retinol
binding protein 4 (Linville et al., 2001; Rothschild, 2003b), prolactina y receptor
de la prolactina (Vincent et al., 1998a, b; Drogemuller et al., 2001; Birgitte et al.,
2003).

Marcadores moleculares para la seleccién de calidad de la carne

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

Un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacion fisica
identificable en un cromosoma y cuya herencia se puede rastrear. Un marcador
puede ser un gen, o puede ser alguna seccion del ADN sin funcién conocida.
Dado que los segmentos del ADN que se encuentran contiguos en un

cromosoma tienden a heredarse juntos, los marcadores se utilizan a menudo
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como formas indirectas de rastrear el patréon hereditario de un gen que todavia
no ha sido identificado, pero cuya ubicacion aproximada se conoce. Un
marcador molecular monomorfico es invariable en todos los organismos
estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad
enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimorfico. Los
marcadores se usan para el mapeo genético como el primer paso para
encontrar la posicion e identidad de un gen (Montaldo y Meza, 1998,
Drogemuller y Hamann, 2001).

Los avances de la biologia molecular, han aportado una clase de
marcadores genéticos que permiten visualizar diferencias tangibles entre las
secuencias homologas del ADN de los organismos. Estas diferencias resultan
de cambios entre los pares de bases que conforman esta molécula. Este tipo de
marcadores detecta variaciones directas a nivel de ADN y tienen ventajas tales
como el hecho de ser dominantes o codominantes, de desarrollarse de manera
estable, de caracter de efectos pleitropicos y de no estar sujetos al ambiente en
donde se desarrolla el organismo en estudio (Rothschild, 2003; Korwin, et al.,
2003).

Varios estudios han demostrado relaciones entre las variantes de genes
y el comportamiento fenotipico en diversas caracteristicas en varias especies
animales. Estos estudios han alentado la idea de agregar la informacién
genotipica a la informacioén fenotipica para aumentar o acelerar la respuesta a
la seleccion de los métodos tradicionales, lo cual se conoce como seleccion
asistida por medio de marcadores moleculares (Montaldo, Meza, 1998;
Rothschild, 2003).

Cuando varios marcadores moleculares se asocian inequivocamente con
un rasgo genético, se dice que forman un QTL (loci de rasgos cuantitativos).
Varios QTLs examinan y analizan genes candidatos que han identificado
regiones importantes en el cromosoma y genes individuales asociados con
rasgos de caracteristicas econdmicas importantes. Asi, QTLs para crecimiento
y grasa, calidad de carne y caracteres reproductivos han sido identificados en

diversas regiones del genoma porcino. Algunos de los genes candidatos que se
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han identificado para crecimiento y grasa dorsal son el receptor 4 del
melanocortin, Leptina y receptor de la leptina. El ya ampliamente conocido gen
del Halotano, Los efectos de este gen la produccion son importantes, al
sefalarse que disminuyen los rendimientos y que dana la calidad de la carne,
ocasionando la condicién de la carne de palida, blanda y exudativa (Vincent, et
al., 1997).

Las técnicas que permiten la deteccidon 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). Todas estas técnicas moleculares implican la tecnologia
de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Tales técnicas son
verificadas a través de la electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida
(Rothschild, 2003).

Genes candidatos
Gene 2,4-dienoyl-CoA-reductase (DECR)

Es una enzima mitocondrial que regula en la B-oxidacién cataliza la
reduccion por trans-2-cis-4-denoyl-coA a 3-enoyl-coA (Davoli et al., 2002; Amills
et al., 2005). El cual se encarga decodifica una enzima que participa en el
camino de la b-oxidacion catalizando la reduccion de trans-2-cis-4-dienoyl-CoA
a -3-enoyl-CoA (Roe et al., 1990).Se localiza en el cromosoma 4 (SSC4qg21-
g23, SSCq11-q16 y SSCq15-q16, respectivamente), (Clop et al., 2002; Davoli et
al., 2002; Roberta et al., 2006).

Polimorfismo: la lineacion de la secuencia del gen DECR1 en cerdos
pertenece al polimorfismo en el exén 2 (posicion 181 la secuencia de codigo)
cambia una G por C. ademas se encontré un segundo polimorfismo en el exén
5 (posicion 458por la secuencia del codigo) cambia una G por una C (Davoli et
al., 2002; Amills et al., 2005).

La deficiencia de la enzima en humano tiende a ser asociado con la

presencia de 2-trans-4-cis-decadienoylcanitine, produce un metabolismo
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completo por la oxidacion del acido linoléico en orina y sangre afectando al
paciente. El gen DECR1 se asocia con la variacion fenotipica de canal y toma
de comida. El exdén 2 y 5 son polimorfismos asociados a crecimiento, color de
musculo y pH. (Davoli et al., 2002; Amills et al., 2005). Existen tres genotipos
AA (mutante) con 133 pb, AB con bandeos de 133- 70-63 pb y BB (normal) on
bandeo de 70-63 pb. El alelo favorable es AA el cual proporciona menor
deposicion de grasa y mayor crecimiento (Davoli et al., 2002).
Halotano

El gen halotano es conocido como el gen de susceptibilidad al sindrome
del estrés porcino también conocido como hipertermia maligna y origina la
carne palida, suave y exudativa (Topel et al., 1967). El sindrome de estrés
porcino es un estado fisiopatolégico con desarrollo de graves consecuencias,
pues afecta la calidad de la carne y subproductos y en ciertos casos origina la
muerte. Los sintomas son carne palida suave y exudativa asi como muerte
subita estas reacciones son resultados de actividades que producen estrés o
actividades fisicas intensas, como el transporte, calor ambiental excesivo o la

copula (Rojas et al., 2005).

El gen de Halotano produce contracciones musculares, hipermetabolismo
y elevacién de la temperatura corporal (Rojas et al., 2005).

La carne palida, blanda y exudativa fue descrita por primera vez en Paris
a finales del siglo XIX. Desde 1960 el gen de Halotano a sido estudiado cerca,
la asociacion que desarrollo por PSE ( Yu Gao et al., 2007). En el caso de la
carne Hal positiva (Nn y nn), el pH a los 45 min post mortem es menor, y llega a
ser hasta de 5.5. Esto se debe a un incremento en el metabolismo causado por
el estrés, lo que da lugar a una disminucion muy rapida del pH (Maddock et al.,
2002; Van Oeckel y Warnants, 2003). Como consecuencia, la carne presenta
una baja capacidad de retencion de agua y un color mas palido (Hamilton et al.,
2000; Maddock et al., 2002; Van Oeckel y Warnants 2003). Ademas, en la
granja existen pérdidas por muertes subitas de los animales homocigotos

recesivos y positivos al gen.
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El gen de halotano se localiza en el cromosoma 6 (Fuiji et al., 1991; Yu
Gao et al., 2007). Su mutacién origina el cambio de una pirimidina por otra en el
ADN (citosina por timina: transicion C/T) en el nucleétido 1843 del gen ryr-1
(Rojas et al., 2005).

Polimorfismo: esta susceptibilidad ha sido asociada a una mutacion en
la posicion 1843 de la secuencia de ADN del gen receptor para la rianodina (Ryr
1) del cerdo donde se presenta una sustitucién de una citosina por una timina.
Esta sustitucion, provoca un defecto al cambiar una arginina por una cisterna en
la posicién 615 de la proteina receptora de la Ryr1 que funciona como canal de
calcio en el reticulo sarcoplasmico (Fuji et al., 1991; Houde y Pommier, 1993).
Existe evidencia que la enfermedad es causada por una mutacién en el gen del
canal de salida de calcio del musculo esquelético, la mutacion causa una
apertura hipersencitiva del canal de calcio impide que se cierre (Rojas et al.,
2005; Yu Gao et al., 2007).

La hipertermia maligna esta asociada a los cerdos con alto contenido de
carne magra (Noguera y Piedrahita, 1992).

El gen RYR1 es autosdémico recesivo de penetrancia incompleta, tiene el
alelo dominante N (alelo favorable) y el alelo recesivo n (Fuji et al. 1991). La
carne de los animales con genotipos nn para el gen RYR1, es de baja calidad y
se caracteriza por una rapida caida de ph post-morten, presenta color palido,

escasa rigidez y poca retencion de agua (Noguera y Piedrahita, 1992).

Los animales portadores del gen de halotano tienen algunas ventajas en
comparacién con los animales negativos, incluyendo una mejor eficiencia
alimenticia, mayor rendimiento de la canal y mayor rendimiento de carne magra
sin embargo presenta menor color muscular y menor capacidad de retencion de

agua, lo que disminuye la calidad de | a carne (Leach, 1996).

Heart Fatty Acid Binding Protein (H-FABP)
Se presenta en muchos tejidos pero particularmente en musculo

cardiaco, esquelético y glandula mamaria lactea, que se relaciona con el
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transporte intracelular de acidos grasos en musculos esqueléticos y desempeia
un papel importante en el metabolismo de lipidos (Gerbens et al., 1999; 2000;
Ovilo et al., 2002).

Los genes de la familia H-FABP (Fatty Acid Binding Proteins) codifican
para proteinas relacionadas con el transporte intracelular de acidos grasos
desde la membrana plasmatica a sus lugares de oxidacion o de sintesis de
triglicéridos y fosfolipidos (Gerbens et al., 1999; 2000; 2001).

Los estudios realizados por Gerbens et al., (1997) marcaron el inicio de
la detencién de polimorfismos del gen H-FABP en cerdo mediante la realizacién
de la técnica PCR-RFLP. Desde 1972 existen antecedentes de estudios in vitro
de una proteina ligadora de acidos grasos encontrada en el cito sol celular de
diferentes tejidos (Ockner et al.,1972; Nechtelbergen et al., 2001).

En humanos los primeros estudios realizados mediante RT-PCR,
clonacion secuenciacion de los dos tipos de cDNA de H-FABP presentes en
rinones y conocidos previamente como los tipos A y B (Maatman et al., 1992), y
se utilizo cDNA del gen H-FABP fue posicionado en el mapa mediante FISH en
el cromosoma 1p31-p33 (Troxler et al., 1993). Los genes de la familia H-FABP
codifican para proteinas relacionadas con el transporte intracelular de acidos
grasos desde la membrana plasmatica a sus lugares de oxigenacion o de
sintesis de triglicéridos y fosfolipidos. Esta proteina modula la concentracion
intracelular de acidos grasos y por lo tanto intervienen en la regulacion de
metabolismo lipidito, por lo que sus genes se consideran candidatos para
caracteres de engrasamiento y calidad de la carne. El gen H-FABP su funcién
es regula el metabolismo de los acidos grasos para la sintesis y liberacién de
energia (Verkamp, 1995).

Estas proteinas modulan la concentracion intracelular de acidos grasos y
por lo tanto intervienen en la regulacion del metabolismo lipidico, por lo que sus
genes se consideran candidatos para caracteres de engrasamiento y calidad de
carne (Gerbens et al., 1999; 2000; 2001).

Es una proteina de 15 kDa, el gen H-FABP porcino fue posicionado en el
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mapa en el cromosoma 6 dos panales de células hibridas somaticas
cerdo/roedor. El gen presenta una estructura constituida por una region 5° UTR
de 330 pb, 4 exones (72, 147, 102 y 51pb respectivamente), 3 intrones (4,2, 2,5,
y 1,5 kb respectivamente), y una regién 3' UTR de 200 pb. El gen codifica una
proteina de 134 aminoacidos (Gerbens et al., 1997).

Las sustitucion nucleoticas C1489T y C1811G de la secuencia del gen H-
FABP (intron 2) (genbank Y16180) permite diferenciar entre los alelos A/a y D/d,
respectivamente la sustitucion de T1324C de la region & UTR del gen
(Genbank X98558), permite diferenciar los alelos. Inicialmente el gen fue
aislado de fago A positivo para el gen H-FABP mediante hibridacién en placas.
Posteriormente el H-FABP fue amplificado mediante PCR, y mediante la enzima
de restriccion Hae lll, fueron localizados varios sitios polimoérficos en las razas
Landrace, Duroc, Yorkshire, Hampshire, Meishan, Pietrain y jabali (Gerbens et
al., 1998). Se localiza en el cromosoma 6 (Gerbens et al., 1999; 2000). Se
localizan en cluster en mamiferos y se postula que la ratdon o el contenido
absoluto de H-FABP en el tejido adiposo podrian ser criticos para el
funcionamiento celular (Maeda et al., 2003).

Los polimorfismos regulan o expresa la grasa intramuscular (Ovilo et al.,
2002).

Polimorfismo: esta asociado con el contenido de grasa intramuscular
(Nechtelbergen et al., 2001). Los polimorfismos en este lugar geométrico en el
cromosoma 6 se han asociado a rasgos de gordura en la casta del Duroc y del
mestizo Meishan (Gerbens et al., 1999; 2000; 2001; Cristina et al., 2002).
Ratones doble-deficientes FABP4 mostraron una reduccion del crecimiento y de
mas del 20% de la grasa corporal (Que se acentuaba con una dieta de alto
contenido graso), mostrando la gran relevancia que estos genes tienen en el
metabolismo graso (Maeda et al., 2005).

El genotipo favorable es el AA proporcione menor grasa intramuscular y
menor ph. La frecuencia del alelo AA que es el deseable porque favorece lo
magro en los cerdos y el alelo desfavorable que esta relacionado con gordura el

alelo B indeseable, por predisponer la acumulacion de tejido graso
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(Nechtelbergen et al., 2001).
Leptina

La leptina es un hormona secretado por las células adiposas en
respuesta al estado nutricional, posiblemente a la insulina y y a los
glucocorticoides y es transportada mediante el torrente circulatorio hasta el
sistema nervioso central que juegan un rol importante en la supresion del
apetito en el cerdo a través de la accion en el hipotalamo; puede afectar el
comportamiento alimenticio salud animal y reproduccion. Estudios en cerdo han
demostrado que la leptina disminuye el consumo de alimento que regula peso,
grasa del cuerpo y el balance energético, (Baile., 2000; Ramsay y Richards.,
2004).

La regulacion del peso corporal mediante el aumento de del metabolismo
basal y el gasto energético implica una estrecha comunicacion entre el tejido
adiposo y la zona del hipotalamo involucrada en el control de la ingesta y la
actividad metaboalica celular (White et al., 1997; Matsuda et al., 1999).

La expresién de la leptina esta estrechamente relacionada con el
incremento de la grasa corporal (Mc Neel et al., 2000). La leptina se describid
por primera vez en 1994, en que Friedman cloné el gen bOB en el ratéon y su
homdlogo humano e identifico su producto proteico y eta fue el primer gen
identificado en ratones obesos (Barb et al., 2001).

El receptor del hipotalamo recibe la sefal de la leptina y controla la
homeostasis de energia a través del balance entre las actividades de los
neurotransmisores GLP-1 (suprimiendo el apetito) y NP-Y (estimulando el
apetito) es el primer sitio de accion por los receptores de Leptina localizados en
areas del hipotalamo asociado con el control del apetito, reproduccion y
crecimiento. Que es sintetizado por el tejido adiposo. Tiene impacto en la
ingesta, procesos neuroendocrinos e inmunoldgicos. La Leptina fue el primer
gen identificado en ratones obesos ob/ob (Albar et al., 1998; Barb et al., 2001).

La leptina estimule la secrecion de la hormona luteinizante y hormona de
crecimiento (Baratta et al., 2002) en cerdas jovenes prepuberales o puercas de

ciclo in vitro e in vivo. Los componentes de la neuroendocrinologia que regula la
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secrecion del GnRH y la LH son funcionales y sensibles a la leptina antes del
inicio de la pubertad (Bard et al., 2004; Ramsay et al., 2004).

En condiciones de ayuno la leptina disminuye drasticamente. Con una
reduccion del 10% del peso corporal se observa una reduccion de un 53% de
los niveles de leptina en suero, y con un incremento del 10% del peso corporal,
incrementa 300% los niveles de leptina en suero (Houseknecht et al., 1998).
Resultados similares relacionados con la cantidad de leptina en suero fueron
confirmados en cerdas con elevado contenido de grasa dorsal por Estienne et
al., (2000).

La Leptina. Es una hormona de 146 aminoacidos que se produce a partir
de un precursor de 167 aminoacidos con una secuencia sehal de 21
aminoacidos que se separan antes de que la leptina pase a sangre. Tiene un
peso molecular de 16 KD y estructura terciaria con un conjunto de cuatro
hélices similar a las cito quinas clase | (Stephens et al., 1995; Houseknecht et
al., 1998;).

Se localiza en el cromosoma 18, donde existe una mutacion
cambiandose una C por una T y que puede ser identificada con la técnica PCR-
RFLP por medio de la digestién con la enzima HINF1 (Stratil et al., 1997).

Polimorfismo: un polimorfismo de C538T era el punto de ebullicion
detectado 33 pares de bases del codon de la traduccion (TGA). Un polimorfismo
comun A19G fue identificado en el exén sin traducir (Martti et al., 1998).

Asociaciones de polimorfismos moleculares dentro del exdn 2 (Buchanan
et al., 2002; Nkrumah et al., 2004; Schenkel et al., 2005).

Schenkel et al., (2005) divulgaron la asociacion significativa de dos
polimorfismos del nucleétido (SNPs) en el exdn 2 de leptina con la produccién
de grasa y grasa subcutanea (a partir de la disecciéon de la costilla de 4 huesos).
El polimorfismo T3469C de Leptina puede ser asociado con consumo de
alimento y caracteristicas de crecimiento en cerdos Landrace (Kennes et al.,
2001).

El alelo favorable es el alelo AA se relaciona con calidad de la carne. El

alelo indeseable es el alelo BB se relaciona (Szydlowski et al., 2004).
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Hormona Sensitiva de la Lipasa (LIPE)

La Hormona Sensitiva de la Lipasa (LIPE) juega un papel importante en
la movilizacién de los acidos grasos como controlador de la hidrdlisis de los
triglicéridos en tejidos adiposos. Esto se muestra en muchos tejidos y ha sido
sugerida para mediar la lipdlisis intramuscular por una cooperacion regulada
con lipoproteina de la lipasa (Oscai et al., 1990). Su funcion es cerrar el canal
de lanzamiento del sitio de calcio, una regidn estudiada extensamente debido a
la presencia de una hipertermia maligna porcina. La grasa dorsal (Minkema et
al., 1976), la inclinacion y el contenido de grasa en los musculos del cerdo
(Simpson y Webb, 1989) son asociados con esta region de cromosomas. Por lo
tanto la importancia de LIPE en el metabolismo de la grasa permite sugerirlo
como candidato para estos importantes rasgos de produccion (Otsu et al.,
1991). El gen porcino LIPE ha sido localizado en el cromosoma 6 p 1.1 q 1.2
(Gu et al., 1992).

Polimorfismo: el gen LIPE presenta en el cerdo un sitio de variacion
polimdrfica al cambiar un nucleétido Guanina por Timina, resultando como
consecuencia el cambio del aminoacido Glutamico por Aspartico en la proteina
lipasa, que puede ser identificada por el corte con la enzima Alul; la presencia
del corte indica la frecuencia de genotipos con nucleétido Guanina (normal); la
frecuencia reportada en poblaciones de cerdos de las razas Chinese Meishan X
Large White fueron de 0.77 y del 0.23 para los alelos normal y mutante
respectivamente (Harbitz et al., 1999). La mutacién (alelo A) o sea el cambio de
Guanina por Timina afectaria la calidad de la canal al ser LIPE importante en el
metabolismo de la grasa sugiriéndolo Otsu et al., (1991) como un gen candidato

para estos importantes rasgos de produccion.

Melanocortin 4 receptor (MCR4)

Los receptores de este gen se expresa virtualmente en todas las
regiones del cerebro de mamiferos preferentemente en las regiones
hipotalamicas y juegan un papel importante en la homeostasis de |la energia por

lo que incide en el consumo de alimentos (obesidad) y la regulacion del
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crecimiento (Jokubka et al., 2006; Kim et al., 1999). El gen MCR4 es implicado
en la regulacion de energia en el organismo y la genética basica por obesidad
en humanos y ratén (Ovilo et al., 2005; Jokubka et al., 2006; Houston et al.,
2004).

Se encuentra localizado en el cromosoma 1 del cerdo que influyen en
fenotipos relacionado de obesidad y su posicidon es SSC1q22-27, cambia un
nucledtido G por A (Houston et al., 2004; Stachowiak et al., 2005; Jokubka et
al., 2006).

Polimorfismo: para su estudio, diversos investigadores han amplificado
fragmentos de MCR4 con la metodologia de PCR y cortado con la enzima de
restriccion Taq | que reconoce la secuencia (T|CGA) encontraron polimorfismos
dialelicos (Chen et al., 2004).

El polimorfismo para este gen esta dado por una mutacion en el
aminoacido 298 donde el acido aspartico (GAU) de la proteina MCR4 cambia
por una aspargina (AAU) (Asp 298) ( Houston et al., 2004; Ovilo et al., 2005;
Jokubka et al., 2006).

El polimorfismo en este gen lo asociaron Stachowiak et al., (2005), con el
crecimiento y la obesidad en cerdos Large White, Landrace Polaco y algunas
lineas sintéticas y encontraron una alta correlacion del alelo favorable con una
elevada ganancia diaria de peso y bajos niveles de grasa intramuscular en los
cerdos Landrace Polacos; a diferencia de los Large White donde se incremento
estos niveles (Chen et al., 2004; Houston et al., 2004; Dekkers y Rothschild,
2007).

Asociandose esta mutacidn con mayor grasa dorsal, mayor crecimiento
y consumo de alimento (Kim et al., 1999; Kim et al., 2000b). Kim et al., 2000a
también asocio la mutacién con mayor grasa dorsal semejante a los resultados
que se han tenido en varios casos de obesidad humana Huston et al., 2004,
Ovilo et al., 2005) también senala que los homocigotos mutantes tuvieron mayor
grasa dorsal, mayor ganancia diaria y mayor consumo de alimento diario.

Genotipos MC4R se asocio significativamente con gordura, con la tasa

del crecimiento, y con los rasgos de la toma de comida. Otras investigaciones
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asocian a la mutacion con mayor grasa dorsal semejantes a los resultados que
se han obtenidos en varios casos de obesidad humana (Houston et al., 2004).

Se identificd que el alelo mutante Asn 298 del gen de melanocortin
cambia un nucledétido G por A y se asocid significativamente con aumento de
ganancia diaria de peso, el porcentaje de carne y mayor espesor de la grasa
dorsal (Stachowiak et al., 2005; Jokubka et al., 2006). Diversas investigaciones
han demostrado que el alelo normal produce menor cantidad de grasa dorsal,
una tasa de crecimiento mas lento y menor consumo de alimento; en contraste
al alelo mutante incrementa la cantidad de grasa dorsal, el consumo de
alimento y el crecimiento mas acelerado (Kim et al., 2000).

Los alelos denominados A y B, denominados el alelo A como el normal
(elevada ganancia de peso y bajos niveles de grasa intramuscular) y el alelo B
como el mutante (Kim et al., 2000; Ciobanu et al., 2001; Chen et al., 2004).

Myogenin

La expresidén del gen de Myogenin intercede en una potencial
proliferacion de mioblastos y regula las diferenciaciones de cada uno de los
nucleos de mioblastos dentro de las fibras musculares. De este modo el
genotipo de Myogenin podria desarrollarse para la variacion en el numero de
fibras musculares formadas, dando lugar a la variacion en la masa muscular y
originando carne magra. También marca el fin de la proliferacion de mioblastos,
de este modo cuando el Myogenin es expresado, las fibras del musculo
desarrollan los mioblastos previamente formados. Las mutaciones interrumpen
la funcién normal de la proteina en el ganado al parecer el gen de la Miostatina
es la causa del genotipo de doble musculo (Grobet et al., 1997; Somillon et al.,
1997; Te Pas et al., 1999).

Por lo tanto, la diferente funcién de la expresion de Myogenin podria
tener una mayor influencia en el numero de fibras musculares en el desarrollo
durante la miogénesis (Te Pas et al., 1999).

El gen de Myogenin se localiza en el cromosoma 9 del cerdo, su posicion

es 992.1-92.6, el tamafio del gen es de 6,511 pb y se utilizan para amplificacion
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1,644 pb (Méndez et al., 1997; Ernst et al., 1998), la enzima Mspl en muestras
de PCR-RFLP produce dos alelos, el alelo A indigerido y el alelo B digerido
(Somillon et al., 1997; Te Pas et al., 1999).

Polimorfismo: en el cerdo el gen myogenin expresa un locus asociado
con peso al nacimiento, considerado crecimiento, inclinacion del peso, en 200 d
y espesor de la grasa (te Pas et al., 1999). Una mutacion normal en la proteina
trastorna la funcion del mioblasto en el ganado, el gen causa el doble fenotipo.
Por mucho aparte el gen pasado afecta el numero de miofibrillas. Trastorné por
el gen de myogenin, ademas afecta el numero de miofibrillas (Te Pas et al.,
1999).

Méndez y colaboradores (1997), reportaron una frecuencia de 0.11 para
el alelo A; Ernst et al., (1998) 0.42 para el mismo alelo y Te Pas et al., (1999)
0.55 para el alelo A, sugiriendo todos ellos que el alelo B era el favorable, al
encontrar que los genotipos BB presentaron mejores incrementos de peso al
nacer, peso final, mejor porcentaje de crecimiento y lomo sin afectar la grasa
dorsal (Te Pas et al., 1999). El alelo favorable es el mutante (BB) se asocia con

mejor calidad de la canal.

Rendement Napole (RN)

El gen expressa rasgo de concentracién de la glucosa + de glucose-6-
phosphate (G-6-P) en jugo de la carne segun lo descrito por Lundstrom; Enfalt
(1997).

A finales de los 80, Naveau et al., (1986) clasificarén el gene del RN
como gene importante porcino en la casta de Hampshire. Mas adelante, dos
alelos (el RN dominante y el rn+ recesivo) en el lugar geométrico PRKAG3
(RN). La capacidad de retencion de agua de la carne disminuye en la medida
que se tiene valores de pH bajos. Esto se debe a que la mayoria de las
proteinas miofibrilares alcanzan su punto isoeléctrico y pierden la capacidad de
ligar agua (Martinez-Quintana et al., 2006). Este gen se ubica en el cromosoma
15 del cerdo (Milan et al., 1995, 2000; YU Gao et al., 2007). El gen RN tiene
una secuencia SSC 15q92.4-2.5 por medio de marcadores SW2053y SW936
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(Martinez-Quintana et al., 2006; YU Gao et al., 2007).

Polimorfismo: es una mutacién en el gen PRKAG3 el cual codifica para
la subunidad gama de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK 3). Esta
mutacion se debe a una sustitucion de una arginina (R) por una glutamina (Q)
en la posicion numero 200 de la secuencia de dicha proteina (R200Q) y sélo se
ha detectado en cerdos con algun componente de la raza Hampshire (Milan et
al., 2000, Martinez-Quintana et al., 2006).

El gen RN (Naveau, 1986) ha sido asociado con la acidez de la carne de
cerdo y fue llamado Rendimiento Napole debido a que provoca una disminucién
en el rendimiento tecnoldégico de la carne (Fernandez y Monin, 1994). Esta
asociado a un contenido elevado de glucogeno en el sarcoplasma brota en el
compartimento del lisoma por celulas del musculo glicolytico (YU Gao et al.,
2007).

El pH mas bajo en portadores de RN fue asociado a valores mas altos y
a WHC inferior (Lundstrom, y de la reflexion de Andersson; Hansson, 1996;
Enfalt et al., 1997a; Le Roy et al., 2000), determinado especialmente como
produccion tecnolégica disminuida (Le Roy et al., 2000). Calidad sensorial
mejorada de la carne en términos de fuerza de esquileo mas baja (Lundstréom, y
de Andersson; Hansson, 1996; van Laack, y de Stevens; 2001) y una carne
mas blanda (Jonsall, y de Johansson; Lundstrom, 2000; Miller et al., 2000;
Josell, y de Linda; Tornberg, 2003) y una carne mas jugosa (Tornberg, 2003) en
la evaluacion del panel sensorial fue encontrado en carne de los portadores de
RN .

El alelo dominante de RN se sabe para aumentar la carne magra el
contenido (Enfalt et al.,, 1997a), reduce la calidad tecnoldgica de la carne
(Lundstréom, y de Andersson; Hansson, 1996) y mejora la calidad sensorial de la
carne (Jonsall, y de Johansson; Lundstrom, 2000). Los rasgos tecnoldgicos
perjudiciales de la calidad de la carne eran demostrado para ser relacionado
con un contenido mas alto del glicogeno del musculo en portadores de RN
post mortem (Estrade, y de Vignon; Monin, 1993; Estrade et al., 1993) y
disminucion prolongada del pH a los niveles de cerca de 5.4 (Le Roy et al.,,
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1990, Lundstrom, y de Andersson; Hansson, 1996; Lundstrom et al., 1998;
Gariépy et al., 1999; Nilzén et al., 2001).

La carne que portaba el alelo RN- presentd un pH final mas bajo y mayor
pérdida por goteo que la carne de animales libres de este alelo sin un efecto
marcado en el color. La carne de animales Nn presenté un pH45 menor que la
carne de los animales libres de la mutacion (NN). Se concluyé que existe una
incidencia importante de cerdos con el alelo RN- que esta relacionado con

carne acida (Martinez-Quintana et al., 2006).
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue comparar la variabilidad, diversidad y
distancias genéticas entre cerdos criollos, Pelén Mexicano (CPM) y Cuinos
(CC), con Yorkshire, cuanto a los genes candidatos CAST, DECR1, HAL,
HFABP4, LEP, LIPE, MCR4, MYOG, RN y CHX, a través de analysis por
PCRIIRFLP. Se evaluaron 180 cerdos: 59 CPM, 65 CC y 56 Yorkshire. Se
analizaron las frecuencias génicas y genotipicas, heterocigosidad, distancias
genéticas y arboles filogenéticos entre grupos raciales. Para CAST, DECR1,
HFABP4, LEP, MCR4 y CHX las frecuencias génicas y genotipicas fueron
diferentes al comparar las tres razas. En LIPE, los CC fueron iguales a los
Yorkshire; en cuanto a MYOG, los CPM fueron iguales a los Yorkshire. No hubo
diferencias entre poblaciones criollas y Yorkshire en las frecuencias génicas y
genotipicas para HAL y RN. Los cerdos Yorkshire presentaron mayor frecuencia
en alelos favorables para CAST, LIPE, MCR4 y MYOG, menor frecuencia de
DECR1, HFABP4, CHX, y moderada en LEP. La heterocigosidad promedio para
todos los genes fue mayor en CPM (0,42+0,05) y similar en CC (0,33+0,06) y
Yorkshire (0,35+0,05). Al calcular distancias genéticas con todos los genes, los

CC se encuentran mas distantes de los Yorkshire.

Términos para indexacion: calidad de la carne, marcadores moleculares,

variacion genética.
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Genetic diversity in Mexican Creole pigs with candidate genes associated

with productive characters

Abstract

The aim of this study was to compare the genetic variability and diversity,
and genetic distances between Mexican Creole pigs — Peléon Mexicano (CPM)
and Cuinos (CC) — with the commercial breed Yorkshire for the candidate genes
CAST, DECR1, HAL, HFABP4, LEP, LIPE, MCR4, MYOG, RN and CHX, using
the PCRIIRFLP technique. One hundred eighty pigs (69 CPM, 65 CC and 56
Yorkshire) were evaluated. Gene and genotypic frequencies, heterozygosity,
genetic distances and filogenetic trees between breed groups were analyzed. In
the comparison among the three breeds, the allelic and genotypic frequencies
were different for CAST, DECR1, HFABP4, LEP, MCR4 and CHX. For LIPE, CC
pigs were similar to Yorkshire; while for MYOG, the CPM were similar to
Yorkshire breeds. There were no differences in the genic and genotypic
frequencies for HAL and RN genes between Creole and Yorkshire populations.
The Yorkshire breed had higher favorable allele frequency for CAST, LIPE,
MCR4 and MYOG, smaller for DECR1, HFABP4, and for CHX, and moderate
for LEP genes. The heterozygosity average for all genes was higher in CPM
(0.42+0.05) and similar in both the CC (0.33+0.06) and Yorkshire (0.35+0.05)
breeds. In the estimation of genetic distances considering all genes, the CC

breed are more distant from the Yorshire pigs.

Index terms: meat quality, molecular markers, genetic variation.
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Introduccion

La carne de cerdo es la mayor fuente de proteina para los humanos vy
representa aproximadamente 43% de la produccién de carne en el mundo
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2000). Sin embargo,
solo un pequefio numero de razas porcinas han sido seleccionadas de manera
intensiva para alta explotacion comercial con eficientes niveles de produccion.
Este factor ha determinado el decremento de razas criollas, que han sido
reemplazadas por razas con programas de seleccion asistida (Sierra et al.,
2005). En algunos paises, como México, Cuba y Espafia, se ha encontrado que
la variacion genética en las poblaciones de cerdos criollos es mas alta que en
cerdos de razas comerciales. Las razas locales de cerdos criollos se
encuentran filogenéticamente separadas de los cerdos modernos, situacién que
sugiere que se han conservado debido a la falta de programas sistematizados
de mejora genética (LemusFlores et al., 2001). No se han aplicado programas
de seleccion productiva para esas razas de cerdos criollos que, sin embargo,
han sobrevivido por mas de 500 afos y presentan un reservorio genético para
obtener variedades nacionales mejor adaptadas (Lemus(IFlores et al., 2001;
Lemus & Alonso, 2005). Estudios reportados por Rothschild (2003) han
evidenciado relaciones entre alelos y el comportamiento fenotipico de algunas
caracteristicas en varias especies animales. Estos estudios han apoyado la
iniciativa de agregar la informacion genotipica a los registros de produccion
(fenotipo) para incrementar las respuestas a la seleccion, lo cual se conoce
como seleccion asistida por marcadores moleculares. En cerdos, se han

identificado algunos genes candidatos asociados a la calidad de la carne: CAST
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(calpastatina) inhibidor especifico de las calpain proteasas u y m, relacionado a
la carne blanda y jugosa, localizado en el cromosoma 2 (Ciobanu et al., 2004).
El gen HAL (halotano) se relaciona con el incremento en el metabolismo
causado por el estrés, lo que da lugar a una disminucién muy rapida del pH, se
localiza en el cromosoma 6 (Gao et al., 2007). EI gen HFABP ("heart fatty acid
binding protein") codifica para proteinas relacionadas con el transporte
intracelular de acidos grasos, desde la membrana plasmatica a sus lugares de
oxidacion o de sintesis de ftriglicéridos y fosfolipidos, y se localiza en el
cromosoma 6 (Jokubka et al., 2006). El gen LIPE (hormona sensitiva a la lipasa)
juega un papel importante en la movilizacion de los acidos grasos como
controlador de la hidrdlisis de los triglicéridos en tejidos adiposos, y se localiza
en el cromosoma 6 (Harbitz et al., 1999). El gen MYOG (myogenin) intercede en
una proliferacion potencial de mioblastos y regula las diferenciaciones de cada
uno de los nucleos de mioblastos dentro de las fibras musculares; se localiza en
el cromosoma 9 (Ernst et al., 1993; Pas et al., 1999). El gen RN (Rendement
Napole) tiene la capacidad de retencion de agua de la carne, disminuye a la
medida que bajan los valores de pH y se localiza en el cromosoma 15 (Gao et
al., 2007). El XCH es el gen funcional del cromosoma X, se localiza a 9 cM del
telomero y 15.6 cM del centrdmero entre microsatélites SW2126 y SW1943,
afecta la deposicion de grasa y el crecimiento, asociado a veteado, area del ojo
del lomo, potencial glicolitico y contenido de lactato (Ciobanu et al., 2004).
Algunos otros genes se han asociado a caracteristicas de crecimiento, como
DECR1 (2,4(1dienoyl CoA reductase 1), enzima mitocondrial que regula la

Blloxidacion, cataliza la reduccidn por transi]2(icis(]4[Idenoyl[ICOA a
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3lenoylIcoA y esta situado en el cromosoma 4 (Davoli et al., 2006). El gen de
la leptina (LEP) se encuentra en el cromosoma 18, recibe la senal del
hipotalamo y controla la homeostasis de energia a través del balance entre las
actividades de los neurotransmisores GLP[11 (que suprime el apetito) y NPLY
(que estimula el apetito) (Szydlowski et al., 2004). EI gen MCR4
(melanocortinal 14 Ireceptor) desempena un papel importante en la homeostasis
de la energia, por lo que incide en el consumo de alimentos (obesidad) y la
regulacion del crecimiento y se localiza en el cromosoma 1 (Jokubka et al.,
2006). Determinar las diferencias en las frecuencias entre las poblaciones de
cerdos criollos y comerciales podra indicar los cambios en los genes candidatos
importantes para crecimiento y calidad de la carne, asi como la diversidad y
distancias genéticas en esas poblaciones de cerdos cuanto a la distancia
evolutiva. El objetivo de este trabajo fue comparar la variabilidad, diversidad y
distancias genéticas entre cerdos Pelon Mexicano, Cuino y Yorkshire, en cuanto
a los genes candidatos que se relacionan con caracteristicas de crecimiento y

calidad de la carne, a través de analysis por PCRIIRFLP.

Materiales y Métodos

El presente estudio se realiz6 en los laboratorios de Biotecnologia
Molecular de la Universidad Autbnoma de Nayarit y de la Universidad Auténoma
Baja California, como parte de las investigaciones dirigidas a caracterizar
genéticamente al cerdo criollo Pelén Mexicano. Se emplearon 180 cerdos
procedentes del centro publico de ensefanza, produccién e investigacion de la

Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
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Autonoma de Nayarit, divididos en tres grupos: 59 de la raza Pelon Mexicano
(CPM), 65 de la raza Cuino (CC) y 56 de la raza comercial Yorkshire. Se
extrajeron 5 mL de sangre de la vena cava de cada cerdo en tubos con
anticoagulante EDTA 0,5 mg mL[J1. Las muestras se guardaron en alicuotas a
12001«C hasta su uso. La extraccion y purificacion de ADN fue realizada con la
técnica fendlica (Sambrook & Russell, 2001). El polimorfismo de los genes
CAST, DECR1, HAL, HFABP4, LEP, LIPE, MCR4, MYOG, RN y CHX fue
determinado con la técnica PCRIJRFLP, de acuerdo con los procedimientos
previamente establecidos por otros investigadores (Pas et al., 1999; Ciobanu et
al., 2004; Szydlowski et al., 2004; Jokubka et al., 2006). La amplificacién del
PCR (volumen final 25 uL) fue realizada con 100 ng de ADN, 1U de Taq
polimerasa, 0,2 mmol L[11 de DNTPs, 0,4 ymol L1 de cada iniciador, 1X de
buffer, 1.5 mmol L[11 de MgCL2 y 15,55 yL H20 por reaccion. Las condiciones
de PCR fueron 95°C por 8 min, seguida de 30 ciclos de 95°C por 45 s,
temperatura de alineamiento dependiente del gen candidato por 1 min, 73°C
por 1 min y, al final, 73°C por 10 min. Las temperaturas de alineamiento fueron
60, 61, 67, 57, 61, 60, 56, 60, 62, 59°C para los genes CAST, DECR1, HAL,
HFABP4, LEP, LIPE, MCR4, MYOG, RN y CHX, respectivamente. Cinco
microlitros del producto de PCR de los genes anteriores fueron digeridos con
2,5 U de [JHinf1, Bfal, Hha1, Haelll, Hinf1, Alu, Tag1, Msp1, Haelll, Bamhl
respectivamente. Los fragmentos producidos de los RFLPs fueron visualizados
en geles de poliacrilamida al 12%, pretefidos con bromuro de etidio (0,5 ug mol
L1), en un transluminador de rayos ultravioleta, y digitalizados en un

fotodocumentador EDAS 290 (Eastman Kodak Co., Molecular Imaging Systems,
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Rochester, NY, EU). El marcador de peso molecular usado como referencia
para medir el tamafo de los fragmentos generados en los RFLPs fue el
pBR322/Mspl. El analisis de frecuencias génicas y genotipicas, asi como de la
heterocigosidad insesgada para cada gen en cada raza porcina, fue realizada
con una prueba de x2, conforme Nei (1978), por el programa Biosys (Swofford
& Selander, 1997). Las distancias genéticas fueron calculadas para construir
arboles filogenéticos entre los grupos raciales, con los métodos de distancia
estandar y "NeighboriiJoining" (Nei, 1978). Para estos calculos, se utilizé el

programa Phylip 3.5 (Felsenstein, 1997).

Resultados y Discusion

Las frecuencias génicas y genotipicas para los genes CAST, DECR1,
HFABP4, LEP, MCR4 y CHX fueron estadisticamente diferentes (p<0,05) en la
comparacioén de las tres razas. En las frecuencias para el gen LIPE, solo la raza
de CC no fue diferente (p>0,05) de los Yorkshire; de igual forma, para el gen
MYOG, solo la raza CPM fue igual a los CC. No hubo diferencias entre
poblaciones de cerdos criollos mexicanos y Yorkshire, en las frecuencias
génicas y genotipicas para los genes HAL y RN (Cuadro 1).

En los genes candidatos con diferencias estadisticas en las frecuencias
geénicas, los Yorkshire presentaron mayor frecuencia en los alelos favorables A,
para los genes CAST, LIPE y MCR4, y B, para el gen MYOG, en comparaciéon
con las dos razas de cerdos criollos. Los alelos deseables A, de los genes
DECR1 y HFABP4, y B, del gen CHX, fueron de mas baja frecuencia en los

Yorkshire. Asi también los Yorkshire, para el alelo deseable A del gen LEP,



Cuadre 1. Frecuencias génicas v genotipicas de genes
candidatos' en cerdos criollos y comerciales™®,

Raza (Giénicas Genotipicas
A B f¢ AA AB BB
{AST
Pelin Mexicang 041 059 (06b 028 025 047
Cuing 039 061 0,06a 003 071 025
Yorkshire 0539 041 006¢ 028 0462 019
DECR]L
Pelan Mexicano 056 044 0,07b 019 075 0,06
Cuinn 061 0,35 0,07 0,26 0,76 0,04
Yorkshire 048 082 0,06a 018 039 0722
HAL
Peldn Mexicano i 0 (a 1 { 0
Chiino i 0 Oa 1 0 0
Yorkshire 1 0 (Ja 1 { 0
HEABP4
Felon Mexicano 0,69 031 0,06h 046 046 608
Cuine 095 005 003 093 003 003
Yorkshire 0,60 0,40 0,084 0,35 6,50 015
LEF
Pelon Mexicano 0.6 031 0,045 038 042 000
Cuino 0,95 0,05 002 080 011 0,00
Yorkshire 085 G015 005 074 0,22 0,04
LiPE
Peldn Mexicano 050 050 0,12b 0,00 i 0,00
Cuino 0,69 0,31 0,12a 0,62 013 0725
Yorkshire 071 029 009 064 014 0,22
AFCRA
Peldn Mexicano 044 0,56 0,05 019 0,50 031
Cuino 0,24 0,76 0,04c 007 0,33 0,59
Yorkshire 087 013 0041 073 027 0,00
MYOS
Pelon Mexicano a44 0,56 0,062 0,06 0,78 017
Cuine 038 0,62  006a 003 0,62  0.28
Yotkshire 017 083 005 0,00 0,33 067
RN
Peldn Mexicano 019 081 0,054 006 0,25 0,69
Cuing 034 066 0,072 0,05 0,5% 038
Yorkshire 020 080 0,03a 0,04 032 0,64
CHY
Pelén Mexicano 037 0,63 0,06b 01 0,55 0,38
Cuinoe 037 08Y 005 003 028 0,69
Yorkshire 057 0,43 0,07a 0,30 0,54 0,18

DCAST. calpastating, DECRL, 2,4-dienoyl CoArediuctase 1 HAL halotano;
Hi4BP4, "heart fatty acid binding protein”, LEP, leptina; LIPE, lipasa;
MCR4, melanocortina-4-receptor; MYOG, mvogenin, AN, Rendement
Napolg; CHY, cromosoma X @Las medias con letras diferentes por gen,
son significativas por el test del qui-cuadrado, a 5% de probabilidad. Ee,
ervor estandar.
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mostraron una frecuencia menor que los CC, pero mayor que los CPM. En los
CC, la frecuencia en los alelos favorables para CAST y MCR4 fue menor,
mientras que para los CPM fue menor en los genes HFABP4, LEP, LIPE y
MYOG. Los CC mostraron las frecuencias mas altas para los alelos favorables
en los genes DECR1, HFABP4 y CHX. Se esperaba que la frecuencia del alelo
favorable, en todos los genes candidatos empleados para crecimiento y calidad
de la carne, fueran de mayor frecuencia en los Yorkshire, esto solo ocurrié en
CAST, LIPE, MCR4, MYOG y moderadamente en LEP. Estos genes tuvieron
una mayor frecuencia en Yorkshire en razon, posiblemente, de que en esta
raza, por ser comercial, se ejerce una seleccion artificial para mejorar el
crecimiento y calidad de la carne, lo que ocasiona un cambio de frecuencias
génicas en direccion al alelo favorable. Sin embargo, para los genes DECR1,
HFABP4 y CHX, las frecuencias en Yorkshire fueron las mas bajas.
Considerandose que esta raza debidé responder a la seleccion artificial, no se
dio el efecto deseado, quiza porque estos genes se relacionan mas con calidad
de la carne que con crecimiento, situacion diferente en los cerdos criollos con
mejor calidad de la carne pero lento crecimiento (Lemus & Alonso 2005). Wang
et al. (2007) reportaron que el alelo favorable para CAST tuvo una frecuencia
alta en la raza Meishan, presente como monomorfico; en las razas criollas
mexicanas no sucedié esto. Kuryl et al. (2003) reportaron, sobre diferentes
razas, que el alelo favorable tuvo una frecuencia mas alta (0,75 en promedio)
que en los Yorkshire de este reporte; ademas, se asocia a menor deposicion de
grasa, lo que no se da en cerdos criollos. La frecuencia para LIPE, reportada en

poblaciones de cerdos Chinese Meishan x Large White, fue de 0,23 para el
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alelo favorable (Harbitz et al., 1999); los Yorkshire, al igual que los cerdos
criollos Mexicanos, tuvieron mayor frecuencia de este alelo que el reportado. Si
este gen esta asociado al contenido de grasa en los musculos, en los cerdos de
este trabajo se esperaria una mayor deposicion. Jokubka et al. (2006) reportan,
sobre cerdos blancos de Lituania, que el alelo deseable para MCR4, con
frecuencia de 0,41, mostré asociacién a mayor ganancia de peso diario, menor
grasa dorsal y alto rendimiento de carne. En los Yorkshire, la frecuencia de este
alelo fue mayor a la reportada, resultado de una posible seleccion mas rigurosa
en esta raza a partir de 2006 a esta fecha. Ovilo et al. (2006) estudiaron jabalies
y cerdos Ibéricos de las razas Torbiscal y Negro Lampifio y encontraron
ausencia del gen deseable, que en los cerdos criollos mexicanos se encuentra
con frecuencia moderada a baja, derivado posiblemente por el
entrecruzamiento que existi6 con cerdos europeos modernos, a pesar de
guardar distancia genética de estos ultimos (Lemus(IFlores et al., 2001). Para
el alelo A de MYOG, Ernst et al. (1997) reportaron una frecuencia de 0,11 —
similar a la encontrada para Yorkshire; Ernst et al. (1993) reportaron 0,42 y Pas
et al. (1999) 0,55 — frecuencias similares a la de los CC y CPM. Esto indica que
alelo B era el favorable, pues los genotipos BB presentaron mejores
incrementos de peso al nacer, con peso final, mejor porcentaje de crecimiento y
lomo sin afectar la grasa dorsal (Pas et al., 1999), situacion que sucede en los
Yorkshire con mayor frecuencia del alelo favorable, en comparacion con los
cerdos criollos. El alelo favorable A para LEP se relaciona con calidad de la
carne y caracteristicas de crecimiento en cerdos Landrace (Szydlowski et al.,

2004). La frecuencia promedio para el alelo A en las razas Large White,
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Landrace y Duroc, reportada por Urban & MikolaSova (2006) fue de 0,86, similar
a la encontrada en CC y Yorkshire, pero es controversial en los CC, ya que
estos son de lento crecimiento y acumulan mucha grasa corporal (Lemus &
Alonso, 2005).

En el gen DECR1, el alelo favorable A se relaciona con menor deposicion de
grasa y mayor crecimiento (Davoli et al., 2002). Solo en grasa intramuscular
hubo diferencia por genotipos que favorecen al alelo B no mutante. Davoli et al.
(2006) reportaron que en cerdos Meishan hubo ausencia del alelo A, y que
encontraron frecuencias para este alelo en cerdos Large White de 0,60, en
Landrace ltaliano de 0,38, Belga de 0,56, en Duroc de 0,34 y, en razas locales
italianas, entre 0,66 y 0,29. En los CC y CPM, la frecuencia del alelo A se
encuentra en el rango de la reportada para razas locales italianas. La baja
frecuencia del alelo A en Yorkshire puede deberse a que no siempre se
relaciona con crecimiento y menor deposicion de grasa, ya que este efecto no
fue significativo, de acuerdo con Davoli et al. (2006). El alelo A del gen HFABP4
se relaciona con menor grasa intramuscular y menor pH (Nechtelberger et al.,
2001); sin embargo, Gerbens et al. (1999) no encontraron efectos dominantes
significativos de este gen para grasa intramuscular y dorsal, peso corporal y
pérdida de agua de la carne. Ovilo et al. (2002) reportaron que, en cerdos
ibéricos, la frecuencia del alelo A fue de 0,50 a 0,70, diferente de lo encontrado
en CC y mayor, pero similar, a las encontradas en Yorkshire y CPM.
Considerandose los hallazgos de Nechtelberger et al. (2001) y de Ovilo et al.
(2002), se esperaba que los Yorkshire tuvieran una mayor frecuencia del alelo

A; sin embargo, de acuerdo a Gerbens et al. (1999), no se espera que exista
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asociacion de este alelo con mejor calidad de la carne y crecimiento, como
también reportado por Nechtelberger et al. (2001), al no encontrar asociacion
del alelo A con grasa intramuscular en las razas Autralianas de cerdos Pietrain,
Large White y Landrace. Las frecuencias para el alelo B del gen CHX, asociado
a marmoleo, grasa dorsal, area del ojo de la chuleta y total de lipidos,
reportadas por Gaboreanu et al. (2004), varian entre grupos raciales. En
Yorkshire, la frecuencia del alelo B fue menor que las reportadas para Landrace
y Large White, pero mayor que en Duroc y Hampshire, y no es clara su
asociacion con la calidad de la carne. Es controversial que, en los cerdos
criollos, las frecuencias para el alelo deseable deben ser altas, por lo que queda
la incégnita de su efecto. Gaboreanu et al. (2004) demostraron en hembras
Berkshire[1Yorkshire que el alelo B favorecié mas el area del ojo de la chuleta y
menos el marmoleo. El gen RN esta presente en todas las razas con frecuencia
similar, lo que sugiere que no han surgido cambios por seleccién artificial o
natural. Carr et al. (2006) estudiaron Hampshire y Yorkshire y reportaron
frecuencias similares a las obtenidas en el presente trabajo para las tres razas,
habiendo sefialado menor grasa y mas musculo en portadores del alelo A. La
diversidad y distancias genéticas fueron obtenidas de la informacién calculada
para las frecuencias génicas de cada gen. La heterocigosidad (H) en equilibrio
de Hardy/Weinberg, en promedio para todos los genes, fue mayor en CPM y
similar en CC (Cuadro 2). La H para los genes CAST, DECR1 y HAL no fue
diferente en ninguna raza. Para el HFABP4, en CPM y Yorkshire, la H fue
mayor que en CC. En LEP, la H fue mayor en CPM seguida de Yorkshire y de

CC. La H para LIPE fue mayor en CPM y similar en CC y Yorkshire.
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Para el gen MCR4, la H fue mayor en CPM seguido de CC y de Yorkshire. En
MYOG, la H fue mayor para CPM seguido de CC y de Yorkshire. Para RN, la
mayor H fue en CC, y similar en los Yorkshire y CPM. En el gen CHX, la H fue
mayor y similar en Yorkshire y CPM, respectivamente, y menor en CC. En los
arboles filogenéticos calculados por separado para cada gen, se encontré que
para CAST, DECR1, HFABP4, MCR4 y CHX los CC son mas distantes de los
Yorkshire. Para los genes LEP, LIPE y RN, los CC son mas distantes de los
CPM. En MYOG, los CPM son mas distantes de los Yorkshire. En el calculo de
las distancias genéticas para todos los genes, los CC se encuentran mas
distantes de los Yorkshire. Al considerar todos los genes, en los CPM la H fue
mayor, situacién esperada debido a los antecedentes (Lemus(iFlores et al.,
2001) donde el cerdo criollo mexicano es mas diverso que los cerdos
comerciales. Una de las causas de la diversidad del CPM es que en las
condiciones en que se explota, se propicia el entrecruzamiento con diversas
razas y apareamiento de la hembra con diferentes sementales, situacién
diferente en los CC em que, por el limitado numero de hembras y sementales,
se incrementa la homocigosis por consanguinidad; también en Yorkshire
sucede el mismo incremento, solo que en razén de la seleccion artificial de los
futuros reproductores y del empleo de la inseminacion artificial (Lemus &
Alonso, 2005). Los Yorkshire no presentaron mayor H en ningun gen. Para
LIPE, MCR4 y MYOG presentaron menor H, pero tuvieron mayor frecuencia del
alelo favorable, lo que fortalece el suponer que, en esta raza, la seleccion
propicid los cambios de las frecuencias hacia este alelo. En los genes DECR1,

HFABP4 y CHX, los Yorkshire tuvieron mas baja frecuencia del alelo deseable y
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en ellos se observé mayor H, lo que indica que no ha habido respuesta a la
seleccion hacia la homocigosis. En general, los Yorkshire estan mas distantes
de los CC por evolucion y origen, debido a que. al igual que los CPM, son de
origen europea, mientras que los CC son de origen asiatico (Lemus(IFlores et
al., 2001), influenciados ademas por las condiciones de manejo reproductivo

muy diferentes en cada raza (Sierra et al., 2005).

Conclusiones

1. Los Yorkshire presentan mayor frecuencia génica en los alelos favorables
para los genes candidatos al crecimiento y calidad de la carne CAST, LIPE,
MCR4 y MYOG, en comparacion con las dos razas criollas.

2. Los alelos deseables de los genes candidatos para grasa DECR1, HFABP4 y
CHX son de menor frecuencia en los Yorkshire.

3. Para el alelo deseable del gen de la leptina (LEP), asociado a consumo de
alimento y grasa, los Yorkshire muestran una frecuencia menor que lo cerdo
criollo Cuinos pero mayor que los Pelon Mexicano.

4. La heterocigosidad en promedio, para todos los genes, es mayor en Pelon
Mexicano y similar en Cuinos y Yorkshire.

5. Al considerar las distancias genéticas para todos los genes, los Cuinos

resultaron mas distantes de los Yorkshire.
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