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RESUMEN

Asociacion entre el polimorfismo del gen receptor de prolactina (PRLR) y
caracteres de prolificidad y productividad en cerdas Yorkshire x Landrace

La eficiencia economica de los sistemas de produccion porcina esta directamente
influenciada por la tasa reproductiva de la hembra. El propdsito de este estudio fue
analizar la variabilidad genética del gen PRLR e investigar probables asociaciones
entre sus genotipos con caracteres de prolificidad y productividad en cerdas Yorkshire
X Landrace. Los genotipos para el gen PRLR fueron identificados con PCR-RFLP. Se
probé equilibrio Hardy-Weinberg utilizando la prueba de chi-cuadrada. Se analizaron
300 registros para las variables total nacidos vivos (TNV), tamafio de camada al nacer
(TCN) y al destete (TCD), peso de la camada al nacer (PCN) y al destete (PCD) para
asociacion empleando un modelo lineal mixto que incluyd como variables de
clasificacion fijas el genotipo del gen PRLR, nimero de parto, y subclase afio-estacion
de parto; y como componentes aleatorios la reproductora y el error. El procedimiento
MIXED del SAS fue utilizado para realizar este andlisis. Los efectos de aditividad y
dominancia del gen fueron estimados adicionando coeficientes de regresién en el
modelo lineal. Para aditividad la covariable toma valores 0, 1 y 2 para el nUmero de
alelos favorables A en el genotipo, mientras que para dominancia la covariable asume
valores 0, 1 y 0 en substitucion de los genotipos AA, AB, BB. La frecuencia del alelo A
fue estimada en 0.36 y del alelo B en 0.64. Las frecuencias genotipicas para AA, AB y
BB fueron de 0.08, 0.56 y 0.36, respectivamente. No se observaron diferencias (P>.05)
entre los pesos de la camada al nacer entre genotipos BB y AB (15.20 y 15.26 kg,
respectivamente) pero diferentes (P < 0.05) entre ellos con el genotipo AA (14.15 kg).
No se observaron diferencias (P>.05) entre los pesos de la camada al destete entre los
genotipos estudiados (AA, AB y BB, con 59.93, 57.11 y 57.17 kg respectivamente). La
substitucion del alelo B por A en PCN y PCD fue de 0.08 y 0.73 kg, respectivamente
pero no diferentes de cero (P>0.05). Los valores de dominancia en PCN y PCD fueron
de 0.46 y 0.55 kg, respectivamente pero no diferentes de cero (P>0.05). Es importante
seguir investigando aspectos de asociacion del polimorfismo del gen PRLR con
caracteres productivos en la mejora productiva de la cerda.

Palabras clave: gen PRLR, prolificidad, efectos aditivos y de dominancia, cerdos.



ABSTRACT

Association between the polymorphism of prolactin receptor (PRLR) gene with
prolificacy and productivity traits in Yorkshire x Landrace sows

The economic efficiency of swine production system is influenced directly by the
reproductive rate of the female. The aim of this study was to analyze the genetic
variability of PRLR gene and to estimate associations between its genotypes with
prolificacy and productivity traits in Yorkshire X Landrace sows. 300 records of total
number of born (TNB), number born alive (NBA), number of weaned piglets (NWP),
litter weight at birth (LWB) and litter weight at weaning (LWW) were used in this study.
The polymorphism was detected using PCR-RFLP method. The association between
PRLR genotypes with reproductive traits was evaluated by a mixed linear model. Least
square means for all variables were calculated for each genotype. The additive and
dominance effects of the gene were estimated by adding the regression coefficients in
the linear model. Additive covariate takes values 0, 1 and 2 for the number of favorable
alleles in the genotype A, whereas the covariate dominance assumes values 0, 1 and 0
in place of the genotypes AA, AB, BB. The allele A frequency was estimated at 0.36 and
allele B at 0.64. The genotype frequencies for AA, AB and BB were 0.08, 0.56 and 0.36,
respectively. There were no differences (P> .05) between the litter weights at birth
between genotypes BB and AB (15.20 and 15.26 kg, respectively) but different (P
<0.05) between them with genotype AA (14.15 kg). There were no differences (P> .05)
between the litter weights at weaning between the studied genotypes (AA, AB and BB,
59.93, 57.11 and 57.17 kg respectively). The substitution of allele B by A in LWB and
LWW was 0.08 and 0.73 kg, respectively, but not different from zero (P> 0.05). The
dominance values of LWB and LWW were 0.46 and 0.55 kg, respectively, but not
different from zero (P> 0.05). It is important to further investigate aspects of association
of PRLR gene polymorphism with production traits in improving production of the sow.

Key words: PRLR gene, prolificacy, additive and dominance effects, pigs.
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INTRODUCCION

En la actualidad la eficiencia de los sistemas de produccidén porcina es
determinada por la prolificidad de sus vientres. La prolificidad determina el numero
de lechones nacidos vivos por afio, mientras que la productividad esta
determinada por el peso de la camada tanto al nacimiento como al destete
(Rothschild, 1996; Truijillo et al., 2002). Ambas caracteristicas son de importancia
econdmica y la variacién observada en su expresion en la poblacion porcina es
explicada por la accién conjunta de factores genéticos y ambientales (Falconer y
Mackay, 1996).

La mejora genética de caracteristicas reproductivas, como tamafio de
camada en cerdos, es de gran importancia para los porcinocultores debido a que
un incremento en el numero de lechones destetados reduce los costos totales de
produccion de animales para abasto (Tess et al.,, 1983). Entonces, la eficiencia
econdmica de los sistemas de produccion porcina descansa en la prolificidad y
productividad de la hembra. La respuesta esperada en la mejora genética sobre
caracteristicas como tamafio de camada utilizando seleccién es variable como
resultado de su bajo indice de herencia el cual oscila entre 10 y 15%, ademas de

ser un caracter que se manifiesta en etapas tardias de crecimiento del animal.

Los avances biotecnoldgicos, entre ellos la genética molecular en la
produccion porcina, permiten utilizar informacion sobre genes candidatos y hacer
uso de ellos como marcadores genéticos con el fin de identificar reproductores:
machos y hembras con genotipo favorable, a una edad temprana, para
caracteristicas de importancia econémica en la produccion porcina. Con esto se
puede lograr un aumento en el numero de lechones al parto y por lo tanto un
aumento en el numero de animales en finalizacion lo que desde el punto de vista
economico es favorable para los productores. Esta informacion puede ser
incorporada en programas de seleccion para mejorar caracteres reproductivos,

dentro de un esquema de seleccion asistida con marcadores, la cual, en



comparacion con esquemas tradicionales de seleccion, incrementa la intensidad
de la seleccion, reduce el intervalo entre generaciones y por consecuencia
incrementa el progreso genético, que redunda un mayor beneficio econémico al
sistema de produccién. Actualmente diversas investigaciones sobre genes
candidatos han demostrado que se logra incrementar significativamente el tamafio
de camada con el genotipo favorable (Ollivier et al., 1997; Rothschild et al., 2000;

Drogemuller et al., 2001).

El receptor de Prolactina (PRLR) es el receptor especifico para la
prolactina, que es una hormona peptidica de la parte anterior de la hipodfisis que
participa en diferentes actividades endocrinas y es esencial para la reproduccion
(Vincent et al., 1998). Todas las acciones de la prolactina son mediadas por su
receptor (Van Rens et al., 2003). El receptor de la prolactina, codificado por el gen
PRLR, es un miembro de de la hormona de crecimiento / familia del gen del
receptor de la prolactina que contiene regiones de secuencias idénticas (Kelly et
al. 1991). El receptor de la prolactina y la hormona del crecimiento son homdlogos
a los receptores de los miembros de la superfamilia de las citoquinas (Clevenger
et al., 1998). Los ovarios de los cerdos y el endometrio contienen PRLRs, que se
distribuyen durante la gestacién de manera dependiente (Young et al., 1989). Los
receptores de prolactina en el endometrio aumentan al 12 dia de gestacion. Esto
se lleva a cabo por un estimulo embrionario de la produccion de estrégenos, lo
que permite una reorientacién de la prostaglandina F2a para apoyar la funcién del
cuerpo luteo (Pope, 1994). Esto implica un papel importante de la PRLR en la
preparacion y el mantenimiento de un entorno adecuado para la gestacion de los
cerdos. Por lo tanto, sobre la base de los procesos fisiologicos, el gen de PRLR es

considerado un gen candidato para aspectos reproductivos en cerdos.

Una asociacion positiva fue reportada entre el genotipo AA y el tamafo de
la camada. En los primeros partos, el genotipo AA se correlacioné con un mayor
numero de lechones nacidos vivos (Rothschild et al., 1998, Vincent et al., 1998).

Los efectos alelicos aditivos (a) presentaban un rango de cero a 0.59 y 0.71



cerdos por camada para el total de lechones nacidos y el numero de nacidos
vivos, respectivamente (Vincent et al., 1998). Esta asociacién fue reportada para

cerdos Landrace.

Por lo tanto el objetivo de este estudio fue estimar las frecuencias
genotipicas y alélicas para el gen receptor de prolactina (PRLR), asi como
estimar la asociaciéon entre su polimorfismo con caracteres de prolificidad y

productividad en hembras de genotipo Yorkshire X Landrace.



REVISION DE LITERATURA

La productividad del cerdo

La productividad del cerdo esta regulada por varios factores asociados
principalmente con el control del comportamiento reproductivo de la hembra. Los
de mayor importancia son: edad al primer servicio, alta prolificidad por parto,
lactancias cortas y un intervalo destete-servicio fértil reducido (Aumaitre et al.,
1976). De estos, la prolificidad de la hembra determina en mayor grado la
eficiencia econdmica del sistema de produccidon. Este caracter se mide por el
numero de lechones nacidos vivos, peso de la camada al nacimiento y al destete,
tamano de la camada al destete y el numero de camadas por afio (Cole y Garrett,
1980; Bichard y David, 1985; Bolet y Legault, 1982; Gianola, 1988; Legault, 1985).

El numero de lechones nacidos vivos es una medida de prolificidad,
mientras que el peso total de la camada es un indicador de la productividad de la
cerda. La prolificidad y la productividad de la cerda muestran variacion cuantitativa
dentro de la poblacion y su expresion depende de la informacion genética del

animal y del ambiente en que se desarroll6 (Falconer y Mackay, 1996).
Parametros productivos y reproductivos en la cerda

Se presentan indicadores de productividad y reproductividad en la cerda.
Estos valores pueden variar por efecto de granja, grupo genético, niveles de
nutricion, manejo y por causas de naturaleza ambiental (Cuadro 1).
Mejoramiento genético animal

Se define como la aplicacion de los principios de la genética de

poblaciones, para el disefio y conduccidon de programas que buscan la obtencion

de animales con mejores caracteristicas productivas que la poblacion de la cual se



Cuadro 1. Parametros productivos de la cerda

Caracteristica

Indicador

Numero de lechones nacidos vivos por
hembra por parto

Numero de lechones nacidos muertos por
camada

Lechones nacidos en total por camada
Lechones nacidos en total por hembra por afio
Peso individual al nacimiento

Peso de la camada al nacimiento

Porcentaje de mortalidad durante la lactancia
Lechones destetados por hembra por parto
Lechones destetados por hembra por afo
Peso individual del lechdn al destete

Peso de la camada al destete

Dias Mercado

Kilogramos de peso al mercado

Conversion alimenticia

Ganancia diaria de peso

Numero de partos por hembra por afo

8 a 12 lechones.

0.13 a 0.81
camada

8 a 13 lechones
17 a 20 lechones
800 a 1800 g.

11 a 12 Kg. con 8.9 lechones

por camada
2% a 10%.

7 a 9 lechones
15 a 22 lechones.
5-7 kg.

40-80 kg.
165-190 dias.
90-100 kg.
2.5-3.1kg.
0.20 a 0.82 Kg.
2.0-2.5

Trujillo et. al. (2001)

lechones por



derivan (Herrera et al., 2003), esta aplicacién incorpora otras disciplinas tales
como la bioquimica, la fisiologia, y la estadistica. Ademas, como una tecnologia,
la mejora animal recurre a recursos y procesos industriales para la mejora de
factores ambientales no-genéticos. El papel del mejoramiento en la agricultura se
ve afectado por la tasa de mejora que pueda ser ofrecido. En ese sentido,
considera las diferentes restricciones biolégicas presentes en los animales. Por lo
que la respuesta o progreso que se logre en la mejora genética va a depender del
conocimiento de la genética, del desarrollo de una tecnologia apropiada y de su
utilizacién (Land, 1985). Mientras que la mejora depende de los cambios que
ocurren en las caracteristicas bioldgicas de los animales, la direccion de los
cambios depende no de la biologia sino de quien determina el valor econdmico

relativo.

Variacion en las caracteristicas de prolificidad: EI numero de lechones
nacidos vivos varia de 9 a 11 y un valor de dispersion (DE) de 2.5 a 3.0 lechones.
Este rango de valores no ha cambiado en varias décadas, por ello se han
desarrollado varias estrategias para su mejora (Bidanel et al., 1994), desde
cambios en el manejo de los reproductores, definicion de sistemas de cruzamiento
(Rothschild, 1996), y desarrollo de programas de seleccién. Sin embargo, esta
respuesta ha sido poca, debido a su bajo indice de herencia, de magnitud de
entre 5 a un 15% (Cuadro 2).

Ademas, por ser un caracter limitado al sexo (Haley et al., 1988), medido
después de que la hembra alcanza su madurez sexual (Roehe y Kennedy, 1993;
Johnson et al.,1999), una respuesta moderada puede significar grandes beneficios

econdmicos, para el porcicultor (Rothschild et al., 2000; Linville et al., 2001).

Objetivos de la seleccion en cerdos: Los programas de seleccion tienen
como objetivo identificar el mérito genético de los reproductores y maximizar el

progreso genético en caracteres de interés econdmico para el productor. En la



Cuadro 2. indice de herencia para caracteristicas de la cerda

Caracter rango %
Edad a la pubertad medio 30-40
Tamano de la camada al nacer bajo 5-15
Tamano de la camada al destete bajo 5-15
Peso de la camada al destete bajo 10-20
Peso al destete bajo 10-20
Ganancia post-destete medio 25-40
Tasa ovulatoria bajo <3
Capacidad uterina bajo <3
Tasa de sobrevivencia bajo <3

Warwick y Legates, (1984)



seleccién por tamafno de camada, es comun obtener una baja respuesta genética
(Boylan et al., 1961); a este respecto, una combinacion de seleccién directa mas
la migracién de lineas hiperprolificas resulté en un incremento en tamafo de
camada de 1.4 lechones después de 17 generaciones de seleccion (Bolet et al.,
2001).

En cerdos, los esquemas de seleccion han sido orientados hacia una
mayor tasa ovulatoria (Johnson et al., 1999), capacidad uterina (Bennett and
Leymaster, 1989), tasa de sobrevivencia (Ferguson et al., 1985) y numero de
lechones destetados (Peterson, 1989). Sin embargo, se han obtenido bajas tasas
de mejora, a consecuencia de la reducida varianza aditiva de esta caracteristica.
Investigadores como Peterson (1989) han logrado incrementar el tamafio de
camada, tasa de sobrevivencia, y peso de la camada al destete, al utilizar

diferentes grupos genéticos.

La mejora en la eficiencia reproductiva puede enfocarse a una seleccidn
basada en una menor edad al primer servicio, ya que esta caracteristica presenta
un indice de herencia (0.33) moderado (Rothschild y Bidanel, 1998), pudiendo ser

un excelente candidato a seleccion.

Al respecto, Lamberson et al., (1991) reportaron respuestas a esta
caracteristica, después de ocho generaciones de seleccién, desde -1.64 hasta -
3.32 dias de edad al primer servicio. Esto pudiera representar una oportunidad de
seleccion de este caracter, ignorando el bajo valor de herencia asociado a tamaino
de camada; sin embargo, una seleccion de edad al primer servicio no garantiza
los éxitos en los servicios a hembras de primer parto, ademas de tener poco valor
econdmico para ser incluida en programas de seleccién. Ademas de la prolificidad
de la hembra, los sistemas de produccion porcina basan su eficiencia econdmica
en lograr una rapida y eficiente tasa de crecimiento de las camadas, reducido

consumo de alimento, bajo espesor individual de grasa y alta calidad de la carne.



Genética molecular aplicada en la produccion animal

El desarrollo actual de técnicas de la biologia molecular permite detectar
variabilidad genética a nivel de la molécula de acido desoxirribonucleico (ADN), a
través del uso de marcadores moleculares. Estos marcadores genéticos se han
utilizado como métodos de diagndstico molecular en sanidad animal, deteccion de
portadores, identificacion genética, analisis de trazabilidad y diversidad genética,
construccion de mapas gendémicos y la busqueda de efectos génicos individuales
de naturaleza cuantitativa (locus de rasgo cuantitativos o QTL) o cualitativa. La
mayor parte de estos marcadores se han desarrollado a partir de la estrategia de
genes candidatos, en la que se conoce previamente la funcion del gen y en
consecuencia resulta previsible su influencia en el caracter estudiado (Becerra y
Paredes, 2000).

Los marcadores genéticos, en produccion animal, han proporcionado
informacion para realizar practicas de mejora genética, como pruebas de
paternidad, estudios de descendencia, seleccion asistida para caracteres
productivos; deteccion de genes ligados a caracteristicas productivas, identificacién
de animales portadores de enfermedades o mutaciones, programas de cruzamiento
y seleccion, determinacion de distancia genéticas y diversidad entre poblaciones e
individuos (Schnabel et al., 2000; Rodriguez-Zas et al., 2002; Uffo, 2003).

Un marcador molecular se define como una regién del genoma, que
generalmente es de posicidon conocida, que presenta polimorfismo y se hereda
segun los principios de Mendel. El polimorfismo genético hace referencia a la
existencia de varios alelos de un gen en la poblacion; es decir es una variacion en
la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los individuos de una
poblacién. Aquellos polimorfismos que afectan a la secuencia codificante o
reguladora y que producen cambios importantes en la estructura de la proteina,
pueden traducirse en los diferentes fenotipos observados (Ferreira y Grattapaglia,
1998).
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Los atributos ideales de un marcador son: (a) polimorfismo, (b) herencia
segun Mendel, no epistatica, (c) no influenciado por el ambiente, (d) simplicidad
en la identificacion y analisis, (e) codominancia y (f) posibilidad de deteccion en
las primeras fases de desarrollo del individuo. Un polimorfismo puede consistir en
la sustitucién de una simple base nitrogenada (por ejemplo, la sustitucion de una
adenina por una citocina o puede ser mas complicado (por ejemplo, la repeticion
de una secuencia determinada de ADN, donde un porcentaje de individuos tenga
cierto numero de copias de una determinada secuencia) (Ferreira y Grattapaglia,
1998).

La capacidad de identificar marcadores moleculares en las diferentes
especies, permite conocer los genes que codifican para caracteristicas
cuantitativas de interés para el productor. Algunos estudios han evidenciado
relaciones entre alelos y el comportamiento fenotipico de algunas caracteristicas
en varias especies animales. Estos estudios apoyan la idea de adicionar
informacion genotipica a los registros de produccion, para incrementar la
respuesta a la seleccion, lo cual se conoce como seleccion asistida por

marcadores moleculares (Dekkers, 2004).

Importancia de los genes candidatos

La expansion de la tecnologia del mapeo del genoma porcino, gracias a la
ayuda de técnicas de genética molecular, ha permitido detectar y aislar genes
individuales especificos o regiones del genoma asociados a una o a un complejo

de caracteristicas como las de tipo reproductivas (Rothschild, 1996).

Una estrategia utilizable es la del gen candidato, la cual se utiliza para
identificar genes marcadores potenciales que pueden resultar ligados a
caracteristicas de importancia econdomica. Consiste en seleccionar un gen

basandose en la funcion bioldgica, bioquimica o patoldgica particular que se trate
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y que se supone que afecta su comportamiento (Rothschild y Soller, 1997);
enseguida se identifican los polimorfismos para cada gen (Rothschild et al., 2000)
y posteriormente se evalua la asociacion entre el marcador y la caracteristica de
interés en pos de buscar una relacion. Los estudios sobre genes candidatos no
requieren ningun experimento de cruzamiento, y pueden ser aplicables bajo

cualquier situacion comercial.

A la fecha varios genes mayores han sido identificados con esta estrategia
de genes candidatos, la cual es mas poderosa que el uso de QTLs (Isler, 2000),
ya que la localizacion de genes candidatos puede ser mas facilmente determinada
y con mayor precision a una base nucleétida polimérfica especifica. La mayor
desventaja de un gen candidato es la de conocer con antelacion la secuencia y

funcion sobre el gen de interés antes de iniciar un estudio.

En la actualidad, los animales son seleccionados directamente con base a
genes individuales con efectos mayores en caracteristicas cuantitativas, mejoran
la precisidn en los programas de seleccion (Rothschild et al., 1996). Un programa
de seleccion busca incrementar la frecuencia de alelos favorables en la poblacion.
En la industria porcina se han iniciado programas de seleccion para mejorar
caracteres reproductivos (Rothschild, 1996), con ayuda de estrategias de genes
candidatos y esquemas de seleccion asistida en marcadores (SAM), tal es el caso
de tamafio de camada (Vincent et al., 1998). Los esquemas de seleccion asistida
pueden incrementar la tasa de progreso genético en caracteres de importancia
econdmica hasta un 20% (Johnson et al., 1996; Rothschild et al., 2000).

Combinada con métodos de seleccion tradicional, que hacen uso de
informacion de produccion y genealogia. Los esquemas SAM son efectivos en
caracteristicas como tamano de camada, por ser limitada al sexo, poseer bajo
indice de herencia y obtener informacion de la hembra hasta que alcanza su
madurez sexual (Soller, 1994). El uso de marcadores genéticos permiten

identificar a una edad temprana a los machos y a las hembras con alelos
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favorables, lo que mejora la intensidad de la seleccion, reduce el intervalo entre

generaciones y aumenta el progreso genético (Drogemuller et al., 2001).

Genes candidatos para caracteristicas reproductivas

El numero de genes y marcadores asociados a un incremento en la
eficiencia reproductiva incluyen el gen receptor de estrogeno (Rothschild et al.,
1996), receptor de prolactina (Vincent et al., 1998), y retinol ligada a proteina-4
(Rothschild et al., 2000). Ademas, hay evidencia de que el marcador microsatélite
Sw444 tiene efecto sobre la tasa de ovulacion y longitud uterina (Wilkie et al.,
1996). Rathje et al. (1997) descubrieron posibles QTL en el cromosoma 8, 4, 13 y
15 que influyen en la tasa de ovulacion. Cassady et al. (2001) encontraron QTLs
en el cromosoma 9 para tasa de ovulacién, en el cromosoma 11 para cerdos
completamente formados y en el cromosoma 7 para edad a la pubertad.
Asociaciones significativas han sido documentadas entre genes candidatos con
tamano de camada (ESR, PRLR, RBP4), (Rothschild, 2003).

Gen receptor de prolactina (PRLR)

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica primariamente secretada por
la pituitaria anterior en respuesta a factores como los estrogenos. En hembras
porcinas, PRL se asocia en el control de la esteroidogénesis folicular y luteal. Su
receptor presenta una forma corta de 310 aminoacidos, clonado primeramente a
partir de higado de ratas (Boutin et al.,, 1988) y una forma larga de 610
aminoacidos, clonado a partir de ovario de ratas (Zhang et al., 1990).

El receptor de prolactina pertenece a la misma familia del receptor de hormona de
crecimiento (Clevenger et al., 1998), y han sido detectados en varios tejidos
incluyendo cerebro, ovario, placenta y utero en diferentes mamiferos (Kelly et al.,
1991). Los receptores de prolactina en células luteales incrementan durante la

prefiez en la hembra porcina (Jammes et al., 1985). El gen receptor de la
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prolactina (PRLR) esta localizado en la regidén q del cromosoma 16 (Vincent et al.,

1997), y es un fuerte gen candidato para caracteristicas reproductivas en cerdos.

El receptor de la prolactina es una proteina simple ligada a la membrana.
Contiene un dominio extracelular, transmembranal e intracelular. Su estructura se
muestra en la Figura 1. Una interaccion de los estrogenos y la prolactina es
responsable por la redireccion de la secrecion de la prostaglandina F luteolitica
(PGF3) de una ruta enddcrina, hacia el estroma endometrial y vascular, a una ruta
exdcrina, hacia el lumen uterina ( Gross et al., 1990 ). Por lo tanto, PGF;, es
secuestrado en el lumen uterino y en la vascularidad utero-ovarica, para ejercer su

efecto luteolitico.

Asociaciones entre genotipos del gen PRLR y caracteristicas reproductivas
han sido reportadas para seis lineas PIC (basadas en Large White, Landrace,
Duroc, Meishan, Landrace x Pietrain y Large White x Chinese Meishan)
(Rothschild et al., 1998; Van Rens et al., 2003), Large White sintética, Landrace
sintética, lineas sintéticas Meishan (Vincent et al., 1998; Southwood et al 1999);
Duroc (Drogemuller et al., 2001) y hembras cruzas Large White x Meishan F2
(Van Rens and Van Der Lende 2002).

Los genotipos AA de este gen han mostrado asociacion con tamafo de
camada. En primeras camadas, los individuos de genotipo AA presentaron
mayores numeros de lechones nacidos vivos (Rothschild et al., 1998; Vincent et
al., 1998; Southwood et al., 1999). Linville et al. (2001) no encontré6 ninguna

asociacion.
Seleccion asistida por marcadores
La seleccion tradicional como estrategia de mejoramiento incorpora la

expresion fenotipica como fuente de informacién de la variabilidad existente, como

objetivo y como criterio de seleccion. El constante progreso en la tecnologia de la
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informacion ha hecho posible tanto la separacion de los efectos genéticos y
ambientales, como la estimaciéon de valores de cria aprovechando toda la
informacion genética disponible en lugar de unicamente sobre la base de los datos
fenotipicos. La teoria del indice de seleccion se basa en la combinacion de varios
caracteres o fuentes de informacion, de tal manera de maximizar la precision del
indice como predictor del objetivo de la seleccién. Lofgren et al. (1994) y Short et
al. (1994) han mejorado tamafo de la camada en cerdos de aplicar indices de
seleccidon y mejores predictores linealmente insesgados (BLUP). En la actualidad
el tamano de la camada puede ser mejorado mediante el uso de aplicaciones
BLUP (por ejemplo, STAGES, Schinckel et al, 1986; PEST, Groeneveld, 1990;
PIGBLUP, Long et al., 1992) en programas de seleccion.

Sin embargo, y aun después de estos esfuerzos, el progreso genético
sobre tamafio de camada no ha sido significativo, asi por ejemplo en cerdas
Landrace de origen aleman, en 1935 se tenia un promedio de 10.5 lechones al
nacer y alcanzo su punto maximo entre 1960 y 1970 con 10.9 lechones. Desde
entonces, el tamafio de camada se redujo a 10.3 en 1999 (Steinheuer et al.,
2003). Estas dificultades en la mejora de tamafo de la camada son atribuibles a
su bajo indice de herencia, que se estima en promedio a 0.09 para el numero de
lechones nacidos vivos (Hanenberg et al., 2001; Lamberson, 1990; Rothschild y
Bidanel, 1998). Ademas, de ser un caracter limitado al sexo y no ser medible sino
hasta la madurez sexual. Estas restricciones biolégicas pueden ser superadas por
la aplicacion de métodos de genética molecular, en particular la inclusiéon de
marcadores genéticos en estrategias de seleccidon. La esencia de la utilizacidén de
marcadores genéticos en programas de mejoramiento es que éstos marcan
regiones cromosomicas y hacen posible seguir la herencia de estas regiones de
progenitores a la progenie. Por lo tanto, si conocemos los segmentos del
cromosoma que contienen alelos deseables, los marcadores pueden ser utilizados
en la identificacion de animales que han heredado estos alelos aunque no se
disponga de registros fenotipicos o de informacién sobre la progenie (Visscher et
al., 1998).
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Con la identificacion de marcadores moleculares asociados a loci que
codifican tanto para caracteristicas cualitativas como para caracteristicas
cuantitativas (QTL), se plantea la posibilidad de realizar seleccion asistida por
marcadores. En la industria porcina se ha desarrollado esquemas de seleccién
asistida por marcadores (Rothschild y Plastow, 1999; y Rothschild, 2000). Esta se
basa en: 1) conjugar la variabilidad fenotipica y genotipica como fuente de
informacion de la variabilidad existente, y Il) utilizar como criterio de seleccion una
variable genética, en este caso marcadores moleculares asociados a la

caracteristica de interés.

La Seleccion Asistida por Marcadores (SAM) consiste en combinar la
informacion aportada por los marcadores que predice (como un indice), el efecto
de los QTL y la informacion del rendimiento del animal, para elegir entre los
candidatos aquellos que deberan ponerse a prueba, mejorando la precision de la
seleccion al permitir un incremento de la intensidad de seleccion y reduccion del

intervalo generacional.

El uso de los esquemas SAM es particularmente eficaz para los caracteres
de escaso indice de herencia como fertilidad y resistencia a las enfermedades, en
QTL marcados que tienen un efecto importante (de 0.5 a 1 de desviacion tipica
genética), cuando los caracteres se expresan en un solo sexo o tardiamente en la
vida del animal (seleccién lechera), y cuando son dificiles de medir (resistencia a
las enfermedades). Una posibilidad de aplicar SAM esta en la seleccion sobre
tamano de la camada directamente después del nacimiento del individuo sobre la
base de la informacién del marcador genético (Soller, 1994). Una seleccion
aplicada unicamente en base a la informacién fenotipica sera menos eficiente
para aquellas caracteristicas que pueden ser registradas en etapas tempranas de

desarrollo a través de genotipos (Dekkers y Hospital, 2002).

Limitaciones del esquema de SAM y marcadores moleculares: La

limitacion de la aplicacion de esquemas SAM esta dada por un alto costo y
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problemas de logistica. Ademas, si la frecuencia del polimorfismo es demasiado
bajo, es necesario contar con ligamiento entre marcador y caracter. Para
caracteristicas con bajo indice de herencia es necesario contar con informacién

fenotipica precisa.

Efectos medios de sustitucion

El efecto medio de sustitucion de un gen es la desviacion media con
respecto al promedio de la poblacién de los individuos que recibieron dicho gen de
un progenitor, el gen recibido del otro progenitor habiendo provenido al azar de la
poblacion. De otra manera, si una cantidad de gametos que llevan un alelo
favorable se unen al azar con gametos de la poblacién, entonces la desviacion
media de los genotipos resultantes con respecto a la media de la poblacion es

igual al efecto medio del gen con el alelo favorable.

El concepto de efecto medio es mas facil de entender en la forma del efecto
medio de la sustitucién de un gen, el cual puede usarse mas convenientemente
cuando solo estan bajo consideracién dos alelos a un locus. Por ejemplo, si se
pudieran cambiar, digamos genes A2 por A1 al azar en la poblacién, se podrian
anotar el cambio resultante en el valor, éste seria el efecto medio de la sustitucion
de un gen. Es igual a la diferencia entre los efectos medios de los genes

involucrados en la sustitucion (Falconer y Mackay, 1996).

El efecto medio o la sustitucion de un gen esta en funcién de la frecuencia
génica y por tanto, es una propiedad de la poblacion y del gen. La utilidad del
concepto de efecto medio proviene del hecho de que los progenitores pasan a su

progenie sus genes y no sus genotipos.

Por lo tanto, son los efectos medios de los genes de los progenitores los
que determinan el valor genotipico medio de su progenie y al valor de un

individuo, juzgado por el valor medio de su progenie, se le llama valor reproductivo
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o de cria del individuo, el cual a diferencia del efecto medio, éste puede ser
medido. Un resumen de estimaciones de efectos aditivos junto con estimaciones

de efectos de dominancia para el gen PRLR se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Resultados de estimaciéon de efectos aditivos y de dominancia en
el Gen receptor de prolactina (PRLR), para total nacidos vivos
(TNV), segun varios autores.

Gpo. Genético Registros Efectos Aditivos (a) y Referencia

de Dominancia (d)

5 Lineas PIC 1077 H a=-0.33a047 (P<0.05) Vincent et al. (1998)
2714 C d=-0.33a0.63 (P <0.01)

dependiendo de linea

5 Lineas PIC 2615 C a=0.1a0.9 Southwood et al. (1999)

Landrace Aleman, 2159 H a=0.71 (p < 0.05) Drogemdiller et al. (2001)

Duroc y lineas 8336 C para Duroc

sintéticas

3 Lineas PIC 524 H =-0.007 (NS) Linville et al. (2001)
=-0.466 (NS)

H =hembras, C=camada
NS =No significativo (P>0.05)
PIC (Pig Improvement Company, Franklin, USA)



MATERIALES Y METODOS

Animales

Para la realizacion de esta investigacidon se analizaron un total de 300
muestras de sangre de hembras porcinas de las razas Yorkshire x Landrace,
procedentes de la granja San Antonio localizada en Ciudad Obregon, en el Estado

de Sonora, México.
Muestras de ADN

Un total de 3 ml de sangre fueron recolectados de cada animal y colocados
en tubos con citrato de sodio como anticoagulante y posteriormente ser utilizada
para preparar el paquete de glébulos blancos. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 1000 rpm durante 5 min, donde el sobrenadante fue eliminado.
Posteriormente se agregd un volumen de 5 a 10 ml de solucién de cloruro de
sodio al 0.2% al sedimento. Entonces, se mezcld y se centrifugé a 2000-2500 rpm
durante 5 minutos. Los glébulos blancos fueron recuperados como paquete y
lavados utilizando NaCl al 0.2%. El paquete fue almacenado a -20°C. La
extracciéon de ADN se realizé manualmente a partir de 200 yL de sangre total,
utilizando un kit comercial (Ultra Cleanz™ DNA Blood Spin Kit, MO BIO
Laboratories, Inc.). Para la extraccion del ADN se adicion6 un volumen de 10 pl de
buffer de lisis (100 mM Tris-HCI, pH 7.6, EDTA 40 mM, pH 8.0, 0.5% SDS),
seguido por un volumen de 1/200 de proteinasa K 20 mg ml™, posteriormente se
incubaron a 37 °C desde 2 horas hasta por toda la noche. Después de 1 6 2 pasos
de extraccion con fenol (solucién diluida con un buffer TE) y un paso de extraccion
con CHCI3, un volumen de 2 de EtOH fue agregado para obtener un precipitado
que contenga ADN. Posteriormente el ADN fue lavado nuevamente con EtOH al
75% y re-suspendido en agua destilada estéril, o solucion buffer TE para ser

almacenado a -20°C.

20
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Genotipificacion

Los genotipos del gen PRLR fueron identificados por medio del método
PCR-RFLP. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo en
tubos de 0.2 ml utilizando el termociclador iCycler (Bio-Rad) con cebadores cuyas
secuencias fueron propuestas por Linville et al. (2001). El cebador inicial fue: 5'
CGG CCG CAG AAT CCT GCT GC 3'y el cebador de reversa fue: 5 ACC CCA
CCT TGT AAC CCA TCA TCC 3'. La amplificacion por PCR (empleando 25uL de
volumen final) se realiz6 utilizando 30ng de ADN gendmico de la especie porcina,
10x buffer PCR, 2.5uL de dNTP, 2uL de cada primer, y 0.4uL de Taq polimerasa
(Nova Tag"® ADN). Las condiciones del termociclador fueron: 1 ciclo a 94°C
durante 10 min, seguido de 40 ciclos (94°C por 30 seg; 60°C por 60 seg, y 72°C
por 30 seg), seguido por un ciclo a 72°C durante 10 seg, para terminar a una
temperatura de 4°C. Después de la técnica del PCR, se colocd 5ul del producto
para su digestion con 0.8uL de enzima de restriccion Alul (Fermentas Inc.
E.E.U.U.), y el resultado fue observado en gel de agarosa al 2%. Los genotipos
AB y BB fueron distinguibles por una intensidad de la banda de 127 pb, que fue
mucho mas oscuro en el genotipo AB. Se observé una banda monomorfica de 92
pb co-migrada con el producto de la digestién de 35 pb en el alelo B y una banda

monomorfica de 127 pb en el alelo A.
Variables a estudiar

Los rasgos reproductivos estudiados fueron: numero total de nacidos
(TCN), el numero de nacidos vivos (TNV), el numero de lechones destetados
(TCD), peso de la camada en de nacimiento (PCN), y peso de la camada al
destete (PCD).
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Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas fueron calculadas de aplicar el método de conteo
directo consistente en el conteo de un alelo dividido por el doble del numero de
observaciones en el grupo genético. El error estandar de la frecuencia alélica fue
calculada como [p(1-p)/2n]1/2, donde n es el tamafio de muestra y p es la
frecuencia del alelo A (Spiess, 1989). La hipdotesis de homogeneidad de
frecuencias genotipicas en el grupo genético y Equilibrio Hardy-Weinberg fue
probada de utilizar el estadistico de prueba Chi-cuadrada. Un total de 300
registros fueron incluidos en el analisis. El destete de los lechones se realiz6 a los
21 dias del nacimiento. El efecto del genotipo del gene PRLR sobre las variables a
estudiar fue estimado por minimos cuadrados. La asociacion entre los genotipos
para PRLR con las variables a estudiar fue evaluado utilizando el modelo lineal

siguiente:

ijlm = U+ P] + YSk + PRLRl + €jklm

donde Yjum es el registro del fenotipo de TNB, NBA, PNT, LWB y LEA, y es la
media general, P, es el efecto del numero de parto (j = 1, = 2), YSk es el efecto de
la subclase afio-época de nacimiento (k = 1,2, ..., 8), PRLR, es el efecto de el
genotipo PRLR (I = AA, AB, BB), y exm es el error aleatorio NID (0, oze).

Adicionalmente, todos los efectos de interaccion entre los componentes del
modelo fueron incluidos. Las interacciones no significativas (P> 0.10) no fueron
incluidos en el modelo. El analisis se realizé utilizando el procedimiento GLM de
SAS ver 9.1.3 (Herrera y Barreras, 2005). Diferencias de medias minimo
cuadraticas significativas entre los genotipos PRLR fueron probadas para no-
significancia por el estadistico de Bonferroni (Kuehl, 2001). Los efectos aditivos y
de dominancia del gen PRLR fueron estimados adicionando coeficientes de
regresion en el modelo lineal. Para aditividad (a), una covariable fue adicionada al
modelo la cual asume los valores 0, 1 0 2 para el numero de alelos favorables B

en el genotipo del individuo, mientras que para dominancia (d), se adicioné otra
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covariable con valores 0,1 y 0 en sustitucion de los genotipos AA, AB y BB en el
modelo lineal. Ambos efectos fueron estimados de utilizar el procedimiento GLM

del paquete SAS.



RESULTADOS Y DISCUSION

Frecuencias génicas y genotipicas

El genotipo AA representd el 8% de este estudio, el alelo B presento mayor
frecuencia que el alelo A (0.64 contra 0.36), con un error estandar de .019. Las
frecuencias genotipicas para AA, AB y BB fueron de 0.08, 0.56 y 0.36,

respectivamente.

Las distribuciones alélicas y genotipicas estimadas a partir de los valores
observados fueron diferentes (P<0.05) de los valores esperados para equilibrio
Hardy-Weinberg. Individuos de genotipo AA fueron los menos frecuentes en la

muestra estudiada.

En este estudio la frecuencia de alelo A, fue superior a los resultados
reportados por Hernandez et al. (2006) en México; Kmiec y Terman (2004), y
Korwin-Kossakowska et al. (2003) en Polonia, pero inferior a Terman (2005), y
similar a Putnova et al. (2002) en cerdos Large White, denotando una gran

variabilidad entre y dentro grupos genéticos.

Efectos del gen PRLR sobre caracteres reproductivos

El genotipo del locus PRLR ha explicado una porcion significante de
variacion en el tamafio de camada en las razas Large White, y lineas genéticas en
base a Meishan y Landrace (Vincent et al. 1998). Prolactina afecta la produccién
de progesterona y relaxina en el cuerpo luteo (Yangfan et al., 1989; Li et al.,
1989).

En el Cuadro 4 se presentan las medias minimo cuadraticas junto con sus

errores estandar para TCN, TNV, TCD, PCN, y PCD clasificadas por genotipo y en

24
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Cuadro 4. Medias minimo cuadraticas (media * E.E.) para caracteristicas
reproductivas por genotipo y general para el gen receptor de
prolactina (PRLR), en cerdas de genotipo Yorkshire X Landrace.

Caracteristica® Genotipo
AA AB BB General
n 23 169 108 300
TCN 10.69 £ 0.53 10.42 £0.19 10.65 £ 0.24 10.52 £0.19
TNV 10.69 £ 0.51 10.42 £0.19 10.65 £ 0.23 10.52 £0.19
TCD 8.50 # 0.31 8.52 £ 0.11 8.57*0.14 8.54 £0.18
PCN 14.15+£0.30 b 15.26 £ 0.57 a 15.20 £ 0.59 a 15.15 £ 0.46

PCD 59.9312.51 a 57111092 a 57.17%£1.16 a 57.35%1.01

¥ TCN= total de la camada al nacimiento, TNV= total nacidos vivos, TCD= total de la camada al
destete, PCN= peso de la camada al nacimiento, PCD= peso de la camada al destete.
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general. Las de genotipo AA mostraron mayores valores para TCN, TNV, y PCD
junto con las de genotipo BB, sin embargo en los registros de las cerdas de

genotipo AA se observo el doble de variacion respecto a las de genotipo BB.

Animales de genotipo AB mostraron menores valores para estas variables
con menor variacién dentro de ellos, sin embargo diferencias estadisticas entre
genotipos no fueron observadas (P> 0.05). Para la caracteristica TCD, hembras
de genotipo BB mostraron mayores valores respecto a las de genotipo AA, sin
diferencias estadisticas entre ellos ni con el genotipo AB (P> 0.05). Resultados
similares fueron reportados por Hernandez et al. (2006). En otros estudios, el
locus PRLR resulté asociado con TCN y TNV (Rothschild et al., 1998; Vincent et
al., 1998; Van Rens y Van der Lende, 2002).

Van Rens y Van der Lende (2002) realizaron un estudio para determinar los
efectos de la polimorfismo de PRLR sobre aspectos reproductivos, donde el
polimorfismo en PRLR tendia a afectar el tamafio de camada con el genotipo AA
en cerdas jovenes con grandes camadas. Estos resultados no concuerdan con los
de Drogemuller et al. (2001) quienes encontraron un efecto aditivo del alelo B
sobre la caracteristica TNV, en Duroc. Isler et al. (2000) también encontraron
favorable el alelo B en la poblacion, influenciando significativamente el numero de
fetos por cuerno uterino, peso fetal promedio y peso fetal total in cerdas Yorkshire
x Large White. Para el caracter PCN, las hembras de genotipo BB mostraron
mejor (P< 0.10) comportamiento reproductivo al compararlas con aquellas de

genotipo AA (15.2 vs 14.5 kg, respectivamente).

Los resultados de este estudio coinciden parcialmente con Vincent et al.
(1998), cuyo estudio mostré que el alelo A se asocid significativamente con el
aumento de tamafno de camada, medido por los TCN y los TNV considerando

cinco lineas comerciales incluyendo Meishan, Large White, Landrace, y Duroc.
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Van Rens y Van der Lende (2003) mostraron que el polimorfismo del gen
PRLR afecté la variable edad al primer estro, tamafio de camada y el promedio de
tetas funcionales en hembras F2 cruzas LW x Meishan. En el mismo estudio
encontraron que el polimorfismo del gen PRLR afecté ovarios, uteros y placenta,
lo cual podria traducirse en diferencias en tamano de camada. Por lo tanto, el
caracter tamafio de camada podria resultar influenciado, independientemente de
edad al primer parto, por el gen PRLR el cual puede estar participando mas como
gen mayor que como marcador debido a estar ligado muy cercanamente a la

caracteristica tamano de camada.

Interaccion genotipo PRLR por numero de parto

Efectos importantes del genotipo de PRLR sobre TCN fue encontrado para
comportamiento en primer parto. Medias minimo cuadraticas para efectos
genotipicos del gen PRLR en primero y mayor igual al segundo parto se presentan
en el Cuadro 5. Terman (2005) reporté que hembras con genotipo AA presentaron
los mas altos valores de camada (TCN, TNV, y TCD), las de genotipo BB los mas
pequenos valores de comportamiento y las de genotipo AB entre las anteriores,
siendo las diferencias estadisticamente no iguales (P<0.01) solo en hembras de
primer parto. Korwin-Kossakowska et al. (2003) encontraron efectos importantes
del genotipo para PRLR sobre TNV en hembras de primer parto.

Tamanos de camada en hembras AA fueron significativamente menores
que en aquellas de genotipo BB. Mas aun, en hembras de partos mayores e
iguales a dos, los valores para las caracteristicas TCN, TNV y TCD fueron
significativamente diferentes dependiendo del genotipo en el locus PRLR. No se
observaron diferencias entre genotipos para PRLR en PCD en el comportamiento
de hembras del grupo mayor al primer parto (Cuadro 5). Southwood et al. (1995)
reportaron efectos significativos del genotipo para PRLR sobre tamafio de camada
en hembras de raza Landrace. Ellos encontraron no efectos del gen en hembras

de primer parto sino en hembras de partos superiores.
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Efectos aditivos y de dominancia del gen PRLR

Tomando en cuenta que los padres transmiten los genes y no los
genotipos a la siguiente generacion, es necesario conocer el valor asociado al gen
en vez del valor asociado de los genotipos, es decir, el efecto promedio de la
sustitucion del gen o efecto aditivo (Falconer y Mackay, 1996). Ademas, en las
poblaciones con la presencia de los heterocigotos, es importante estimar la
interaccién de los alelos o el efecto dominante. Fue estimado un aumento
negativo de 0.11 cerdos (TCN), y positivo por camada de 0.73 kg (LWW) por copia
de alelo Alul A no distinto de cero (P >0.05). En las mismas variables, el efecto
dominante de PRLR fue -0.22 cerdos y -0.55 kg, respectivamente, no diferentes a
cero (P >0.05). En general, los efectos aditivos y de dominancia de los alelos para
el gen de PRLR en las caracteristicas evaluadas resultaron no diferentes a cero
(P>0.05). Drogemuller et al. (2001) reportaron efectos del alelo A en un rango de
0.2 lechones por camada en la raza Large White y mas de un lechéon en Landrace
(Southwood et al., 1995). Vincent et al. (1998) encontraron inconsistente el modo
de la accién aditiva del gen para el alelo A en la caracteristica TNV, con una
estimacion que fluctuaba de entre -0.33 a +0.47 lechones para tamano de
camada. En este estudio el valor de efectos aditivos en TNV fue de -0.09
lechones. Para Vincent et al. (1998) no era obvio si PRLR era un gen para el
tamafo o si era solo un marcador para un gen determinando su efecto. Las
asociaciones entre el gen candidato y la caracteristica pueden variar entre las
poblaciones, o familias. Esto puede ser una razén posible de la carencia de los
efectos significativos de PRLR (Drogemuller et al. 2001) o quiza la variacién

observada podria ser debida solamente a las estrategias de muestreo (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Efectos aditivos (a) y de dominancia (d) para el gen PRLR
(Medias minimo cuadraticas junto con errores estandar),
estimados para caracteristicas reproductivas en cerdas Yorkshire

x Landrace.
Caracteristica® Aditividad Dominancia
n 300 300
TCN -0.11£0.22 -0.22 £0.26
TNV -0.09+£0.22 -0.23£0.27
TCD -0.04 £0.11 -0.04 £0.14
PCN -0.08 £0.29 -0.46 £0.35
PCD 0.73%+1.03 -0.55+1.24

¥ TCN= total de la camada al nacimiento, TNV= total nacidos vivos, TCD= total de la camada al
destete, PCN= peso de la camada al nacimiento, PCD= peso de la camada al destete.



CONCLUSIONES

Las frecuencias alélicas no se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg en

la muestra estudiada, indicando variabilidad alélica en el grupo genético.

Los pesos de la camada al nacer entre los genotipos BB y AB fueron
similares y diferentes del genotipo AA. Ademas, no se observaron diferencias
entre los pesos de la camada al destete entre los genotipos estudiados
significando ausencia de asociacion entre el genotipo para PRLR con ambas

caracteristicas.

En general para el gen PRLR, efectos aditivos para el alelo A resulté en un
incremento negativo en tamafo de camada al nacimiento. La substitucion del alelo
B por A en PCN y PCD no fue diferente de cero. Entonces, no se detectaron

efectos aditivos del gen PRLR.

No se observo efectos de interaccion intra alélica para el gen PRLR en las
variables TNV, PCD y PCN.

Es importante continuar investigando aspectos de asociacion del
polimorfismo del gen PRLR con caracteres productivos en la mejora productiva de

la cerda.
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