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Estudios de caracterizacion genética en el cerdo Pampa Rocha:
1) Polimorfismo en el gen CRC1 (Receptor de ryanodina, SEP)
2) Microsatélites

3) Transcriptomica
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SINDROME DE ESTRES PORCINO (SEP)

Descrito por Topel et al., 1968. Hipertermia maligna.
¢Qué produce el SEP en los individuos afectados?
1) Muerte subita de los animales frente a situaciones estresantes:

2) Disminucidn en la calidad de la carne (carnes palidas, exudativas y blandas).

Pérdidas economicas
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Identificacion de la mutacion:

Fuji et al., 1991 identifican mutacién en el gen que codifica para el Receptor
de Ryanodina de tipo 1 (CRC1-RYR1):

Canal de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico (RS) del musculo esquelético, el cual
cuando es activado libera Ca?* desde el RS al citosol. Canalopatia

*Tomado de : Karp, G. 1995 Biologia Celular y Molecular, Ed. Me. Graw Hill, EU.
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Fragmento del gen CRC1 que contiene la mutacion:

CAATGGTGTGGCCGTGCGCTCCAACCAAGATCTCATT

}

T

sustitucion aminoacidica
arginina —> cisteina.

El gen presenta dos variantes alélicas asociadas a este sindrome:
alelo normal (N) dominante sobre el alelo mutado (n).

* NN: individuos normales
* Nn: portadores de la mutacion
* nn: individuos susceptibles al SEP
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Propagacion de la mutacion

En los ultimos 35 afos el objetivo del mejoramiento ha sido la selecciéon de cerdos
magros. A partir de la década del sesenta, se observé que los resultados de seleccion
iban unidos a una alta mortalidad por estrés (Hernandez et al., 2008).

Razas mas afectadas:

Pietrain Landrace Belga

La utilizacion de heterocigotas u homocigotas recesivos como reproductores, debido a su mayor
musculatura y menor contido graso, condujo a un aumento en la incidencia del sindrome.



http://www.viarural.cl/
http://www.unavarra.es/
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1) Andlisis de polimorfismo en el gen CRC1 en cerdos Pampa Rocha.

Primer forward 5’ =3’

16241 TEECCCCCCEATAT SO TTOCTTACATCTT T GAACTGT TT T CTAAAT ST CTAAT ST AAATC
15301 CARGCEECTECATATACACSCICCAGTTT ECCACAGET COTACCART CCOCCACTZAATTA
18361 ATTATTTCTAACCACCTCATETAT CEACAACAT AL T CEr O SAACAT GCACGTTEE
18421 TEACCOCCECNCAT CCAGAACCTCGTCTTEETCT COET GOT OT CECACT SACTC EECCT T
18481 TCACTCTTECCTCCCACTTCTCACCCCTTCCT CCOCETCTCTCOTTTCCT COTCT SOT SAT
18541 GCCCGEATCCCATCCCHCRCAGCCCCCTGOETCT CACCAGACCTTTCTCTTT GACCTTGAT
L, 158601 CToCCTrETGTCAT COCTEACCTTCCCGOT T TCACCACCTCTTOTCAGT CACATCCCCATT
PCR-RFLP y secuenciacion 1gas1 ToocacccTeeeaCATCATCOTTOTGEOTTCCCACCCT GEET CTTCCAT GEACCACACCD
N=16 Pampa Rocha 18721 TCCCCGCAACT CCCCT CACACCTT CACCT CT CACCT T CACCCCT ACGTGCTGEGATGTCOT
18781 GTGTTCCCTETGTGTEGTGCAATGETGTGGCCETRTGCICARCCARGATCTCATTACTGA
18841 GARCTTGCTCCCTGECCGYGAGCTTCTGCTGCRAGAL ARACCTCATCARCTATGTCACCAG
18901 GTOTEECCCCrCAANCTT TEACCCCAGACCT TACAACCCT COACCACCCOCEODTCD
18961 [AEAGACTCCACT CLGLET GAAT EGCCCTTCCT CCGT COCCCACCOCCGGACT TAATGOCAG
159021 TCOCCACCCCTETCET COTT CT OO CAGCTTGT CCCTCECTTOTTACTTCOT CT TACCCTTC

Primer reverse 3’25’

No se encontro la presencia del alelo mutante en la raza Pampa Rocha.
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Patron visualizado en los electroferogramas para los genotipos nn y NN
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'GGTGTGGCCGTGTGCTCCAACCAAG TGGTGTGGCCOGTGOGCTCCAACCAAGATCTCATT
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Estas técnicas permiten detectar de forma facil y rapida a individuos enfermos y portadores.
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porcines criolos o Estudios de caracterizacion genética en el cerdo Pampa Rocha: 2) Microsatélites

Marcadores Microsatélites

*Estudio de la variabilidad genética en especies domésticas.

* Recomendados por la FAO/ISAG.

* Estimacion de la diversidad genética dentro y entre razas.

*Secuencias de 1 a 6 pb repetidas en tandem e intercaladas al azar en el genoma.

*Herencia mendeliana y el polimorfismo se basa en la variabilidad del n? de
repetidos.
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Analisis mediante marcadores microsatélites:
* N=39 muestras de ADN de cerdos Pampa Rocha

* panel de 25 microsatélites (FAO/ISAG) http://www.user.gwdg.de/FAO/pig.htm)

CGA, S0068, S0355, SW24, S0101, SW632, SW911, S0215, SW936, S0225, S0226, S0227, S0228, SO0090, SW951,
S0178, S0005, S0026, S0386, IGF1, SW72, SW857, S0155, SW240, SO002

Genotipado: Secuenciacion automatica ABI PRISM 377 (Applied Biosystems)

Parametros analizados: N2 promedio de alelos, Contenido de informacion
polimdrfica (PIC), Heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad
observada (Ho), Estadistico Fis, Prueba de Equilibrio Hardy-Weinberg.

“Caracterizacion genética de los cerdos Pampa Rocha de Uruguay”
Lic. Maria del Carmen Montenegro

Tesis Maestria en Ciencias Bioldgicas-PEDECIBA

Tutor. Dra. Silvia Llambi
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Principales resultados obtenidos:

* Todos los loci estudiados resultaron polimarficos:

S0386 y S0002: 2 alelos/ S0068 y SW240: 10 alelos

Variabilidad
alta

v

*He 0.603 +0.199

variacion entre 0.030 (S0386) y 0.837 (CGA).

*Ho 0.583+0.208

variacion entre 0.031 (S0386) y 0.875 (S0005).

* FIS Multilocus: 0.0475 Bajo nivel de

endogamia

v

Variacion entre -0.115 (S0227) y 0.401 (S0002).

* 95.8 % de los marcadores en equilibrio HW

v

Poblacién
SW72: no se encuentra en equilibrio (p<0.01). homogeénea
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Estudio comparativo del Pampa Rocha con otras razas:

37 muestras de Pampa Rocha y 23 microsatélites
N=415 (Ibérico, Celta, Berkshire, Duroc, Landrace, Large White y Meshian).

Andlisis molecular de la varianza (AMOVA), Asignacién de individuos a clusters, Graficos
Distruct, Calculo de distancia genética Da (Nei et al., 1983) y elaboracion de
arboles, analisis factorial de correspondencia.
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PR: Pampa Rocha; IB: Ibérico
CL: Celta; BK: Berkshire

DC: Duroc; P: Pietrain,

LW: Large White;

LD: Landrace

MS: Meishan



Arbol construido con la distancia DA (Nei et al., 1983).
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Conclusiones

°Los cerdos Pampa Rocha presentan una alta diferenciacion genética y conforman un
grupo bien definido y diferenciado.

°Los diferentes analisis realizados no relacionan a los Pampa Rocha con los cerdos
ibéricos, de los cuales se supone que existe influencia debido al proceso histdrico que
han experimentado las razas criollas.

Tiempo de separacidn entre estos recursos, en donde la
deriva genética puede haber influido en la diferenciacion.

Aportes posteriores de otras razas: Meishan aparece mas
cercana en los analisis realizado
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Estudios de caracterizacidn genética en el cerdo Pampa Rocha:
3) Transcriptdmica (Proyecto de investigacidon en curso).

“Estudio del perfil de expresion génica en higado y musculo esquelético de
cerdos Pampa Rocha sometidos a diferentes dietas”

Proyecto de Doctorado (Doctorado en Ciencias Agrarias-Facultad de Agronomia-UdelaR)
Proyecto de Iniciacidon de CSIC

*Nutricién
*Analisis de la expresidon génica mediante secuenciacion del ARN (RNAseq).

*Calidad de carne



Seminario
Conservacion de
porcinos criollos e y
Colombiay Uruguay

Primera etapa: trabajo a campo-generacion de muestras
* Unidad de produccion de Cerdos-Centro regional Sur (FAgro).
* Tratamientos: dietas con diferente contenido lipidico.

Tratamiento 0: 0 % de afrechillo de arroz (grupo testigo).
Tratamiento 15: 15 % de afrechillo de arroz (mayor contenido lipidico).

* Sistema de cama profunda

* N= 16 animales (8 por tratamiento).
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Toma de la muestras:

1) Evaluacidon instrumental y bioquimica: muestras de musculo
esquelético (aprox. 2.5 cm de espesor y 8 cm de longitud).

pH, color (luminosidad, indice de rojo e indice de amarillo), pérdida de agua, terneza instrumental,

perfil de acidos grasos y contenido de grasa intramuscular.

2) Analisis transcriptomico: inmediatamente posterior a la faena, a
partir de higado y musculo esquelético (Longissimus dorsi).

Parametros productivos: Eficiencia de conversion, ganancia en peso,
consumo de racion.
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Segunda etapa: procesamiento de las muestras y analisis de los datos
(transcriptomica y analisis de calidad de carne):

* Extraccion de ARN
* Construccion de librerias y secuenciacion

* Analisis bioinformatico: Mapeo y ensamblado de los reads, Analisis de
expresion, Confirmacion de la expresion diferencial por RT-qPCR, Analisis de las
vias metabdlicas y/o procesos biolégicos afectados, Identificacion de genes
candidatos, nuevos transcriptos e isoformas.
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