Trabajo de Pasantia
Universidad de la Repiblica
Facultad de Ciencias
2008

ESTUDIO CON MARCADORES CITOGENETICOS Y

MOLECULARES EN SUINOS (Sus scrofa).

AN

Estudiante: Maria del Carmen Montenegro Silva.

Tutor: Dra.Msc.PhD. Silvia Llambi Dellacasa.

Co-tutor: Msc. Miguel de Bethencourt.

Lugar de Realizacion del Trabajo: Departamento de Genética y Mejoramiento
Animal. Area Genética. Facultad de Veterinaria. Unidad Asociada a la Facultad

de Ciencias: Genética y Zootecnia.



INDICE

RESUMIEN........oooii et e nes 3
INErOAUCCION.. ... e 5
] ol [0 TSR 5
Origen y domestiCacCiOn.........cc.eouecuieieceeceece e 8
HISTOITA. -t e s e e s nb e e e nanee s .8
Y LU= Tl o] o = T U - | S 11
Caracteristicas de 1aS Fazas.......ccocuecveerireeieerese e 13
Estudios cromosOmicoS €N SUINOS........cccceverieiereie e 15
SitIOS frAGIIES....c..ieiceeceeeee e s 17
Marcadores MOIECUIATES..........oo e 18
RIEFLPS. et a e e e 20
(Y] o [ =T o) ] o = 1SR 20
ODJEEIVOS. ... e 22
Materiales Yy MEtodOos.................cooiiiicicceece e 23
Estudio CitogenEtiCO.......cuocuiiiece e 23
EStUAIO MOIECUIAT ... .. 23
Resultados y DiSCUSION.................ccoooiiiiiieceeeeeeee e .25
Estudio Citogen@tiCo.........coveiuiiiiiiciceccee e 25
EStudio MOIECUIAT ..o e .28
Bibliografia.................ooioiii s 33
Agradecimientos.............ooooiii i 37



RESUMEN

En el presente trabajo se realizaron estudios citogenéticos vy
moleculares en suinos (Sus scrofa).

Para el analisis citogenético se realizé un macrocultivo linfocitario a
partir de sangre entera de un suino normal cruza y de sexo macho.
Se procesaron dos muestras del mismo animal, a una de ellas se le
adiciond 5-azacitidina (5-azaC) en una concentracién de 205 puM
mientras que la restante se dejo como control (sin adicionar 5-azaC).
Se estudiaron un total de 500 placas metafasicas de la sangre
cultivada con inductor de las cuales 21 (4.2%) presentaron fragilidad
cromosémica. De ellas diecinueve fueron clasificadas como
fragilidades de cromatida y las 2 restantes como fragilidades
cromosdmicas.

Del cultivo control se estudiaron 300 placas metafasicas, de las
cuales solamente una presenté fragilidad cromosdmica.

El gen Leptina codifica para una hormona relacionada con el depdsito
de grasa corporal. Polimorfismos en este gen han sido asociados con
fenotipos obesos y también se han utilizado para estudiar diversidad
genética racial en suinos.

Para el estudio molecular se realizé la extraccién de ADN de 6 suinos
(2 Mamellados, 1 Duroc, 2 Landrace y 1 suino hibrido). En los
animales de las razas Mamellado, Duroc y Landrace el aislamiento de
ADN se realizé a partir de foliculos pilosos empleando la técnica
convencional con resina Chelex. En el caso del suino hibrido el
aislamiento se realiz6 a partir de sangre periférica mediante la
técnica convencional de fenol-cloroformo.

En este estudio, se emplearon marcadores moleculares PCR-RFLPs
para el gen que codifica la leptina.

Para la amplificacidon de la secuencia del gen de la leptina se realizd la

técnica de PCR convencional con un par de primers especificos. Para



el analisis del polimorfismo del largo de los fragmentos de restriccidon
se utilizd la enzima HinfI.

Las muestras analizadas por la técnica de PCR revelaron un
fragmento de amplificacion de 152 bp. El amplicon sometido a RFLP
revelo bandas de 152 bp y 84+68 bp.

Cuatro de los animales estudiados presentaron genotipo LEP'LEPT y
los dos restantes resultaron heterocigotos LEP'LEPS, no

encontrandose homocigotos LEPCLEPC.



INTRODUCCION.

El cerdo.
La especie Sus scrofa domesticus pertenece a la Familia Suidae,

Orden Artiodactyla.

Estos animales ominivoros carecen de glandulas sudoriparas
funcionales por lo cual son muy sensibles a las temperaturas
elevadas, siendo por el contrario mas resistentes al frio debido a la
capa de tocino, a excepcidon de las primeras semanas de vida donde
son muy vulnerables (Institut Technique du Porc, 1997).

La especie porcina es relativamente precoz, pudiendo reproducirse a
partir de los 6-7 meses. Es multipara ya que sus camadas por parto
son numerosas, una cerda normalmente pare de 8 a 12 lechones por
vez y tiene dos pariciones anuales. Es por eso la mas prolifera de las
especies de mediano y gran tamano. Por otro lado, las cerdas son
poliéstricas anuales: si no estdan en periodo de lactancia o de
gestacion, entran en celo en cualquier época del afo (Pinheiro
Machado, 1973; Institut Technique du Porc, 1997).

Durante los primeros meses de vida presenta un crecimiento de tipo
exponencial hasta la etapa de pubertad (aproximadamente a los 6
meses), momento en el cual la velocidad de crecimiento disminuye
hasta el estado adulto (Institut Technique du Porc, 1997).

Son animales muy rusticos (resistencia hereditaria a las condiciones
adversas del medio), se adaptan bien a cualquier régimen de crianza
dado que no son muy exigentes en cuanto al tipo de alimentacion y
transforman los alimentos con gran eficacia. Por otro lado son muy
resistentes a las enfermedades, la mayoria de las cuales pueden ser
controladas (Pinheiro Machado, 1973).

Estos animales pueden padecer patologias de tipo monofactoriales y
multifactoriales. Las enfermedades "“monofactoriales” son Ilas
causadas por agentes especificos (virus, bacterias, parasitos u otros),

como por ejemplo la fiebre aftosa, la peste porcina clasica, la rabia y
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la salmonelosis. La incidencia de estas enfermedades ha disminuido
debido a la implementacién de planes de profilaxis y a la evolucién de
la produccion porcina (Institut Technique du Porc, 1997).

Las enfermedades “multifactoriales” son aquellas en las cuales
ademas de la presencia del agente infeccioso, la enfermedad sdlo se
manifiesta en determinadas condiciones, existiendo factores de
riesgo. Este tipo de enfermedades varian dependiendo del estado
fisioldgico del animal, por ejemplo, para el lechdon lactante y
destetado, los principales problemas son los digestivos. Estas
enfermedades producen importantes pérdidas, por lo que deben ser
controladas para optimizar los rendimientos.

En lo que respecta al comportamiento el cerdo es un animal sociable.
Su comportamiento estd dominado por dos prioridades que son la
conservacion del individuo (orientaciones alimentarias y defensivas),
y la conservacion de la especie (comportamiento sexual y maternal),
estando éstas condicionadas por el ambiente en el que vive el animal.
La percepcién del ambiente se hace especialmente a través del olfato,
el oido y el tacto.

En cuanto al comportamiento alimentario, el lechéon busca
activamente la mama de su madre desde el momento del nacimiento,
estableciéndose una jerarquia que puede llegar a influir sobre el peso
del lechdn. Posteriormente, con la alimentacion en comun surge una
jerarquia social de dominante a dominado.

En lo que respecta al comportamiento maternal, el vinculo madre-hijo
es menos estrecho en comparacién al resto de los mamiferos
domésticos, por lo cual la cerda acepta facilmente lechones extrafios.
El objetivo del comportamiento social y defensivo es mantener un
espacio vital minimo. La falta de espacio y de un ambiente adecuado
influye sobre la fisiologia de los animales expuestos al mismo
(Institut Technique du Porc, 1997).

Los cerdos pueden sufrir diferentes tipos de estrés, debido

principalmente a las condiciones de explotacién. Se puede diferenciar
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el estrés de origen genético (como consecuencia de la busqueda de
mejores rendimientos), el estrés asociado a las condiciones de
alojamiento y de transporte, estrés de origen alimentario y estrés
asociado con las infecciones. Esto puede conducir a la aparicidon de
diferentes trastornos: disminucion de los rendimientos zootécnicos,
de las funciones reproductivas y de la calidad de la carne; aumento
de la sensibilidad a las enfermedades infecciosas; estados de choque
(sindrome de estrés porcino agudo); modificaciones cualitativas y
cuantitativas del comportamiento (por ejemplo: canibalismo,
ensafamiento de un grupo sobre uno o dos animales).

En cuanto a las razas suinas estas pueden clasificarse en razas
mixtas, razas paternas especializadas, razas maternas especializadas
y razas locales. Las primeras se caracterizan por tener buenos
resultados productivos y reproductivos (Large White, Duroc y algunas
variedades de Landrace). Las razas paternas especializadas tienen
rendimientos reproductivos menores, pero rendimientos superiores
de canal (Piétrain, Landrace Belga y Hampshire). Las razas maternas
especializadas se caracterizan por ser precoces sexualmente y muy
prolificas (ciertas razas del Centro-Este de China como la Meishan).
Por Ultimo estan las razas locales que estan bien adaptadas a
condiciones de explotacién dificiles o especificas (Institut Technique
du Porc, 1997).



Origen y domesticacion.

Aungue se sabe que el cerdo doméstico desciende del cerdo salvaje o
jabali, aun existe controversia en lo que respecta tanto al origen
como al tiempo de domesticacion del mismo. Se discute si los cerdos
actuales se originaron a partir del jabali Europeo, Asidtico o a partir

de ambos (Pinheiro Machado, 1973; Castro, G. en

http://www.unorte.edu.uy/amqa/multimedia/suinos) .

En base a un estudio con ADN mitocondrial y ADN de genes nucleares
de cerdos salvajes y domésticos tanto de Asia como de Europa, se ha
encontrado evidencia a favor de una domesticacion independiente a
partir de subespecies de cerdos salvajes en Europa y Asia, estimando
una separacion de estas poblaciones hace unos 500.000 anos, muy
anterior al tiempo estimado de domesticacion hace aproximadamente
9.000 afios. También se hallé evidencia a favor de la introgresion de
razas Asiaticas en razas Europeas lo cual sefiala un origen hibrido
para algunas razas Europeas. Esto concuerda con la documentacion
existente que hace referencia a que los cerdos asiaticos fueron
empleados para mejorar las razas Europeas en el transcurso del siglo
XVIII y principios de XIX (Giuffra et al., 2000).

Los cerdos actuales pertenecen al género Sus y comprenden los
asiaticos (S. vittatus); los célticos (S. scrofa) provenientes del jabali

europeo; Y los ibéricos (S. mediterraneus) de origen africano (Castro,

G. en: http://www.unorte.edu.uv/amqa/multimedia/suinos) .

Historia.

Los primeros fésiles del género Sus corresponden al periodo del
Mioceno Superior (11-5 millones de afios). En periodos sucesivos se
encontraron restos en Asia, Africa y Europa (Pinheiro Machado,
1973).

Existen pruebas incuestionables de la presencia del cerdo junto al

hombre en la Edad de la Piedra Pulida (Neolitico), siendo éste uno de
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los primeros animales que permiti6 al hombre dejar de Vvivir
Unicamente de la caza (Pinheiro Machado, 1973).

La porcicultura se extendido en el mundo debido a la gran
adaptabilidad que identifica a los cerdos, exceptuando los paises en
los cuales se prohibe a estos animales debido a razones culturales o

religiosas (Castro, G en: http://www.unorte.edu.uy/amga/multimedia/suinos). POr

ejemplo, en Egipto y muchos pueblos Asiaticos no se comia carne de
cerdo por temor al contagio de la lepra, concepto que impidié la
expansion de la especie en muchos paises (Pinheiro Machado, 1973).
El consumo de carne porcina fue prohibido por Moisés y Mahoma por
razones sanitarias, ya que en esa época se desconocia los ciclos de
parasitos que atacan al hombre y cuyo huésped intermediario es el
cerdo (Pinheiro Machado, 1973). Estd costumbre aun se mantiene
dentro de grupos ortodoxos del Judaismo y el Islam.

Por otro lado, los romanos si apreciaban la carne de cerdo. Uno de los
platos preferidos en aquel entonces consistia en un lechén asado
entero relleno de pajaros (porqus trajanus) (Pinheiro Machado,
1973).

Los cerdos fueron introducidos al continente Americano por Colén
(1493) y llevados a Santo Domingo y Cuba, desde donde se
expandieron hacia Colombia, Venezuela, Perld y Ecuador. Estos
animales pertenecian a razas ibéricas. Se introdujeron en diversas

regiones del continente por otros navegantes (Castro, G. en
http://www.unorte.edu.uy/amga/multimedia/suinos).

Fueron llevados a América del Norte, mas precisamente a Estados

Unidos por Hernando de Soto en 1539. En México fueron introducidos
posteriormente por Hernan Cortes en 1600. Estos animales también
eran de razas ibéricas

En Brasil los primeros cerdos, traidos por Alfonso de Souza, llegaron
a San Vicente, en el litoral del actual Estado de San Pablo, en el afio

1532. A la Argentina llegaron alrededor de 1590 desde Espafia y
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desde el Virreinato del Peru (Castro, G. en:
http://www.unorte.edu.uy/amga/multimedia/suinos).

Posteriormente se importaron y difundieron otras razas que son las

gue predominan en la actualidad. Como consecuencia de ésto, las
estirpes originarias tienden a desaparecer debido a la introduccion de
razas extranjeras, lo que pone en riesgo un patrimonio genético que
deberia ser conservado debido a su rusticidad, resistencia a
enfermedades y capacidad transformadora de alimentos.

Las cruzas entre las primeras razas ibéricas con razas provenientes
de Europa y Estados Unidos, han dado origen a lo que hoy se conoce

como “cerdos criollos” (Castro, G. en:
http://www.unorte.edu.uy/amga/multimedia/suinos).

En nuestro pais, la introduccion del cerdo tuvo lugar con la

colonizacion e instalacidon de centros poblados estables (Villa Soriano
en 1624, Colonia del Sacramento en 1680 y Montevideo en 1724). En
la Tercera Ley de Indias y en los Edictos del Cabildo de Montevideo
del afio 1763 ya habia referencia de estos animales. Fue la instalacion
de los primeros saladeros en 1787, que dejaban una gran cantidad de
residuos utilizables por los cerdos, el hecho que condujo a un
aumento en la cantidad de estos animales. Este aumento continuo
hasta 1900, observandose un descenso hasta la actualidad (Castro,
G. 2007).

En 1966 se fundd La Sociedad Uruguaya de Criadores de Cerdos, filial
de la Asociacion Rural del Uruguay (ARU). Dicha sociedad participa en
las exposiciones de la ARU y organiza, desde 1997, un Concurso de

Cerdos para Industria (Castro, G. en:

http://www.unorte.edu.uy/amga/multimedia/suinos).

La primera raza inscripta en el Swine Book Uruguayo fue la Large
White en 1906. Las anotaciones posteriores reflejan las tendencias de

produccién imperantes en el pais y en el mundo (Castro, G. en:

http://www.unorte.edu.uy/amga/multimedia/suinos).
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Situacion actual.

El territorio de la Republica Oriental del Uruguay posee caracteristicas
geograficas que lo hacen apto para la produccion ganadera, actividad
que ocupa el 62% de la superficie agropecuaria (Castro et al., 2007).
La actividad agropecuaria constituye el 11% de la economia uruguaya
generando el 73% de las exportaciones del pais, siendo los rubros
mas importantes la carne bovina, productos agricolas, cueros vy
lacteos (Castro et al., 2007).

Dentro de este contexto, la produccién porcina tiene un lugar
secundario en comparacién a otras explotaciones agropecuarias,
aportando aproximadamente un 4.8% del valor del producto
agropecuario total del pais. A pesar de esto la cria porcina tiene una
importancia social como complemento del sustento de familias de
pequenos y medianos productores rurales y periurbanos (Castro et
al., 2007).

La localizacion de los establecimientos, mayoritariamente en los
alrededores de Montevideo y en el sur, litoral oeste y sureste del
pais, se relaciona con una mayor disponibilidad de alimentos de bajo
costo para los animales (subproductos generados por industrias
alimenticias humanas y agroindustriales) y también con los lugares
de comercializacién del producto final (Castro et al., 2007).

El estado sanitario de la piara uruguaya es satisfactorio debido a que
esta libre de las principales enfermedades consideradas por la OIE
(Organizacién mundial de sanidad animal). En 1991 se detectaron los
ultimos focos de peste porcina clasica y en 2001 los de fiebre aftosa,
ocurriendo casos aislados de brucelosis y leptospirosis (Castro et al.,
2007).

En Montevideo la cria de cerdos es realizada mayoritariamente por los
clasificadores de residuos que viven en asentamientos irregulares en
zonas periféricas de la ciudad. Estos utilizan los residuos organicos
gue recogen para la alimentacion de los cerdos, asi como residuos

domiciliarios, industriales y comerciales (Castro et al., 2007).

11



Debido al manejo inadecuado de la cria de cerdos se generan
impactos sanitarios y ambientales. Los primeros son consecuencia de
la proximidad de las porquerizas a las viviendas por lo cual aumenta
el riesgo de transmision de enfermedades de los animales al hombre.
El impacto ambiental se debe a la contaminacion de suelos y cursos
de agua, ya que los criaderos generalmente estan cercanos a estos
cursos de agua donde se destinan los residuos.

La mayoria de los criadores no tiene acceso a medicamentos ni
asesoramiento técnico, lo cual aumenta los riesgos sanitarios (Castro
et al., 2007).

Los animales pueden ser comercializados, formal e informalmente,
pero son destinados principalmente al autoconsumo.

En nuestro Pais, la produccién no se basa en recursos zoogenéticos
locales, como consecuencia fundamentalmente del desconocimiento
de las caracteristicas de los mismos y la buena adaptacién de las
razas extranjeras (Castro et al., 2004). En el caso de cerdos, los
animales criados son cruzas entre razas comerciales (Large White,
Landrace y Duroc) y razas criollas (Mamellado, Casco de Mula)
(Castro et al., 2007).

En Uruguay se han descrito tres recursos genéticos porcinos locales:
Mamellado, Casco de Mula y Pampa Rocha (Castro G., 2007; Vadell et
al., 1994). Las dos primeras razas se encuentran en estado critico, a
conservar, segun la clasificacién de la FAO para el estado de riesgo
de estas razas (menos de 100 reproductoras), mientras que el cerdo
Pampa Rocha se encuentra en situacion sin riesgo, pero a preservar
(mas de 1000 reproductoras) (Delgado, 2002).

La caracterizacién genética de una especie ganadera como el cerdo
en nuestro pais, seria muy importante, entre otros aspectos: para el
conocimiento y conservacidn de estas razas y sus poblaciones, asi
como la orientacidn de otros estudios; para obtener mejoras en
rendimiento y calidad de los productos, y para el establecimiento de

relaciones filogenéticas entre razas.
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A continuacidon se describen las principales caracteristicas de las razas

utilizadas en el presente trabajo.

Caracteristicas de las razas.

Mamellados:

Esta raza se caracteriza por la presencia de apéndices pendulosos
ubicados en la base del cuello denominados mamellas. Esta
caracteristica se asocia a cerdos descendientes de ibéricos, debido a
gue estan presentes en estos y otros animales del tronco
mediterraneo, siendo poco comunes en animales en el tronco celta
(Castro, G. 2007).

Estan presentes en establecimientos de 12 de los 19 departamentos
del pais, ocupando ecosistemas variados y su produccidn es
complementaria a otros rubros agricolas-ganaderos, siendo
mayoritariamente para autoconsumo (Castro, G. 2007). Como ya se
citd anteriormente, es una raza en estado de riesgo critico, a

conservar (Delgado, 2002).

Figura 1: Aspecto fenotipico de cerdo mamellado (Foto cortesia de

Dr. Gustavo Castro)
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Figura 2: Suinos cachorros mamellados con distintos colores de capa

(Foto cortesia de Dr. Gustavo Castro).

Duroc:

Es una raza originaria de Estados Unidos. Se caracteriza por un pelaje
de color pardo rojizo uniforme. La cabeza es pequefia en relacion al
tamafo corporal, ancha entre los ojos, frente lisa y plana.

Las orejas son medianas, moderadamente finas y puntiagudas. La
region dorsal es larga, medianamente ancha y levemente arqueada.
Los miembros son finos, separados y perpendiculares al cuerpo.

Debe su éxito a su rusticidad y a sus muy buenos resultados en
crecimiento (Pinheiro Machado, 1973; Institut Technique du Porc,
1997).

Figura 3: Aspecto fenotipico de un cerdo de la raza Duroc (foto

http://http://www.pigsmightfly.eu/images/duroc-1.gif).
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Landrace:

Su pelaje es blanco, fino y sedoso, siendo deseable que tenga
manchas pigmentadas en la piel. La cabeza es moderadamente larga
con quijadas livianas y ancha entre las orejas.

Las orejas son largas, delgadas e inclinadas hacia delante. El dorso
es fino. Las extremidades son fuertes con costillas y articulaciones
cortas y elasticas, los cascos son fuertes y parejo (Pinheiro Machado,
1973)

Figura 4: Aspecto fenotipico de un cerdo de la raza Landrace (Foto

http://www.fwi.co.uk/assets).

Estudios cromosomicos en suinos.

La primera investigacién constatada respecto a los cromosomas en
cerdos fue llevada a cabo por Wodsedalek en 1913, reportando un
nimero diploide 2n=18 en machos y 2n=20 en hembras.
Posteriormente, en 1917, Hance reportd un numero diploide de 40
cromosomas. El primer estudio que dio un numero cromosémico
correcto de 2n=38 fue realizado por Krallinger en 1931. Sin embargo,
Makino (1944) publicéd un trabajo en el cual afirmaba que el nimero
diploide en cerdos era 2n=40 cromosomas sin excepciones. (Eldrige,
1985).

Una de las causas de esta confusion puede haber sido la morfologia

de los cromosomas del par niumero 10, ya que presenta una

15



constricciéon en la regién centromérica y puede visualizarse cada
cromosoma, como dos acrocéntricos asociados a nivel de los
centromeros (Eldrige, 1985).

En 1962 Makino et al. establecieron que el niumero cromosémico
correcto en cerdos domésticos (Sus scrofa) era 2n=38. Esto fue
confirmado por Jiménez-Martin et al. ese mismo ano. El cariotipo se
organiza en 7 pares de submetacéntricos (del par 1 al 7), 5 pares de
metacéntricos (del 8 al 12), siendo los restantes autosomas
acrocéntricos (del 13 al 18). El cromosoma X es un submetacéntrico
grande mientras que el Y corresponde a un submetacéntrico pequefo
(Eldrige, 1985).

El primer bandeo cromosdémico lo realizaron Gustavsson et al.
(1971). Los cromosomas se organizaron en grupos, por tamano, de
metacéntricos-submetacéntricos y acrocéntricos (Eldrige, 1985).

Por bandeo C se ha demostrado que existen algunos polimorfismos
en los cromosomas de cerdos, especialmente en el par 15
(Christensen y Smedegard, 1979).

Sysa en 1978 también habia encontrado en la regidon centromérica de
los cromosomas 13 a 18 variabilidad en constricciones secundarias,
regiones NORs, y bandas-N (bandeo NORs) (Eldrige, 1985).

Las alteraciones cromosdmicas mas frecuentemente encontradas en
Sus scrofa son las translocaciones, tanto reciprocas como
robertsonianas (Miyake et al.,. 1977, Gustavsson y Settergren,
1983). Una patologia comun en cerdos relacionada en algunos casos
a la constitucion cromosdmica son los intersexos (Madan et al.,
1978). Tanto las translocaciones como los intersexos se han
diagnosticado en animales con problemas productivos y reproductivos
(Eldrige, 1985). A nivel citogenético es importante conocer aspectos
de la inestabilidad cromosdmica que pudieran relacionarse con
alteraciones de Ila fertilidad. A nivel mundial existe escasa

informacion sobre fragilidad cromosdmica inducida en suinos.
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Sitios Fragiles.

Los sitios fragiles son regiones de ruptura de la integridad
cromosOmica que aparecen en sitios concretos del cariotipo. Pueden
observarse "in vitro” en las metafases de cultivos linfocitarios cuando
se emplean inductores quimicos o medios de cultivos carentes en
acido fdlico (Sutherland y Hecht, 1985).

Pueden clasificarse como sitios fragiles raros vy sitios fragiles
comunes. Los primeros se presentan con una baja frecuencia
poblacional y cuando se analizan en cultivos se presentan en gran
nimero en las placas metafasicas (5-30%). Los sitios fragiles
comunes, presentan una alta frecuencia en la poblacién y son visibles
en pocas placas metafasicas (menos del 5%) (Sutherland y Hecht,
1985).

La mayoria de los sitos raros son sensibles al acido félico. Un ejemplo
es el FRAXA humano en el cual se identificaron expansiones de
trinucleétidos (CGG/GCC) en el gen FMR-1 y se asocia con la forma
mas frecuente heredable de retardo mental (Sindrome del X fragil).
Los sitios raros también son inducidos por la bromodeoxiuridina,
distamycina A y timidina (Llambi, 2002).

Respecto a los sitios fragiles comunes, estos son inducidos
principalmente por la afidicolina (inhibidor de la ADN polimerasa alfa)
y potenciados por la camptotecina (inhibidor de la topoisomerasa I
que incrementa la accidon de la afidicolina). Otro inductor de sitios
fragiles comunes es la azacitidina (5-azaC). Estd sustancia es un
andlogo de la pirimidina y actia inhibiendo a la enzima ADN
metiltransferasa responsable de la metilacién del ADN, uno de los
fendmenos epigenéticos mas estudiados, responsable del
silenciamiento génico (Pintado y Mordn, 2001).

En determinados casos, la clasificacion de lo sitios fragiles se dificulta
debido a que algunos de éstos manifiestan caracteristicas comunes a

los dos grupos (Llambi, 2002).

17



En muchas especies se asocian anormalidades en los cromosomas
con patologias tales como problemas de fertilidad (humanos, equinos,
bovinos, o0sos pandas, roedores); cancer (hombre, perros);
paraqueratosis hereditaria, sindrome de calvicie en terneros,
enanismo (bovinos) (Llambi, 2002).

Resultados experimentales en cerdos han demostrado que estos
constituyen un sistema exitoso para el estudio de sitios fragiles. Por
otro lado, los cromosomas de cerdos responden de manera similar a
los cromosomas humanos frente a la afidicolina (Riggs et al.,1993).
Es por esto que los cerdos pueden ser un buen modelo animal para el
estudio de fragilidad cromosdmica en humanos. En suinos la
bibliografia acerca de los efectos de la 5-azaC como inductor de
fragilidad cromosdmica es escasa (Danielak-Czech y Slota, 2004).

Si bien aun se desconoce el significado general de los sitios fragiles,
estos se relacionarian con los puntos de fractura en reordenamientos
cromosdémicos asociados con el cancer, reordenamientos
cromosOmicos en eventos evolutivos, y fracturas asociadas con
abortos espontdneos en fertilizaciones in vitro fallidas (Riggs et al.,
1993).

La aparicion de los sitios fragiles puede proporcionar un mejor
entendimiento de cdmo las presiones ambientales producen dafo
genético y probablemente reflejen variaciones en la estabilidad

cromosOmica a través del genoma (Riggs et al., 1993).

Marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares pueden definirse como biomoléculas que
pueden relacionarse con un rasgo genético. Estas biomoléculas
pueden ser proteinas (antigenos e isozimas) o ADN (mutaciones
puntuales en genes, secuencias repetidas, SNPs, etc.). Si varios
marcadores se asocian con un rasgo genético cuantitativo, forman un
QTL (loci de rasgos cuantitativos) (Claros Diaz, 1998). El estudio de

los QTL es muy importante ya que pueden relacionarse con

18



enfermedades y caracteristicas de interés econdmico en animales
domeésticos.

De acuerdo al grado de variabilidad que presenten, los marcadores
moleculares pueden ser monomorficos o polimoérficos. Los primeros
se caracterizan por ser invariables entre los organismos, mientras
gue los polimoérficos si presentan diferencias (peso molecular,
actividad enzimatica, estructura, sitios de restriccion) (Claros Diaz,
1998).

Es deseable que los marcadores reunan determinadas caracteristicas
como ser buena distribucion a través del genoma, alto grado de
polimorfismo, técnica de deteccidon facil y rapida, con repetibilidad y
fiabilidad en distintos laboratorios (Bello Pigem, 2001. Tesis doctoral).
Existen diferentes tipos de marcadores moleculares de ADN, entre
ellos se pueden mencionar: RFLPs (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion), RAPDs (fragmentos polimérficos de ADN
amplificados al azar), microsatélites o SSR, minisatélites o VNTR,
AFLP (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados),
SSCP (Polimorfismo de conformaciones monocatenarias) y SNPs
(polimorfismo de un solo nucléotido). Algunos de estos marcadores
se basan en la hibridacién del ADN, otros en la amplificacion del ADN
mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), mientras que
algunos pueden detectarse de ambas de maneras (Picca et al., 2004).
El desarrollo de los marcadores moleculares ha permitido aumentar
en gran medida el conocimiento de las caracteristicas genéticas en
diferentes organismos. Sus aplicaciones son muy variadas, permiten,
entre otras cosas, conocer la estructura genética de las poblaciones,
diagnosticar enfermedades, estudiar caracteristicas de interés
econdmico, MAS (seleccion asistida por marcadores), mapeo

gendmico, inferir relaciones evolutivas y parentesco.
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RFLPs (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion)

El polimorfismo en el ADN detectado consiste en diferencias en el
largo de fragmentos de ADN después de la digestién con enzimas de
restriccion especificas. Estas enzimas reconocen secuencias
especificas de ADN y producen cortes endonucleotidicos,
obteniéndose fragmentos de longitudes definidas, los cuales pueden
ser revelados por electroforesis en gel de agarosa, separandose de
acuerdo a su tamano molecular. Diferencias en el largo de
fragmentos particulares pueden deberse diferencias en una o mas
bases, resultando en la pérdida de un sitio de restriccion o en la
formacion de uno nuevo, o debido a la insercién o delecién de
blogues de ADN. Estas diferencias pueden ser reconocidas por un
cambio en la movilidad de los fragmentos de restriccion durante la
electroforesis (Botstein et al., 1980).

Los RFLPs se heredan como caracteristicas mendelianas simples
codominantes (Botstein et al/, 1980).

Estos marcadores pueden detectarse tanto por hibridacién del ADN
como por PCR.

En el presente estudio se emplearon marcadores moleculares PCR-

RFLPs para el gen que codifica la leptina.

Gen leptina (LEP).

La utilizacidon del estudio de genes mayores por PCR-RFLP es una
alternativa para medir diversidad genética en funcién a las
frecuencias alélicas.

El gen leptina (LEP) se ubica en el cromosoma 18 de cerdos y es un
gen muy conservado en un gran numero de mamiferos (Kmiec et al.,
2003). Codifica para la leptina, una hormona que es secretada a la
sangre principalmente a partir de los adipocitos (Kmie¢ et al., 2003) y
que actlia como senal de saciedad en el hipotdlamo, regulando asi el

peso corporal y el consumo de energia (Bauer et al., 2006).
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La ubicacion de los receptores de dicha hormona en varias regiones
del sistema reproductivo sefalaria que la leptina tendria un efecto
sobre rasgos reproductivos. No existe mucha informacién acerca de la
influencia de polimorfismos del gen LEP sobre caracteristicas
reproductivas en cerdos (Kmie¢ et al., 2003).

La expresion del gen esta regulada por la masa de tejido adiposo y
diferentes hormonas (insulina, glucocorticoides, estrégenos,
prolactina, testosterona y hormona del crecimiento) (Kmiec et al.,
2003).

Polimorfismos del mismo se han asociado con fenotipos obesos
presentando distintas frecuencias en razas suinas. Respecto a esto,
se han encontrado niveles superiores de ARNm para leptina y de la
propia hormona en el plasma de cerdos obesos en comparacidon con
cerdos nos obesos con el mismo peso corporal (Kmie¢ et al., 2003).
Uno de los polimorfismos identificados en el gen LEP ocurre por la
sustitucion T3**°-C en exén 2 generando dos formas alélicas (LEPT,
152bp y LEPS, 84+68bp) al utilizar la enzima Hinf I.
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OBJETIVOS

En el presente trabajo se proponen los siguientes objetivos

generales:

.- Realizar el estudio de fragilidad cromosdmica inducida por 5

azacitidina en cultivos linfocitarios de suinos.

.- Puesta a punto de la técnica de PCR-RFLP para identificacién de

polimorfismos del Gen LEP en suinos.

22



MATERIALES Y METODOS

Estudio citogenético.

Para el estudio citogenético se extrajeron 5 ml de sangre periférica
con jeringa estéril y heparina como anticoagulante, de un suino
normal cruza y de sexo macho. Se realizd un macrocultivo linfocitario
a partir de sangre entera en tubos conteniendo 5 ml de medio RPMI
1640 completo (10% de suero fetal bovino y fitohemaglutinina como
mitdgeno) de acuerdo a Halnan, (1989). Se establecieron 2 grupos:
Un tubo control (sin adicionar 5-azaC) y un tubo al que se le adicion6
5-azaC 7 horas antes del sacrificio del mismo, en una concentracion
de 205 uM (Danielak-Czech y Slota, 2004). La muestra se cultivd en
estufa de cultivo a 38.5 °C durante 72 horas. Se realiz6 un choque
hipotdnico con solucion de cloruro de potasio 0.075M y se fijé en una
mezcla de metanol/acido acético en proporcion 3:1.

Las preparaciones se realizaron mediante la técnica de goteo a la
lama sobre portaobjetos limpios, previamente sumergidos en
metanol 70%. Las preparaciones se colorearon con Giemsa al 3% en
buffer fosfato Sorensen (pH 8).

La evaluacién y registro de las placas metafasicas se realizé con
microscopio Optico Olympus (BX60) y camara de fotos digital
conectada a equipo informatico con software de digitalizacién de
imagenes FlashBusFBG 4.2

Estudio molecular.

Se realizé la extraccién de ADN de 6 suinos (2 de la raza Mamellado,
1 de raza Duroc, 2 de raza Landrace y 1 suino hibrido de raza de
capa blanca). El aislamiento de ADN de los animales de las razas
Mamellado, Duroc y Landrace se realizé a partir de foliculos pilosos
empleando la técnica convencional con resina Chelex. Para el caso del
suino hibrido la extraccion se realizd a partir de sangre periférica

mediante la técnica convencional de fenol-cloroformo.
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Para la amplificacion de la secuencia del gen LEP se realizé la técnica
de PCR convencional con par de primers especificos:

Primer F 5'TGCAGTCTGTCTCCTCCAAA3Z’, Primer R
5'CGATAATTGGATCACATTTCT G3’ segun Urban y Mikolasova, 2006.
Se utilizd un programa de 30 ciclos y temperatura de “anneling” de
550C.

Para el RFLP se utilizd 10U de HinfI en 10 pl de producto de PCR, con
una incubacion a 37°C durante 3hrs.

Los productos obtenidos se visualizaron en gel de agarosa al 3%
teflido con Bromuro de etidio. Se realizd registro fotografico de los

geles y genotipado utilizando el programa Kodak digital science 1D.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio citogenético.

En el cultivo con inductor se estudiaron 500 placas metafasicas de las
cuales 21 (4.2%) presentaban fragilidad cromosdmica (Tabla 1).

El tipo y distribucidon de las fragilidades identificadas fueron:

a) fragilidad cromosdmica (2, tipo gaps en el cromoséma 1q).

b) fragilidad de cromatida (19 de las cuales 18 eran gaps y 1
fractura). Los 18 gap se localizaron en: cromosoma 1q (6),
cromosoma 6q (1), cromosoma 8q (1), cromosoma 13qgq (5),
cromosoma 14q (3), cromosoma Xq (2). La fractura de cromatida se
localizd en el cromosoma 13q (1). En el cultivo control, una placa
metafasica presentd fragilidad cromosdémica (cromosoma del par 14)
(Tabla 2).

Tabla 1: Presencia de fragilidades en metafases somaticas, en

cultivos control e inducido con 205 pM de 5-azacitidina.

Metafases control (n=300) Metafases con induccion (n=500)

Sin fragilidades | Con fragilidades | Sin fragilidades | Con fragilidades
299 1 479 21

Tabla 2: Tipo y distribucion de las fragilidades observadas en el

cultivo con induccion.

Cromosoma Cromatida
2 19
Gap Fractura Gap Fractura
2 0 18 1
Parlq | --------- Parlqg Par | Par8q | Parl3q | Par Xq | Par 13q
6q 14q
2 | - 6 1 1 5 3 2 1
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Figura 5.

a ~ b \

Figura 5. Ambas fotos corresponden a placas metafasicas
con tincidon convencional Giemsa. 5a. En la foto la flecha
seflala un gap de cromatida en el brazo largo de un
cromosoma del par 1 (submetacéntrico). 5b. Se sefialan dos
fragilidades cromosomicas: un gap de cromatida en un
cromosoma del par 13 (acrocéntrico) y un gap de cromatida
en el cromosoma X (submetacéntrico), préximo al final del

brazo largo.

En nuestro trabajo la mayor frecuencia de fragilidades se registro en
los pares cromosémicos 1 y 13. El resto de las fragilidades se
distribuyen entre los cromosomas 6, 8, 14 y cromosoma X. Estudios
realizados por Riggs et al. (1993) utilizando afidicolina evidenciaron
fragilidades en todos los cromosomas de cerdos, siendo ademas del 1
y del 13, los cromosomas 10, 4 y X los que mas fragilidades
presentaron.

Segun Danielak-Czech y Slota (2004), se han descrito numerosos
sitios fragiles en suinos, algunos inducidos con folato antagonistas y
BrdU-Hoechst 33258 (Rgnne, M., 1995). Casi un 60% de éstos
intervienen en translocaciones reciprocas (alteraciones cromosémicas
frecuentemente identificadas en esta especie), que se encuentran

asociadas con alteraciones de la fertilidad. Por lo tanto, Ilas
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fragilidades observadas en nuestro trabajo también podrian asociarse
con este fendmeno.

Danielak-Czech y Slota (2004) realizaron un estudio de induccién con
5 azacitidina en suinos donde evidenciaron una mayor cantidad de
sitios fragiles en animales con problemas reproductivos frente a
individuos normales. En dicho estudio los cromosomas mas inestables
fueron el 13 y el X siendo los sitios mas expresados los 13g4.1 vy el
Xqg2.2 en animales con problemas reproductivos. El primero se
relaciona con dos translocaciones diferentes que se asocian con una
disminucion en la fertilidad. El otro (Xg2.2), sensible tanto a la 5
azacitidina como a la bromodeoxiuridina, también se manifiesta
empleando afidilcolina y en experimentos previos llevados a cabo por
los mismos autores se determino que era altamente fragil en
hembras subfértiles. Estos autores sugieren que la inestabilidad
cromosdmica, particularmente en loci especificos al X, podria
asociarse con la expresion inapropiada de genes que determinan
caracteristicas reproductivas.

En nuestro estudio, el 28,57% de las fragilidades se observaron en el
par cromosémico numero 13 y en el caso de cromosoma X la
frecuencia de fragilidades observadas fue de un 9,52%, en el brazo
largo. Esto evidencia la existencia de regiones de inestabilidad en
dichos cromosomas, coincidiendo con los resultados obtenidos por
Danielak-Czech y Slota .

El par cromosémico numero 1 participa en muchas de las
translocaciones reciprocas identificadas en cerdos. Eldrige (1985),
sugiere que estas translocaciones podrian relacionarse con la mayor
longitud en dicho cromosoma. En el caso de nuestro trabajo, la
mayor frecuencia de fragilidades se detecté en este cromosoma
(38,09%), lo cual estaria indicando que éste es uno de los
cromosomas mas inestables en suinos.

Zlotorynski et al. (2003) afirman que aunque el mecanismo de

expresion de fragilidad cromosdmica inducida por 5-azacitidina aun
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no se comprende, podria deberse a secuencias de ADN ricas en bases
C (citosinas).

En conclusion, en el presente trabajo se observd que la induccién con
5’azacitidina puso en evidencia la presencia de regiones de
inestabilidad cromosdmica en cultivos linfocitarios en suinos. Seria de
importancia continuar con este tipo de estudio ya que es poca la
informacidn que existe al respecto y teniendo en cuenta la posible

relacion de las regiones de inestabilidad con problemas reproductivos.

Estudios Moleculares

Las muestras analizadas por la técnica de PCR revelaron un
fragmento de amplificacion de 152bp, concordante con el tamafo
esperado de acuerdo a Urban y Mikolasova (2006). El amplicén

sometido a RFLP mostré un patréon de restriccidon caracteristico para
cada alelo segun peso molecular de las bandas observadas (LEPT,

152pb y LEPC, 84+68pb). En la figura 2 se muestra la electroforesis

en gel de agarosa de los productos de digeridos con Hinf I.

Figura 6.
_1 2

150bp
100bp

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa
al 3% de productos de digestion con Hinf
I. Carriles 1 y 8: marcador de peso molecular;
carril 2: Duroc; carril 3: Landrace 1; carril 4:
Landrace 2; carril 5: Mamellado 1; carril 6:

Mamellado 2 y carril 7: Hibrido.
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Cuatro de los animales estudiados presentaron genotipo LEPTLEP'

(66.6%). Por otro lado se observd la presencia del alelo LEPC
(heterocigotos LEPTLEP®), en uno de los cerdos mamellados y en el

cerdo hibrido (33.3%). No se observaron animales homocigotos para

el alelo LEPC. Los genotipos de los 6 animales analizados se muestran

en la tabla 3.

Tabla 3. Genotipos de los animales analizados.

Animal Genotipo

Duroc 1 LEPT LEPT
Landracel LEPT LEPT
Landrace 2 LEPT LEPT
Mamelladol | gpT | gpC
Mamellado?2 LEPT LEPT
Hibrido LEPT LEPC

Diferentes autores han encontrado, en general, una mayor frecuencia
del alelo T en diferentes razas. También se han evaluado posibles
asociaciones entre polimorfismos del gen LEP, entre ellos LEP-HinfI, y
caracteristicas de interés productivo en suinos. Las asociaciones que
se han establecidos entre los dos alelos (T y C) y genotipos con
caracteristicas de interés productivo son variables dependiendo de las
razas (Krenkova et al., 1999; Stratil et al., 1997).

En razas de cerdos locales Rumanos se encontrd una alta frecuencia
del alelo T (Mangalitsa T=1.00, Bazna T=0.97), el cual estaria
asociado al aumento de depdsito de grasa (Ciobanu et al., 2001).

Similares resultados en cuanto a frecuencias del alelo T y ausencia

del genotipo homocigota LEPC fueron reportados en cerdos hibridos

en Republica Checa (Krenkova et al., 1999). En nuestro trabajo la

frecuencia del alelo T fue alta (0.83), mientras que la del alelo C fue
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baja (0.16), no encontrdndose el genotipo homocigota Lep©.
Debemos considerar que sdlo se analizaron 6 animales.

Stratil et al. (1997), también encontraron altas frecuencias del alelo T
en diferentes razas Europeas (Large White, Landrace, Pietrain,
Hampshire, Black Pied Prestice y Czech Meat Pig), sin embargo, en la
raza Meishan sdlo encontraron el alelo C.

Jiang y Gibson (1999) encontraron una frecuencia relativamente alta
del alelo C en Large White y una posible asociacidon entre este alelo y
un menor espesor de tocino (grasa de lomo) en esta raza. En la raza
China Erhualian estos autores sélo detectaron al alelo C.

Urban et al. (2002) observaron una mayor frecuencia del alelo C en la
raza Duroc (0.35) y describieron una asociacion de dicho alelo con un
mayor incremento en peso promedio diario, mayor porcentaje de
carne magra y un menor espesor de tocino en esta raza. Dado que la
mutacion LEP-HinfI es silenciosa, estos autores proponen la probable
existencia de un desequilibrio de ligamiento con otra mutacion lo cual
explicaria las asociaciones significativas observadas. Kennes et al.
(2001), por otro lado, habian reportado una muy baja frecuencia del
alelo C en Duroc (0.09) y en las razas Landrace y Yorkshire y
obtuvieron resultados que relacionan un mayor incremento de peso
diario pero, en este caso, asociado con el genotipo TT en cerdos
Landrace.

Borges et al. (1998) sugirieron que el alelo C podria estar asociado
con la acumulacion de grasa ya que una mayor frecuencia del mismo
fue detectada en la raza brasilena Piau, la cual tiene una fuerte
tendencia a acumular grasa.

Los resultados obtenidos por estos autores son poco concluyentes ya
gue en algunos casos se asocia al alelo T con un mayor depdésito de
grasa (Mangalitsa, Bazna) y en otros casos se asocia al alelo C con

dicha caracteristica (Meishan, Piau).
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Kmiec et al. (2003) considerando la expresidon del gen LEP, la funcidn
de la proteina, el alto grado de homologia y la localizacién de los
receptores para la misma, sugieren que la leptina puede tener un
efecto en caracteristicas reproductivas en cerdos, mas
especificamente en el semen. Los resultados obtenidos por estos
autores sugieren que el polimorfismo LEP-Hinfl puede ser utilizado en
la mejora de algunas caracteristicas de funcionamiento reproductivo
en verracos (machos utilizados como reproductores), como
caracteristicas cuantitativas y cualitativas del semen (encontraron
una superioridad de los genotipos TT y TC frente al genotipo CC).

En conclusion, en el presente trabajo se observd la factibilidad de
analizar este polimorfismo debiendo aumentar el nUmero de cerdos
Mamellados a analizar para un posterior calculo de frecuencias
alélicas en esta raza local. Esto permitiria seguir aportando datos en
lo que respecta a la caracterizacidén de las razas suinas locales, como
el Mamellado. Como se menciono anteriormente, es poca la
informacion existente; también hay que tener en cuenta que dicha
informacion es necesaria para la implementacion de un programa de
conservacion, recordando que dos de los recursos genéticos locales
(Mamellado y Casco de Mula) se encuentran en estado critico, a
conservar.

Continuar con este estudio también seria relevante debido a que el
gen (LEP) influye sobre una caracteristica de importancia econdémica,
como es la calidad de carne. Considerando tanto la relevancia en
conservacion como en el aspecto econdmico, seria conveniente incluir
otros marcadores.

Finalmente, ademas de la importancia del estudio genético, también
habria que tener en cuenta la importancia social que tiene la cria de
cerdos en nuestro Pais como recurso econdmico en familias de

pequefos productores rurales y periurbanos.
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