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INTRODUCCION

EL COLOR DE LA CAPA

El color de la capa es un caracter sencillo en cuanto a su apreciacion en los
animales, cuyas diferencias se han utilizado tradicionalmente para la diferenciacion
entre individuos, razas o especies. A su vez, ha servido como sistema modelo para
entender aspectos basicos relevantes en la biologia del desarrollo de otros caracteres.

La supervivencia, incluyendo la adaptacion al medio (temperatura, exposiciéon al
sol, capacidad de atraccion hacia una presa, defensa ante un predador) y
reproducciéon (capacidad para atraer a una pareja reproductora), han favorecido las
diferencias de color de capa en las especies de animales silvestres. Pero, en los
animales domésticos un hecho fundamental en la variacién de los patrones de color,
han sido y son los criterios de seleccion segun las preferencias de los mejoradores.
Asi, uno de los criterios que tradicionalmente se valora en el establecimiento de las
razas animales es el color de la capa.

A pesar de su sencilla apreciacion, la base genética del color de la capa es
compleja, presentando aspectos cuantitativos y cualitativos. Se han descrito multiples
genes que lo influyen, tanto en la especie humana como en diversas especies
animales.

El raton y la rata son las principales especies objeto de estudio de la genética
del color de la capa. Recientemente se ha incluido el estudio en la especie humana
debido a su interés patolégico; y por otra parte el nimero de estudios moleculares
sobre la variacion del color en animales domésticos también se ha desarrollado
rapidamente.

Los primeros estudios sobre la genética del color de la capa en mamiferos se
realizaron durante la primera mitad del siglo XX por Wright (1918). A éste siguieron
otros trabajos, principalmente en porcino (Wentworth y Lush, 1923; Kosswing y
Ossent 1932, 1934 y Smith et al., 1939). En esta especie el mayor niimero de datos
experimentales ha sido aportado por Hetzer desde 1945 hasta 1954. Posteriormente,
se han realizado pocos estudios sobre la genética del color de la capa excepto los
trabajos de Searle en 1968 donde se discute la posible homologia entre los genes que
determinan el color de la capa en cerdo y otras especies de mamiferos; y de Ollivier y

Sellier en 1982 que publican una revision sobre la genética del cerdo donde se incluye
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un capitulo sobre el color de la capa. En este periodo de tiempo muchas de las
observaciones referentes al color de la capa han sido observaciones secundarias
derivadas de experimentos donde se estudiaba caracteres de interés econémico en
cerdo, tales como crecimiento, composicion de la canal y caracteres reproductivos.
Ademas, en estos trabajos el tamaiio de las muestras es reducido lo que no permite
establecer conclusiones precisas.

Recientemente se ha renovado el interés en este tema y se han producido
importantes avances en el conocimiento de la base molecular de este caracter
principalmente porque se considera que los genes que determinan el color de la capa
son posibles marcadores que pueden sumarse a otros existentes en problemas de

identificacion (Legault, 1998).

PATRONES DE COLOR EN EL CERDO
El color de la capa y pelo en cerdo han sido utilizados tradicionalmente como
criterio para el establecimiento de razas mas homogéneas en cuanto a su apariencia.
De acuerdo con Legault (1998), los patrones de color de la capa establecidos
en cerdo son:

, presente en jabali (Figura 1), se caracteriza por una banda
subterminal amarilla con pelo oscuro que va variando su intensidad dependiendo de la
region corporal. En el nacimiento muestran unas tiras longitudinales que gradualmente
van desapareciendo a lo largo de su vida. Esto también ocurre en algunas razas
domésticas, como en Mangalitza y Duroc. Este patron esta presente a muy baja

frecuencia en cerdo doméstico.
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Negro uniforme, es el patron de color madas comin en numerosas razas nativas
de China , como la raza Jiaxing y Vietham. Segrega a alta frecuencia en poblaciones
ibérica, africana y criolla caribefia. El tipo modelo lo presentan las razas Large Black

(Figura 2), French Gascon, German Cornwall y variedades negras de cerdo Ibérico.

Figura 2: Large Black

Colorado uniforme, es comin en poblaciones nativas mediterraneas, y en
poblaciones nativas americanas y africanas de origen Ibérico, sin embargo esta
ausente en razas asiaticas. Esta presente en las razas Duroc, Tamworth (Figura 3),

Minnesota e Ibérico (retinto, rubio y colorado).

A continuacién se describen los patrones de color en los que se da una mezcla

de pigmentacion:
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Domino, manchas negras, se le dio el término “domino” (Lauvergne y Canope, 1979)
por aparecer un gran nimero de manchas negras con un tamafo irregular y repartidas
por todo el cuerpo, excepto en las extremidades, cuello y extremo del rabo.
Generalmente ocurre cuando existe un fondo genético blanco, pero también puede
aparecer en un fondo genético colorado mezclado con blanco. Aparece en las razas
Spotted Poland China, Gloucester Old Spot, Pietrain (Figura 4), Polish Zlotnika y en

razas nativas de Europa central.

= S AR &~

. il 5
.‘. 1 b .l & .ﬁl N h \,‘

Moteado Dalmata, término que se emplea cuando aparece un gran nimero de
manchas negras pequeias en un fondo genético colorado, surge como consecuencia

de los cruces Piétrain x Duroc y Piétrain x Minnesota.

Piebaldismo negro y colorado, es un patrén opuesto al “domino”, presentando
unas pocas manchas negras o coloradas pero grandes, localizadas en principio en la
cabeza y en el lomo y manchas intermedias al final de la espalda. Puede aparecer
como una mancha negra con cabeza negra (como en las razas nativas francesas
Limousine y Vasca, y en sus cruces con las razas chinas Meishan y Jinhua), mancha
negra con marcas blancas en la cabeza, (como en razas chinas o Hereford), cincha
blanca, (como en Hamphsire (Figura 5), Essex y Wessex British con fondo genético
negro o como en Bavarian Landschwein con fondo genético colorado). Este ultimo
patron puede confundirse con otros patrones cuando el area blanca es grande como

en el caso de la raza china Jinhua.
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Negro con puntos blancos, es un patréon de capa negro uniforme a excepcién
de seis puntos blancos (morro, rabo y patas). Este patron aparece en las razas
Berkshire (Figura 6) y Poland-China, una excepcion es el caso de la raza Meishan que

so6lo tiene cuatro de estas manchas localizadas en las extremidades.

bR

El Gltimo patron corresponde a la inhibicion del pigmento:
Blanco, existen dos tipos, uno donde la piel es blanca, como es el caso de las
razas Large White, Landrace (Figura 7) y otras europeas; y blanco “sucio” con la piel

pigmentada como ocurre en la raza Mangalitza (Figura 8).
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igura 8: Mangalitza

Ocasionalmente han aparecido colores no habituales en la capa de algunos
cerdos: pelo sepia, capa color sepia con mezcla de bandas de pelo de color blanco y
oscuro, canoso (mezcla de pelo blancos y negros), color azul (pelo blanco sobre piel

negra) (Legault, 1998).

FISIOLOGIA DE LA PIGMENTACION DE LA CAPA

Existen dos aspectos fundamentales en la fisiologia de la pigmentacion de la
capa, por un lado la regulacién de la sintesis de los pigmentos y por otro el desarrollo
y distribucion de las células productoras de dichos pigmentos, los melanocitos.

El fenotipo albino existe tanto en aves como en reptiles y mamiferos,
incluyendo especies domésticas, y se caracteriza por la ausencia de pigmento en la
piel, pelo y ojos, pudiendo tener consecuencias negativas para su supervivencia,
llegando en algunos casos a ser letal. Este fenotipo puede ser consecuencia de dos
hechos diferentes, bien que no exista sintesis de pigmentos en los melanocitos, por
bloqueo en la ruta de sintesis del pigmento o bien que no existan melanocitos, por

bloqueo en el desarrollo/migracién de los mismos.

Regulacién de la sintesis de pigmentos:

Las células de la cresta neural en el embrién son el origen de los melanocitos,
células responsables de la sintesis de los pigmentos que dan el color de la capa y el
pelo.

El pigmento responsable de la coloracion de la capa y pelo en mamiferos es la

melanina. La melanina (de mélas, negro) es un pigmento intracelular, que al



INTRODUCCION

microscopio de luz se presenta en forma de pequefios granulos. El color varia del
amarillo al negro.

Las principales funciones de la melanina son dos, por un lado la proteccién
frente a radiaciones, particularmente radiaciéon ultravioleta y por otro lado el poder de
captacién de radicales citotoxicos. Ademas, los melanoblastos (células precursoras de
los melanocitos), participan en la inducciéon de la diferenciacion de ciertos tipos
celulares (neuronas sensoriales y simpaticas, células cromafines de la médula adrenal,
glia y células de Schwann).

Los melanocitos se originan en la cresta neural, de la cual, en forma de
melanoblastos migran a tres sitios: a la piel (epidermis y bulbos pilosos), al ojo
(coroides, iris y retina) y a la membrana aracnoides (membrana que envuelve el
encéfalo y médula espinal).

La melanina se produce en los melanosomas (orgadnulos celulares
especializados), a partir de la tirosina. En el proceso de biosintesis (Figura 9), la
reaccion critica es la conversion de la tirosina en DOPA (3,4-hidroxifenilalanina) por
hidroxilacién, paso que es catalizado por la enzima tirosinasa. Esta reaccién es muy
lenta en ausencia de esta enzima.

El melanosoma pasa por diversos estadios a lo largo de la cadena de
reacciones que terminan generando la melanina (melanosoma IV). Los melanocitos
secretan los granulos de melanina, que son fagocitados por los queranocitos, que los
degradan y redistribuyen. La melanina también es transferida a la dermis, donde es
captada por macréfagos (melanofagos).

Quimicamente hay dos tipos basicos de melanina: la eumelanina, (marrén -
negra), y la phaeomelanina, (amarilla — rojiza). La sintesis de esta ultima depende
principalmente de la presencia de grupos sulfidrilos después de la produccién de
dopaquinona.

Por tanto el color de la capa depende fundamentalmente del tipo de melanina y
de la cantidad y distribucion de los corpuisculos de melanina en las capas

superficiales de la epidermis.
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El principal sistema regulador conocido de sintesis de pigmentos es la
interaccion molecular entre el receptor de la melanocortina o receptor de la hormona
estimulante de los melanocitos (MC1R o MSH-R ), la proteina G acoplada y la proteina
Agouti. La uniéon de la hormona estimulante de melanocitos (MSH) al MC1R estimula
al enzima tirosinasa que a su vez eleva los niveles de AMPc y lleva a la activacion de
una cascada de protein-quinasas dependientes de AMPc, favoreciendo la ruta
metabdlica de sintesis de eumelanina (pigmento negro-marrén), mientras que la union
del péptido antagonista Agouti, secretado por células adyacentes a los melanocitos,
inhibe la sefal de transduccion, por bloqueo de la accion melanocortina del MC1R, y
se ve favorecida la ruta alternativa de sintesis de phaeomelanina (pigmento rojo-

amarillo).

La migracion y diferenciacion de los melanoblastos en melanocitos son los
factores responsables de los fenotipos moteado y cinchado que aparecen en muchas
especies de mamiferos.

Las células de la cresta neural en el embriéon sufren una migraciéon dorsolateral
y tras formarse la epidermis se diferencian los melanocitos, proliferan y son

estimulados para la melanizacién.
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La funcién del receptor tirosinasa es la transduccién de las sefales
extracelulares asociadas a la proliferacion celular, supervivencia y diferenciacién de
los melanocitos y sus precursores, de forma que alteraciones en esta proteina o en
enzimas reguladoras pueden generar deficiencias en la migracién y/o maduracién de
los melanocitos. Este receptor, denominado c-kit, juega por tanto un papel muy
importante junto con su ligando en patrones de color anormales, afectando a la

supervivencia de los melanocitos.

Los patrones de color de capa en los que aparece una o varias manchas
también pueden surgir como consecuencia de un proceso de reversion somatica. Este
fenémeno consiste en la recuperacion de genotipo silvestre para determinado gen en

una célula somatica precursora (Kijas et al., 2001).

En la ruta metabdlica de biosintesis y distribucion de pigmentos hay implicados
muiltiples factores de transcripciéon (factor de transcripcion SP1, MITF), proteinas
relacionadas con la tirosinasa (TRP-1 y TRP-2), protein-quinasas activadas por el
aumento de AMPc intracelular (proteina P, producto del gen Pink), o proteinas que

facilitan las interacciones proteicas (atractinas).

GENETICA DEL COLOR DE LA CAPA

ESTRATEGIAS DE ANALISIS

Los estudios clasicos del color de la capa se basan en el analisis de la
segregacion de cruces experimentales como se muestra en la Figura 10. Para ello se
analiza la segregacion fenotipica obtenida en el cruzamiento de lineas que presentan
fenotipos extremos para este caracter de forma que se establecen los posibles loci
que regularian este caracter y sus alelos.

Un ejemplo son los trabajos de Bidanel et al. (1989) y Legault (1998) donde

establecen el alelismo existente entre E y E” (locus Extension), al observar el fenotipo
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de la descendencia obtenida en cruces entre las razas Meishan, Large White y

Pietrain.

Figura 10: Patrones de color de capa en algunas razas puras y sus cruces.
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En el estudio de caracteres de importancia econémica en animales se asume un
modelo en el que estos caracteres estan controlados por un nimero infinito de genes
cada uno con un efecto infinitesimal. Esta asuncién permite explicar la variacién
continua de este caracter como consecuencia del efecto acumulativo de muchos
genes mendelianos cada uno con un efecto pequefio sobre el caracter y del efecto
ambiental. Estos genes son los denominados QTL (Quantitative Trait Loci).

El color de la capa puede ser tratado como un caracter cuantitativo, es decir,
con variacidon continua, al ser medido como cantidad y distribucion de pigmento y
pueden, por tanto, realizarse estudios de deteccion de QTL para determinar la posicion
de los loci relacionados con estos caracteres.

La estrategia seguida consiste en provocar la segregacion de los genes que
influyen en los caracteres de interés y de una serie de marcadores moleculares

(secuencias de ADN polimérficas que indican posiciones especificas del genoma), en
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cruces en los que existe un desequilibrio de ligamiento entre los marcadores y los
QTL, para detectar asociaciones estadisticas entre el valor del caracter y el genotipo
del marcador. La existencia de asociaciones significativas entre la herencia de una
region cromosOmica y la variacion del caracter, indicaria por tanto que en esa region
debera existir un gen o varios genes que afecten a la variacién de dicho caracter.

Asi, en una publicacion reciente (Hirooka et al. 2002), en el analisis de un
cruce entre la raza Meishan y lineas porcinas comerciales holandesas, se determina la
existencia de dos QTL para el caracter color de capa en los cromosomas 6 y 8.
También se detecta un QTL adicional en el cromosoma 5 que afectaria
exclusivamente al color blanco y dos nuevos QTL que afectarian al color negro en el
cromosoma 2.

Esta estrategia conduce a la localizaciéon de regiones cromosémicas donde se
supone la existencia de un gen o genes que afectan a la variacién de un caracter, pero

no a la identificacion del gen en particular.

Gen candidato biolégico para el caracter color de la capa es aquel cuya funcién
biolégica puede relacionarse con la fisiologia de este caracter.

Gen candidato posicional para el caracter color de la capa es aquel que por su
supuesta localizacién puede ser responsable de la variacion fenotipica observada en
este caracter, en base a resultados de estudios previos de deteccién de QTL.

La estrategia del gen candidato consiste en centrar el trabajo en aquellos genes
conocidos y cuya funcion biolégica esta relacionada con el caracter color de la capa y
por tanto hace sospechar que su variacién genética puede ser la causa de las distintos
patrones de color o de alguno de sus aspectos (distribucidon o tipo de pigmento). Esta
estrategia puede hacer uso de la informacion derivada del mapa genético de la especie
en estudio (porcino) o bien de los analisis gendmicos de especies modelo (humano y

raton), mediante el mapeo comparativo.

El mapeo comparativo se basa en la observacion de que los genes y su

organizacion dentro de los cromosomas en grupos de genes estrechamente ligados en
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unas especies tienden a estarlo en otras y la probabilidad de que el ligamiento o
sintenia se conserve o se rompa depende de las reordenaciones cromosdémicas que se
produjesen durante la divergencia de las especies, es decir, durante la evolucion
(Nadeau, 1998).

Las especies mas relacionadas generalmente presentan un mayor grado de
conservacion gendémica, de forma que se puede establecer la localizacion
cromosémica de genes homodlogos en distintas especies, pudiendo identificar y
alinear los segmentos cromosémicos correspondientes.

Los mapas cromosémicos permiten encontrar posibles genes candidatos a
partir de genes ya descritos en otras especies, principalmente humano, por lo que el
progreso llevado a cabo en el andlisis del genoma humano proporciona una importante

fuente de informacion para el estudio genético en especies domésticas.

Andlisis de la secuencia nucleotidica/aminoacidica del gen candidato

Al analizar un gen candidato para determinado caracter se busca qué posibles
mutaciones en la secuencia de éste podrian ser las responsables de la aparicion de
determinado fenotipo, por la implicacion que esta mutacion pueda tener en la
fisiologia de la proteina que codifica.

Tanto las mutaciones puntuales como las grandes mutaciones tipo
sustituciones, delecciones, inserciones o duplicaciones en un determinado gen
(incluyendo regiones promotoras y reguladoras), pueden generar un cambio en la
composicion aminoacidica de la proteina, provocar fenémenos de splicing alternativo,
o bien originar la aparicion de codon stop, provocando cambios en la estructura y
funcionalidad de la proteina, lo cual puede tener un papel importante o fundamental
en el proceso fisiolégico en el que participa.

Este tipo de estrategia consiste por lo tanto en la bisqueda de polimorfismos
en la secuencia nucleotidica de un gen candidato. Puede tratarse de un gen ya
localizado y caracterizado total o parcialmente, o bien de un gen no descrito
anteriormente en la especie objeto de estudio pero descrita en especies préximas.

Cuando se analiza un gen ya descrito anteriormente el procedimiento habitual

consiste en buscar mediante secuenciacion de ADN nuevas mutaciones que puedan
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estar asociadas al fenotipo que presenten las muestras disponibles, o bien analizar las
mutaciones ya descritas y determinar la asociaciéon, si es que existe, con el caracter
estudiado.

Cuando se analiza un gen no descrito en la especie a estudiar, el primer paso
consiste en recurrir al mapeo comparativo, de forma que partiendo de la secuencia
nucleotidica del gen en otra especie se puede llegar a secuenciar este gen, por la
generacion de oligonucledtidos degenerados o por la busqueda de regiones
conservadas, y realizar un analisis comparativo posterior y determinar su localizacion.
De esta forma Kim et al. (2000) realizan la caracterizacién de un fragmento del gen
Agouti en cerdo, mediante el disefio de oligonucleétidos en las regiones mas
conservadas entre las secuencias del gen disponibles en ratén y vaca. Everts et al.
(2000) siguen la misma estrategia para la caracterizacion completa del gen MC7TR
canino, usando oligonucleé6tidos basados en la secuencia del gen disponible en zorro.

Un aspecto fundamental en la caracterizacién de un nuevo gen en determinada
especie es su localizacion fisica y genética, basada en técnicas moleculares,

citogenéticas o de andlisis de ligamiento.

GENES MAYORES IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA SINTEISIS DE PIGMENTOS
Extension y Agouti son los principales loci que regulan el proceso de biosintesis
de estos pigmentos. Estos loci, descritos en los afos 70, codifican para el receptor de

la melanocortina y para su antagonista, la proteina Agouti, respectivamente.

En todas las especies de animales domésticos la sintesis del pigmento negro
dominante esta asociado con el locus Extension. Se han propuesto diferentes alelos
para este locus, por analisis de segregacion de patrones de color de la capa, y en los
ultimos afos se ha tratado de identificar las mutaciones responsables no sélo del
color negro dominante, sino también responsables de los patrones de color de capa
marrén, colorado, negro y blanco.

En el locus Extension hay un gran numero de alelos descritos molecularmente

tanto en humano como en ratén (Robbins et al. 1993) y en especies domésticas,
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principalmente en vacuno (Klungland et al. 1995), caballo (Marklund et el. 1996),
perro (Newton et al. 2000) y gallina (Takeuchi et al. 1996). Estos alelos se
caracterizan por diferentes polimorfismos, incluyendo sustituciones de un solo
nucleétido, delecciones e inserciones de uno o mas nucleétidos. Este gen se localiza
en el cromosoma 16q24.3 humano, en el cromosoma 8 de ratén y en ganado vacuno
se ha localizado en el cromosoma 16.

Los estudios clasicos del color de la capa en porcino se basan en el andlisis de
la segregacion de cruces experimentales, es decir, el analisis de la segregacion
obtenida en cruzamientos entre razas que presentan fenotipos diferentes tanto para
el color de la capa como para la distribucion de los pigmentos. De esta forma se
estableciéo la nomenclatura de Hetzer (1945) para el locus Extension, sugiriéndose la
presencia de cuatro alelos, el alelo E* que corresponde al alelo silvestre, el alelo E
designado para el fenotipo negro dominante, el alelo £” para el fenotipo en el que
aparecian manchas negras y el alelo e para el fenotipo colorado uniforme. El alelismo
existente se confirmd por el andlisis de segregacién de cruces experimentales (razas
implicadas en los cruzamientos en la tabla 1) y se determiné el orden de dominancia
E/E’le. Por otro lado Kosswig y Ossent (1931) distinguen entre el negro
correspondiente al alelo E presente en Large Black y negro dominante (Tabla 2),
correspondiente a un nuevo alelo denominado E° presente en Hampshire,

estableciendo el orden de dominancia E%/E/E"/e.

Tabla 1: Alelos descritos por andlisis de segregacion para el locus Extension (Hetzer)

Hetzer (1945) Fenotipo Razas implicadas en los cruces | Autores del andlisis de los cruces
Hampshire Bavarian  Duroc Kronacher, 1942
E negro uniforme Cornwall Minnesota Bushnell, 1943

Rempel y Marshall, 1946

E manchas negras Berkshire Large Black Cornwall | Carr-Saunders, 1922
Kosswig y Ossent, 1931

) Meishan Piétrain Large White |Hezter, 1945
E uniforme colorado Poland-China Berkshire
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Tabla 2: Diferenciacion de los alelos determinantes del color para el locus Extension

Kosswig y Ossent (1931)

E¢ negro dominante

Razas
Cornwall Large Black

Hannover-Breunschweig ~ Hampshire

El gen MC1R fue analizado molecularmente como gen candidato para el locus

Extension en cerdo, confirmandose su equivalencia (Kijas et al. 1998). Esto fue

previamente sugerido en el trabajo de Mariani et al. (1996) donde se localizaba al

locus MC7R en el brazo corto del cromosoma 6 de cerdo (Figura 11) y compartia

homologia con el locus Extension en ratéon y vacuno. Esta informacién permitio

establecer que éste era el gen para el receptor de la hormona estimulante de

melanocito (MSHR).

Figura 11: Mapas de ligamiento y citogenéticos del SSC6
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El gen MC1R porcino esta constituido por un Gnico exén de 950 pb y codifica
una proteina de 320 aminoacidos que contiene 7 dominios transmembrana
imprescindibles en su funcién melanocortina.

En un primer estudio molecular en porcino (Kijas et al. 1998) se analiz6 un
fragmento de 758 pb del exén, a través de amplificacion por PCR y secuenciacién, en
animales representativos de patrones de color silvestre (Jabali europeo), negro (Large
Black y Meishan), blanco (Large White), colorado (Duroc), blanco con manchas negras
(Pietrain) y negro con manchas blancas (Hampshire); encontrando cuatro alelos
distintos (Tabla 3) correspondientes a los cuatro descritos para el locus Extension.

Alelo MC7R*1, corresponde a la secuencia del jabali europeo, necesaria para la
expresion del color silvestre, tomada como referencia.

Alelo MC71R*2, presenta cuatro mutaciones respecto a la secuencia silvestre,
dos de ellas no producen ninguna alteraciéon en la secuencia aminoacidica, localizadas
en los tripletes 118 y 240 del gen. La mutacién localizada en posicién 92, V92M,
produce un cambio de Valina a Metionina, aunque no se relaciona con ningiin cambio
en la funcionalidad de la proteina. Sin embargo, la mutacién localizada en posicion 99
de la secuencia (L99P) provoca una sustitucion de una Leucina por Prolina, cambio
que sucede en otras especies de mamiferos, provocando una activacién constitutiva
del receptor lo que lleva a la sintesis de eumelanina, que resulta en el color negro de
la capa.

Alelo MC17R*3 contiene una mutacion respecto a la secuencia silvestre, en el
triplete 121 del gen, D121N, produciendo un cambio aminoacidico de acido Aspartico
a Asparagina. Esta ruptura en la unién por puentes de hidrégeno entre los residuos de
aspartico hace que sélo este presente la forma activa del receptor.

Alelo MC71R*4 presenta dos mutaciones respecto a la secuencia silvestre,
A161V y A240T. Ambas conllevan cambio aminoacidico y aunque no se han realizado
estudios funcionales, Kijas et al. (1998) proponen esta segunda mutacién como
candidata para provocar la inactivacion del receptor, basandose en el hecho de que
ésta se localiza en el dominio transmembrana 6, altamente conservado en muchas

especies de mamiferos.
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Por otro lado, respecto a la asociacion de los alelos encontrados en el gen
MC1R y los descritos para el locus Extension (Tabla 4), los autores propusieron que el
alelo MC1R*1 seria el asignado para el alelo E* del locus Extension, el alelo MCTR*4
para el alelo e y dentro del fenotipo negro dominante se proponen dos alelos, el alelo
E”" y E”?, que se corresponden con los alelos MCTR*2 y MC1R*3, respectivamente.
Este ultimo seria compartido con E”, concluyendo que deberia de existir otra mutacién

causante de este fenotipo manchado localizada en otra posicion del exon.

Tabla 3 : Mutaciones detectadas en el andlisis de la secuencia de 758 pb del exon del
gen MCIR (Kijas et al., 1998)

codon 92 99 118 119 120 121 161 239 240
MC1R*1 GTG CTG6 AAT GTC ATG GAC 6GC6 GGC GCG
MCIR*2 ATG CC6 AAC GTC ATG GAC 6GC6 GGC GCA
MCIR*3 6TG CT6 AAT GTC ATG AAC 6C6 6G6C GCG
MCIR*4 6TG CT6 AAT 6TC ATG GAC 6GTG6 6GC ACG

Tabla 4 : Alelos descritos para el Locus Extension y sus correspondientes en el gen MCIR
en las distintas razas porcinas analizadas (Kijas et al., 1998)

Alelo MCIR Alelo Extension Fenotipo Animales
MCIR*1 E Silvestre Jabali europeo
MCIR*2 g™ Negro Meishan

Negro manchas blancas
ED? Hamsphire
MCIR*3
EP Pietrain/Large White
Blanco manchas negras /Blanco
MC1R*4 e Colorado Duroc

Un trabajo posterior (Giuffra et al. 2000), con el objetivo de establecer
relaciones filogenéticas entre diversas razas porcinas, describié en jabali japonés la

presencia de un nuevo alelo para el gen MC7R, que contiene una mutacion
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compartida con el alelo MC7R*2 y no produce ningin cambio en la secuencia

aminoacidica, denominado MC7R*5 (Tabla b).

Tabla 5 : Nueva mutacion descrita para el alelo MCIR*5, comparada con los alelos
MCIR1 y MCIR*2 (Giuffra et al., 2000)

codon 92 99 118 119 120 121 161 239 240

Jabali europeo MCIR1 6T6 CT6 AAT 6GTC ATG GAC GC6 GGC 6GCG6
Meishan/Large Black MCIR2 ATG CC6 AAC 6TC ATG GAC 6GC6 GGC GCA
Jabali japonés MCIR*5 GTG CT6 AAC GTC ATG GAC 6C6 GGC GC6

Posteriomente Kijas et al. (2001) realizaron un trabajo en el que analizaron por
PCR y posterior secuenciacion toda la secuencia del exén del gen MC7R, en distintas
razas porcinas, incluyendo fenotipo silvestre (jabali japonés, jabali europeo), negro
(Meishan y Berkshire), blanco (Yorkshire y Landrace), colorado (Duroc, Tamworth),
negro con cincha blanca (Hampshire), blanco con manchas negras (Pietrain y
Gloucester Old Spot), colorado con manchas negras (Linderdd) y colorado con cincha
blanca (Hereford).

En este trabajo se describe la existencia de un nuevo alelo, MC7R*6, en
animales de las razas coloradas Tamworth y Hereford, blancas Landrace y Yorkshire y
moteadas Pietrain y Gloucester Old Spot, que resulta de la insercién de 2 citosinas en
el nucleétido 67, nt67insCC, lo que provoca la aparicion de un codon stop que impide
la sintesis del receptor, por lo que sélo existe sintesis del pigmento phaeomelanina,
dando el color colorado o blanco a estas razas, sin embargo este fenémeno no
determina el fenotipo manchado.

En este mismo trabajo describen como en animales con manchas negras, que
presentan esta insercion en homocigosis, al analizar el ARN extraido de piel de estas
regiones manchadas, se observa que se ha producido una reversién somatica, de
forma que se ha eliminado esta insercion y se ha restablecido el fenotipo con color.
Por otro lado, el andlisis de ARN de piel de Berkshire (capa negra uniforme) que

también presenta un genotipo con la insercion en homocigosis, muestra reversion
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somatica, y es debido a fendmenos de seleccion el hecho de que el fenotipo con
manchas se haya extendido hasta llegar a ser negro uniforme.

Estos trabajos han aportado una informacion relevante sobre el papel de las
mutaciones detectadas en el gen MCT7R en el determinismo del color de la capa en

cerdo.

El locus Agouti tiene una organizacion gendmica mas compleja, estando
constituido por cuatro exones de los cuales solo tres de ellos son codificantes. Hay
descritos miuiltiples alelos dominantes, codominantes y recesivos para este locus en
raton (Bultman et al., 1992; 1994; Siracusa, 1991; 1994; Michaud et al., 1994;
Hustad et al., 1995) y humano (Kwon et al., 1994), incluyéndose grandes
inserciones, delecciones y aparicion de exones adicionales que conllevan a la
formacién de transcritos alternativos. Para otras especies domésticas no hay descrito
previamente ningun polimorfismo.

Aparte de su relacion con la pigmentaciéon, otros efectos asociados a este
locus en ratén son la obesidad, diabetes e incremento en la susceptibilidad tumoral,
como consecuencia de la expresion ectdpica de la proteina Agouti que puede actuar
como antagonista del receptor de la melanocortina hipotaldmica (MIC3R y MCA4R),
(Fan et al.; 1997).

Este gen ha sido localizado en el cromosoma 20 en la especie humana, en
ratén se ha localizado en el cromosoma 2 y su homélogo ovino en el cromosoma 13.

El gen Agouti porcino ha sido recientemente localizado y caracterizado en
porcino, (Leeb et al. 2000). Se ha localizado en el brazo largo del cromosoma 17
(g21-g23) (Figura 12) y se han descrito cuatro exones, el primero con un tamaifio de
92 pb y no codificante, los otros tres codificantes con tamafios de 170 pb, 59 pb y

177 pb, respectivamente.
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Figura 12: Mapa citogenético del SSC17
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El analisis de la secuencia del gen en las razas German Landrace, German
Large White, Pietrain, Angler Saddleback, Duroc, Bunte Bentheimar y jabali a través
de PCR y secuenciacion ha permitido detectar tres polimorfismos localizados en
regiones no codificantes del gen (Tabla 6). Una de ellas produce un cambio en el
tamano de la cola de poli-C, en el intron uno, y las otras dos constituyen
polimorfismos de un sélo nucleétido (SNPs). Los autores no establecen ningun

significado funcional ni relacion con patrones de color (Leeb et al., 2000).

Tabla 6: Posiciones polimorficas detectadas para el gen Agouti

Localizacidn Posicién Polimorfismo
intrén 1 399 Co— Cy
intrén 1 1107 A— G

exon 4(3°-UTR) 6128 T—>c¢

Hasta el momento no se ha detectado ninguna mutacién en este gen

responsable de ningiin cambio en los patrones del color en porcino.
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Un tipo de albinismo que se presenta en ratén y humano es el denominado
albinismo tirosinasa positivo o albinismo oculocutaneo tipo Il (OCA2), de herencia
recesiva. Este se debe a determinadas mutaciones en el gen Pink (P) (Kerr et al.,
2000).

El gen P ha sido localizado y caracterizado en la especie humana, (Lee et al.,
1995) y en raton (Rinchik et al., 1993). Este gen ha sido localizado en el cromosoma
15 humano y su homoélogo en ratén esta localizado en el cromosoma 7.

En la especie humana este gen esta constituido por 25 exones, el primero de
los cuales no es codificante. El producto de este gen es una proteina transportadora
integra de membrana del melanocito que contiene 12 dominios transmembrana y se le
atribuye la funcion de estabilizar el complejo multiproteico necesario para la
biosintesis de la eumelanina.

Determinadas mutaciones en este locus provocan una reduccién en la
deposicion de eumelanina (Lamoreux et al, 1995), pues este locus codifica para una
de las enzimas que se activarian cuando se produce el aumento de AMPc provocado
por la accion de MC1R.

Se han descrito multiples mutaciones en la secuencia de este gen, desde
mutaciones puntuales hasta fenémenos de splicing alternativo del exén 19 que
podrian relacionarse con el albinismo oculocutaneo tipo Il (OCA2) (Oetting et al.,
1998), forma mas comun de albinismo oculocutaneo, correspondiente a
aproximadamente a un 50% de los casos existentes (Newton et al., 2001)

Recientemente se ha establecido la existencia de asociacion entre la
interaccion de los genes MCT7R y P para determinar la variacion interindividual en los
patrones de color de la piel en poblaciones humanas estudiadas de China (Akey et al.,
2001).

En porcino este gen no esta localizado ni caracterizado molecularmente. Por
otro lado, aun no se ha establecido homologia entre la region del cromosoma 15
humano donde esta localizado este gen con ninguna regién cromosémica porcina

(Figura 13).
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No se ha establecido
homologia con cerdo

Este gen codifica para el receptor del factor de crecimiento celular “mast/stell”
(MGF), imprescindible en el proceso de distribucién y supervivencia de los
melanocitos.

Los primeros estudios genéticos relativos a la distribuciéon del color en la capa
se realizaron en la especie bovina. Asi, el fenotipo moteado fue localizado en esta
especie en el cromosoma 6 y se establecié una accion dominante incompleta del locus
Spotted (Grosz et al., 1999). Por otro lado, se localizé un QTL para este caracter en el
cromosoma 6 (Reinsch et al., 1999) donde se localiza el gen K/T, sugiriéndose la
relacion de este aspecto cuantitativo del color con posibles variantes del gen K/T.

Este gen tiene una estructura compleja, esta constituido por 21 exones. Ha
sido localizado en la especie humana en el cromosoma 4, su homdélogo en ratén en el
cromosoma 5 y en cerdo en el cromosoma 8.

Como se menciona anteriormente el patron de color de capa es un caracter en
el que se basa la formacion de miiltiples razas y poblaciones porcinas, asi la
preferencia por el color de capa blanco en cerdos comerciales puede datarse desde la
época medieval en Europa (Wiseman et al., 1986).

La dominancia del color blanco en cerdo fue determinada por Spillman en 1907

y en estudios moleculares mas recientes se ha determinado que este fenotipo viene

22



INTRODUCCION

determinado por un gen autosémico dominante denominado /, por inhibir el color de la
capa (Ollivier y Sellier, 1982). De esta forma se establecié la existencia de dos alelos,
el alelo / que estaria presente en homocigosis en las razas de color de capa blanca y el
alelo /i presente en homocigosis en razas coloreadas (negras y coloradas).
Posteriormente Hetzer en 1948 propone la existencia de un nuevo alelo, F, presente
en individuos con fenotipo ruano, canoso, con mezcla de pelo blanco y negro,
observado en cruces de Landrace y Hampshire. Mas tarde, Johansson WMoller et al.
(1992) postula un cuarto alelo F(Patch), de fenotipo manchado, parcialmente
dominante.

Johansson Moller et al. (1996) determinan mediante analisis moleculares en un
cruce de jabali con Large White que el color de capa en cerdo esta regulado por el
protooncogen K/T y proponen este gen como candidato para determinar el fenotipo
blanco. Este fenotipo estaria asociado a una duplicacién del gen K/T, es decir,
aquellos individuos que presentan color de capa blanco presentan una duplicacién del
gen KI/T, correspondiendo al alelo / mientras que el gen sin la duplicacién
corresponderia al alelo /i, presente en los individuos coloreados. Por otro lado,
determinan que el alelo /# también esta asociado a una duplicacién del gen.

En un trabajo posterior Marklund et al. (1998) analizaron la secuencia del gen
KIT en animales con capa blanca, negra, colorada y manchada. Estos autores
describieron la presencia de una mutacion en el duplicado del gen (una sustitucién de
Guanina por Adenina en el primer nucleétido del intrén 17) que provocaria splicing
alternativo y produciria una disminuciéon en la actividad tirosinquinasa generando el
fenotipo manchado.

Giuffra et al. (1999) analizan el fenotipo denominado “Belt”, cinchado, en las
razas Hampshire (cinchado) y Pietrain (no cinchado), demostrando que el alelo
responsable de este fenotipo mapea en la regién centromérica del cromosoma 8 de
cerdo, coincidiendo en posiciéon con el gen K/T y determinan la existencia de un nuevo
alelo, P. Por otro lado, encuentran una cosegregaciéon completa entre el fenotipo Belt
y una mutacién de un sélo nucleétido detectado en el gen K/T (una sustitucion de una

Timina por Citosina en posicion 2678 del exén 19). Estos autores concluyen que no

23



INTRODUCCION

se trata de la mutacién causal y determinan que este alelo no se corresponde con
duplicacién del gen.

Posteriormente Pielberg et al. (2002) describen la existencia de dos nuevos
alelos /* e . Ambos alelos del locus K/T generan el fenotipo dominantemente blanco y
estan constituidos por una triplicacién del gen. Concretamente describen el alelo /*
como una triplicacion del gen, donde una de las copias muestra la mutacion en el
primer nucledtido del intrén 17. Este alelo fue detectado en animales pertenecientes a
la raza Large White. Por otra parte, el alelo /° es descrito como una triplicacién del gen
pero en este caso dos copias del mismo portan la mutacién en el intrén 17, este alelo
también es detectado en animales de la raza Large White. Por tanto, concluyen que
existe una elevada diversidad alélica en el locus KI/T (Tabla 7) que causa el color
dominantemente blanco en cerdo doméstico y que probablemente la interaccion de los
loci Extension y KIT sea la responsable de los distintos patrones de color.

En un trabajo reciente (Giuffra et al., 2002) se describe que la causa de estas

duplicaciones es la recombinacion entre los elementos LINE que flanquean el gen K/T.

Tabla 7: Descripcion de los alelos del locus KIT, segin el n® de copias del gen y mutaciones

Alelos Correspondencia con gen KIT
I KIT*1/KIT*1
12 KIT*1/KIT*1/KIT*2
I3 KIT*1/KIT*2/KIT*2
i KIT*1
I°f KIT*1/KIT*2
I® KIT*3
1¢ ¢é?

KIT*1: copia del gen KIT
KIT*2: copia del gen KITportadora de la sustitucién 6— A intrén 17
KIT*3: copia del gen KIT portadora de la sustitucion T— C exén 19
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Se han propuesto mas de 100 genes diferentes que pueden participar como
loci modificadores en el proceso de regulacion de sintesis de pigmentos. Entre ellos

pueden resultar especialmente importantes los loci:

Equivalente al gen TYRP7 (proteina relacionada con la tirosinasa 1), forma
parte de la familia de genes de las proteinas relacionadas con la tirosinasa (TYR). La
proteina que codifica cataliza la polimerizacion de la melanina. Este gen ha sido
relacionado con fendmenos de hipopigmentacion, y determinadas mutaciones
producen albinismo en la especie humana, denominado albinismo oculocutaneo tipo
lll (OCA3) (Boissy et al. 1996).

Este gen ha sido analizado molecularmente en la especie humana (Murty et al.,
1992; Box et al., 1998; Kobayashi et al., 1998), en ratén (Bell et al., 1995) y en
caballo (Rieder et al. 2001), en este ultimo sin encontrar ninguna asociacion con los
patrones de color. El locus TYRP7 ha sido localizado en la especie humana en el
cromosoma 9 (p23), su homdlogo en ratén en el cromosoma 4 y en caballo en el
cromosoma 23.

En porcino no esta localizado ni caracterizado molecularmente. Por homologia

se deduce su localizacién en el brazo largo del cromosoma 1.

Este locus codifica para la proteina tirosinasa, imprescindible en el proceso de
melanogénesis.

En ratén y humano se conocen numerosas mutaciones para el locus tirosinasa
responsables de cierto tipo de albinismo, albinismo oculocutaneo tipo | (OCA1)
(Tripathi et al., 1992; Rinchik et al., 1993 Beermann et al., 1990), también
denominado albinismo tirosinasa negativo. Algunos ensayos sugieren que este tipo de
albinismo se da por bloqueo en la conversion de la tirosina en DOPA, paso que es
catalizado por la tirosinasa (Rowett and Fleet, 1993).

Las mutaciones detectadas en este locus comprenden desde mutaciones

puntuales hasta grandes delecciones, como ocurre en ratén, en el que causan en
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homocigosis la muerte, ya que llevan consigo la inactivacion de genes ligados (Juriloff
et al., 1994; Rinchik et al., 1993). El locus Tirosinasa ha sido localizado en el
cromosoma 11 humano, su homélogo en ratén esta localizado en el cromosoma 7 y
en vacuno en el cromosoma 29.

El locus Tirosinasa ha sido localizado genética (Marklund et al., 1992) y
fisicamente (Chowdhary et al., 1994) en porcino en el cromosoma 9 (p1.2p1.4).
Ninguno de los polimorfismos detectados en este gen presentan asociaciéon con los

patrones de color en las razas y poblaciones en que se ha estudiado.

También cabe mencionar loci modificadores negativos de Agouti, como
Mahogany (Edeal et al., 2000), Mahognoid (Miller et al., 1997) y EDNRB (receptor B
endotelial) (Santschi et al., 2001).

VARIEDADES DE PATRONES DE COLOR EN CERDO IBERCIO

La poblaciéon de cerdo ibérico es la mas numerosa de los tipos de cerdo del
area mediterranea y se mantuvo durante siglos con un elevado censo en amplias
zonas del Suroeste de la Peninsula Ibérica (Extremadura, Alentejo y Andalucia
Occidental) de clima continental semiarido. Se acepta que la mayoria de las razas
europeas cuentan, en diferente medida, con ascendientes asiaticos a partir de la
introduccién masiva de cerdos procedentes de China y del Sudeste Asiatico registrada
a finales del siglo XVIII (Clutton-Brock, 1981). Sin embargo, el cerdo ibérico, que ha
contribuido a la formacion de la mayoria de razas criollas centro y sudamericanas asi
como a la de la raza Duroc (Briggs y Briggs, 1980), es probablemente uno de los
escasos tipos europeos libres de sangre oriental como han confirmado recientes
estudios realizados en ADN mitocondrial (Clop et al., Enviado; Alves et al., Enviado).

En ausencia de un grupo preponderante de ganaderos seleccionadores, las
caracteristicas del cerdo ibérico son el resultado de un proceso de adaptacién a un
sistema de produccién muy condicionado por el medio natural (Rodrigaiiez et al.,
1993). El habitat caracteristico del cerdo ibérico es la dehesa, bosque dominado por
especies arbdreas del género Quercus (encinas, alcornoques, quejigos etc) sobre

pastizales herbaceos anuales que da lugar a una fuerte estacionalidad de los recursos
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nutritivos. La morfologia del cerdo Ibérico (piel y pelo oscuros, hocico largo y patas
fuertes y largas) facilitan su resistencia a la insolacién y a las altas temperaturas y le
capacitan para el pastoreo en terrenos quebrados. Asimismo su temprana madurez
fisiolégica y reducido metabolismo basal le permiten soportar largos periodos de
subnutricion, mientras que su alta capacidad de ingesta le capacita para engordar
rapidamente entre Noviembre y Febrero mediante el consumo de bellotas, hierba y
pequeiias raices y bulbos (Lopez-Bote, 1998).

Aunque todos los cerdos ibéricos comparten las caracteristicas citadas, dentro
de la poblacion tradicional se diferenciaron diversas variedades comarcales, con
escaso flujo genético entre ellas y algunas diferencias fenotipicas singulares. Algunas
de estas variedades se exportaron a paises americanos en la época colonial, siendo
ascendientes directos de algunas razas de cerdos Criollos (Lemus-Flores et al., 2001).
Posteriormente, cerdos ibéricos colorados exportados a los Estados Unidos desde
Portugal y Espaifa en el siglo XIX contribuyeron al origen de la raza Duroc-Jersey
(Vaughan, 1950).

El color de piel y pelo es uno de los caracteres morfolégicos en los que se ha
basado la diferenciacion de variedades y/o estirpes dentro de la agrupacién racial del
cerdo Ibérico. Se distinguen dos colores de capa principales: negro y colorado. En
ellos se basan las diversas clasificaciones de variedades de cerdo Ibérico, que han
sido revisadas recientemente (Laguna, 1998; Diéguez, 2001).

Variedades Negras: Su piel es fina y completamente negra, con matices que
oscilan entre el negro intenso y una tonalidad mas palida, similar a la pizarra. El Negro
Lampifio se caracteriza por la practica ausencia de pelos y los principales tipos, que se
han conservado hasta nuestros dias, son los de la Vega del Guadiana (peldn
guadianés) y el mas rastico y huesudo de la Serena. La variedad Negro Entrepelado
presenta mayor densidad de pelos en el dorso, patas y cabeza. Asi como una menor
tendencia al engarzamiento. Esta variedad procedia originariamente, al menos en
parte, del cruce de cerdos Negro Lampiiios con animales de la raza Large Black
inglesa, importados hacia 1920 por el Duque de Peifiaranda. Los actuales Negro
Entrepelados proceden de cruces entre ambos tipos de Negro Lampifios y Retintos

Portugueses. Aunque su color al nacimiento es caoba, su pigmentacién se acentla
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con la edad y resulta en una tonalidad negra intensa en los adultos. La importancia
relativa de esta variedad en la poblacion es creciente, por su adecuacién al cruce
comercial con la raza Duroc.

Las cerdos ibéricos de capa colorada presentan cerdas de la misma coloracion
de la piel, con tonalidades diversas que oscilan desde el rubio al retinto o colorado
oscuro. Aunque en los concursos locales y nacionales se utilizaba tradicionalmente
como Unica denominacién la de Colorada Extremeiia, algunos estudiosos han
diferenciado entre variedades Rubias y Retintas.

Variedades Rubias: Localizadas casi exclusivamente en Andalucia y en el
Alentejo. Se ha distinguido una variedad Cana Campifiesa, con una capa de coloracién
blanquecina y presencia en las campiiias de Coérdoba y Sevilla y un tipo Dorado
Gaditano o Dourado Alentejano, con una intensa pigmentacion colorada encendida en
la piel y pelo. Estas variedades pueden considerarse actualmente desparecidas al
menos en Espafa, aunque existe presencia de animales rubios en algunas ganaderias
de cerdo Ibérico.

Variedades Retintas: Su color oscila entre el canela y el propiamente retinto o
colorado oscuro. El Retinto Oliventino o Extremeiio es la variedad mas extendida
actualmente en Espaifa. Desde hace afios, sus cruces frecuentes con su equivalente
Retinto Portugués han contribuido notablemente a su mejora.

Un singular tipo de cerdo es el denominado Manchado de Jabugo, que presenta
capa rubia con manchas negras dispuestas de forma irregular y pezuiias claras y muy
grandes. Aunque ha participado desde 1913 en los concursos nacionales como una
variedad mas de cerdo Ibérico, los responsables actuales de su recuperacion y
conservacion han acreditado la importante contribucion a su origen de cerdos Large
White y especialmente Berkshire importados de Gran Bretaifia (Forero, 1999). La
secuenciaciéon de su ADN mitocondrial ha permitido verificar esta hipétesis en cuanto

a los linajes maternales (Alves et al., Enviado).

En 1943, con el objetivo de crear un centro de seleccion de cerdos ibéricos se

encomendé a D. Miguel Odriozola una exploracion de las mejores ganaderias de cerdo

28



INTRODUCCION

ibérico de Espaifa y Portugal a partir de las cuales fue elegido el contingente de
animales fundadores. Se escogieron cuatro antiguas ganaderias o soleras que llevaban
mucho tiempo aisladas. Las cuatro piaras elegidas pretendian representar la gran
dispersion de tipos de cerdo ibérico entonces disponible, estas fueron:

- Ervideira, procedente de la ganaderia del Conde de Ervideira, en Evora. Con
tipo grande y tardio, de pelo colorado encendido, representante del dorado alentejano
y del rubio andaluz.

- Campanario, procedente de la ganaderia de los hermanos Donoso en
Campanario. De tipo negro lampiiio de la Serena, huesudo y ristico.

- Caldeira, procedente de la ganaderia del sefior Picao Caldeira, en Elvas. De
tipo alargado retinto.

- Puebla, procedente de la piara de D. Fabian Lozano en Puebla de la Calzada.
De tipo negro lampifio de las Vegas del Guadiana.

Estas fueron mantenidas en riguroso aislamiento reproductivo (1945-1963)
hasta que, debido al aumento de la consanguinidad, se procedié a la fusion de las
mismas generando la linea Torbiscal (Figuras 17 y 18) en 1964, mantenida hasta la

actualidad y de la que se dispone de informacion genealégica completa (Tabla 8).

Tabla 8: Informacion genealdgica: fundadores, cohortes y reproductores que
contribuyeron la formacién de la linea Torbiscal (Rodrigafiez et al., 2000)

Ndmero de animales en la genealogia 3,489
Numero de fundadores (representados en Torbiscal) 116 (71)
# Ervideira 31 (24)
# Campanario 28 (16)
# Caldeira 25 (17)
# Puebla 32 (14)
Cohortes (1945-1962) lab
Reproductores (1945-1962) 1393
Cohortes (1963-1997) 7al8
Reproductores Torbiscal (1963-1997) 1980

La contribucidn relativa de las cuatros antiguas ganaderias a la actual poblacién

Torbiscal aparece representado en la Figura 14, donde se muestra como los valores
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de contribucion en el nimero de alelos ha disminuido a lo largo de la existencia de la

linea.
inea Figura 14: N° de alelos esperado de las estirpes fundadoras en Torbiscal

(Rodrigafiez et al., 2000)

—.

2,0 - T o -
1,0 + ——Ervideira - Campanario == Caldeira ——Puebla
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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En esta linea de cerdos ibéricos procedente del cruce de cuatro estirpes, dos de
ellas con capa negra y dos con capa colorada, se procuré eliminar el “alelo”
determinante del fenotipo negro, procedentes de las estirpes de cerdo negro lampifio,
para que el color de la misma fuera colorado, y a su vez se fomenté la diversidad de
tonalidades: rubio, colorado, retinto y entrepelado.

Junto con la linea Torbiscal se conservaron dos estirpes procedentes de la
solera Puebla, estas fueron Gamito, desaparecida en la década de los 80, colorada y
procedente de una hembra “heterocigética” para el color negro/ colorado vy
Guadyerbas (Figura 16) , negra lampifia, mantenida en la actualidad y de la que se

dispone de informacién genealégica (Tabla 9).

Tabla 9: Informacion genealdgica: fundadores, cohortes y reproductores que
contribuyeron a la formacién de la linea Guadyerbas (Toro et al., 2000)

Nimero de animales en la genealogia 1024
Nimero de fundadores 24
Cohortes (1945-1962) lab
Reproductores (1945-1962) 306
Cohortes (1963-1997) 7al8
Reproductores Torbiscal (1963-1997) 694
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La contribucién esperada de cada uno de los fundadores en cada cohorte
establecido para la linea Guadyerbas aparece representado en la Figura 15, donde se
muestra una estima de la disminucién en la contribuciéon con alelos fundadores e

incluso la extinciéon de la misma en un nimero reducido de cohortes.

Figura 15: N° esperado de alelos con los que contribuye cada fundador en cada
uno de los cohortes establecidos para la linea Guadyerbas (Toro et al., 2000)

N° alelos

Fundadores

Cohortes 1

Estas lineas mantenidas completamente aisladas en El Dehesén del Encinar han

constituido y constituyen un material Gtil no sélo para la conservaciéon del origen

ibérico si no también para estudios de mejora genética animal ya que se trata de

lineas ibéricas cerradas y altamente controladas.
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e,
Figura 16: Cerdo ibérico con color de capa negra

(Guadyerbas)
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Figura 18: Cerdo ibérico con color de capa retinta
(Torbiscal)

Figura 19: Cerdo con color de capa manchada
(Manchado de Jabugo)
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MARCADORES MOLECULARES

Desde el punto de vista de los mecanismos moleculares existen tres tipos de
variacion en el ADN, estos son cambios en un solo nucleétido (SNPs), inserciones o
delecciones (Indels, de 1 a cientos de bases de tamaiio), y variaciones en el nimero
de repeticiones de secuencia en tandem (VNTR) (Vignal et al., 2002).

Desde el punto de vista de la genética molecular se considera que existen tres
categorias de informacion procedente de las variaciones que presente un locus,
segln su interés. Estas son: polimorfismos bialélicos dominantes, como es el caso de
los RAPDs y AFLPs; polimorfismos bialélicos codominantes como es el caso de los
RFLPs y SSCPs y polimorfismos multialélicos codominantes, como es el caso de los
microsatélites.

Los polimorfismos detectados en genes candidatos son generalmente de tipo
SNP. Un marcador de tipo SNP es un cambio producido en una base nucleotidica de la
secuencia de ADN, donde normalmente hay dos posibles nucleétidos en esa posicion.

Se ha establecido que para considerarse alelo esta mutacion ha de estar a una
frecuencia igual o superior al 1% y se ha estimado que la frecuencia de sustitucion de
un sélo nucleétido (SNP) esta entre 1 x 10 ° y 5 x 10 ° por nucleétido y por afio en
posiciones neutrales en mamiferos.

Los mecanismos de mutacién de una base son las transiciones: purina-purina
(A-G) o pirimidina-pirimidina (C-T), o las transversiones: purina-pirimidina o pirimidina-
purina (A-C, A-T, G-C, G-T) y cabe esperar que este cambio se produzca al azar, es
decir que la frecuencia de que se produzca una transicién o una transversion sea de
0.5. Pero los datos experimentales (ratén y humano) indican que es 1,4 veces mas
probable una transicion que una transversion (Collins et al., 1994) e incluso en
estudios mas recientes llegan a estimar un cociente superior a 3 (Kim et al., 2002).

El concepto mas reciente de SNP procede principalmente de la necesidad de
aumentar la densidad de los marcadores genéticos en estudios de enfermedades
multifactoriales y del reciente progreso en la metodologia para la deteccién de
polimorfismos y técnicas de genotipado.

En la actualidad existe numerosas metodologias para la deteccién y genotipado

de polimorfismos de tipo SNP. Entre ellos cabe destacar las metodologias basadas en
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hibridaciones directas, desde ASO (oligonucleétidos especificos de alelo) a chips;
técnicas basadas en el empleo de enzimas de restriccion (PCR-RFLP); en diferencias
en la movilidad de las cadenas de ADN (PCR-SSCP); en Primer extension (SBE,
MALDI-TOF); ensayos de union de oligonucleétidos (OLA); Pirosecuenciacion;
deteccion por actividad exonucleasa (Sonda TagMan); empleo de sondas de
oligonucleétidos invasivas (invader assay).

Las técnicas mas novedosas para el genotipado a gran escala de
polimorfismos de tipo SNP son el empleo de arrays y microchips, desplazando el uso
de técnicas basadas en la electroforesis, pero su costo alin no es asequible para la

mayoria de los laboratorios.

APLICACIONES

Los posibles polimorfismos de los genes que influyen en el color de la capa en
cerdo, por el hecho de ser un caracter utilizado tradicionalmente para la formacion de
razas y poblaciones porcinas, pueden utilizarse como marcadores para estudios de
trazabilidad del origen genético de un animal cruzado o de la materia prima de un
producto carnico, asi como para ser utilizados como marcadores genéticos para la
construccion de mapas genéticos que permitan realizar un analisis de detecciéon de

loci para caracteres cuantitativos (QTL).

La exigencia de una informacion precisa sobre los diversos elementos de la
cadena de produccién, transformacion, distribucion y presentacion de los alimentos de
origen animal ha llevado a acuiar el término de trazabilidad, para determinar al
seguimiento de la materia prima utilizada en la elaboracién de un producto desde su
transformacion hasta su consumo.

La diferenciacion del origen genético de la materia prima es un elemento de
creciente importancia en el necesario control de calidad en algunos productos, en los
que es preciso identificar la sustitucion deliberada o accidental de la materia prima

idonea por otra de menor coste e inferior calidad.
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Dadas las especiales caracteristicas fisiolégicas del cerdo ibérico, con un alto
contenido graso, bajo indice de transformaciéon, baja prolificidad, largo ciclo
productivo y difici manejo en régimen extensivo, se ha visto propiciado el
cruzamiento con otras razas, principalmente Duroc y Large Black, consiguiendo una
mejor aptitud carnica en los cerdos cruzados en detrimento de la calidad de sus
productos derivados, especialmente de sus piezas nobles, jamones, paletas y lomos.

Por otro lado existe una fuerte relacién entre el empleo de animales puros en
sistema extensivo con el aprovechamiento de los recursos de la dehesa, en especial la
ceba en montanera. En los sistemas mas intensivos predomina el empleo de animales
cruzados. A esta diversidad de sistemas en la produccidon nacional hay que sumar el
problema que supone, desde hace una decena de afios, la elaboracion de productos a
partir de materia prima importada de paises del Este de Europa y que en parte
aparecen en el mercado como Ibéricos, aunque proceden de razas grasas de capa
oscura de estos paises.

Estas circunstancias han hecho necesaria una clara normativa de clasificacion
de producciones y productos que incluya su origen genético. Ademds el permitir la
discriminacion de genotipos puros y cruzados en animales vivos posibilita la defensa
del acervo genético de la raza frente a los riesgos de introgresién de genes de razas
foraneas.

Distintos métodos basados en el anadlisis quimico han sido y estan siendo
utilizados para confirmar la autenticidad de los productos alimentarios. Estos métodos
consisten en el analisis de lipidos y métodos electroforéticos de separacion de
proteinas y tincién a través de técnicas enzimoldgicas e inmunoldgicas. Pero el hecho
de que el procesamiento pueda causar la desnaturalizacion de las proteinas y que la
expresion de determinadas proteinas sea dependiente del tejido, ha favorecido el
interés por el empleo de técnicas basadas en el analisis del ADN. Actualmente estas
técnicas estan desplazando a las anteriores debido principalmente a que el ADN es
mas termoestable que las proteinas, esta presente en todas las células nucleadas
independientemente del tejido, puede aportar mayor informacién por la existencia de
regiones presentes en el ADN no codificantes y por el rapido desarrollo de técnicas de

analisis de acidos nucleicos.
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Recientemente se han desarrollado diversas técnicas moleculares aplicables a
la verificacion de la autenticidad de alimentos de origen animal (carnes, pescados, y
sus productos elaborados). Estas se basan en el empleo de marcadores genéticos.

Marcadores genéticos son secuencias de ADN que indican posiciones
especificas en el genoma. Para que un marcador sea util debe de ser polimérfico, es
decir, que presente mas de un alelo. Este ha de ser preferiblemente codominante, de
manera que se puedan distinguir los genotipos homocigotos de los heterocigotos (no
en el caso de marcadores genéticos en ADN mitocondrial) y debe de ser de facil
genotipado.

Los primeros analisis del ADN aplicados a la verificacion de la autenticidad de
alimentos se basaban en métodos de hibridacion, con sondas de ADN gendmico,
principalmente secuencias de ADN satélite (Buckland, 1985; Buntjer et al., 1995).

Actualmente estan siendo utilizados técnicas basadas en la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) para la identificacion de especies y razas porcinas en
productos elaborados (productos frescos, curados y patés). A continuacién se indican
algunos de los trabajos realizados para la identificacion del origen ibérico
principalmente frente a Duroc empleando marcadores de tipo microsatélites: Ovilo et
al. (2000); Toro et al. (2000), Fabuel et al. (Enviado); de tipo AFLPs: Alves et al.
(2001) y ADN mitocondrial: Alves et al.(Enviado).

Deteccion de QTL

Como se menciona anteriormente, en el estudio de caracteres de importancia
econdémica en animales domésticos se asume un modelo en el que estos estan
controlados por un gran niamero de genes con efecto infinitesimal de forma que
permite explicar la variacion continua presente en caracteres cuantitativos como
consecuencia del efecto acumulativo de muchos genes mendelianos, cada uno con un
efecto pequefio sobre el caracter (Yule, 1906) y del efecto ambiental. Estos genes
son denominados QTL(Quantitative Trait Loci).

La estrategia mas comun para la deteccion de QTL consiste en realizar cruces
entre lineas divergentes de animales domésticos adaptados a diferentes condiciones

ambientales y productivas provocando la segregacion de los genes que influyen en los
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caracteres de interés y de marcadores genéticos, cruces donde existe desequilibrio de
ligamiento entre marcadores y QTL, lo que permite detectar asociaciones estadisticas
entre el valor del caracter y el genotipo del marcador. Si existen asociaciones
significativas entre la herencia de una regién cromosémica y la variacion del caracter,
en esa region debera existir algiin gen o genes que afecten a dicho caracter (Haley et
al., 1994; Knott et al., 1998).

La incorporacion de un nuevo marcador en regiones no cubiertas, es decir,
donde no se dispone de ningin marcador, permite afinar el analisis de deteccion de
QTL.

En el andlisis de deteccion de QTL interesa que los marcadores disponibles sean
informativos, de forma que la situacion o6ptima es que los alelos para estos
marcadores estén fijados de forma alternativa en las poblaciones parentales de
manera que la informatividad de éstos en el cruce sea maxima y a su vez interesa
para realizar un analisis mas preciso una cobertura homogénea a lo largo de todo el
cromosoma de forma que todas las regiones cromosémicas contengan una elevada
informatividad.

Hasta ahora los estudios de deteccion de QTL se han basado en el uso de
marcadores de tipo microsatélite por su elevado nivel de polimorfismo, su abundancia
en los mapas de animales domésticos y por la sencillez de su genotipado. Sin
embargo, actualmente el desarrollo de técnicas altamente automatizadas para el
genotipado de marcadores de tipo SNPs, asi como la abundancia de este tipo de
marcadores y su distribucion homogénea en el genoma anticipa su préxima inclusién
en este tipo de estudios, a pesar de su bajo nivel de polimorfismo, ya que

generalmente son bialélicos (Fan y Xiong, 2002; Xiong et al., 2002).
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Antecedentes en el experimento de deteccion de QTL en el cruce Ibérico x Landrace

Este experimento, aln vigente, esta basado en el cruce experimental de dos
lineas divergentes Ibérico y Landrace que presentan diversos rasgos distintivos
idoneos para estudiar la base genética de caracteres de calidad de carne. Un
aspecto singular de las poblaciones parentales es que corresponden a tipos
extremos de los cerdos del Sur y del Norte de Europa, la magnitud de las diferencias
entre estas lineas, especialmente para caracteres de composicion corporal y calidad
de carne, y la disponibilidad de animales de varias generaciones (F2, Fs y retrocruce
F2 x LR) con registros para estos caracteres. En este experimento se realiz6 un
barrido genémico con un panel de 90 microsatélites de 350 animales F2, entre
cuyos resultados destacan la deteccion de un QTL en el cromosoma 6 porcino
(SSC6) con un fuerte efecto del alelo Ibérico sobre espesor de grasa dorsal y
porcentaje de grasa intramuscular (Ovilo et al., 2000); la deteccién de un QTL en el
cromosoma 4 porcino (SSC4) que afecta al metabolismo de acidos grasos (Pérez-
Enciso et al., 2000); la deteccion de un QTL para el porcentaje de grasa
intramuscular que ha sido localizado en el cromosoma X; la deteccién de diversos
QTL con efecto sobre la composicion de acidos grasos de la grasa de cerdos (Clop
et al. Enviado); la deteccion de no asociacion entre dos polimorfismos en los genes
HFABP y LEPR, genes candidatos posicionales para el QTL localizado en el
cromosoma 6 para porcentaje de grasa intramuscular (Ovilo et al., 2002); la
deteccién de pleiotropia para QTL localizados en el cromosoma 6 porcino (Ovilo et
al. 2002); la localizacion del gen DECR (Clop et al., 2002); y diversas
contribuciones metodoldgicas al analisis estadistico aportando nuevas perspectivas
a los experimentos de anadlisis de QTL (epistasia, modelos de pleiotropia o
ligamiento, mapeo por intervalos y métodos bayesianos) (Pérez- Enciso et al., 2000;

Pérez-Enciso et al., 2002).
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OBJETIVOS

El principal objetivo cientifico de este trabajo es el analisis en la especie porcina
de tres de los genes que codifican proteinas implicadas en el proceso de regulacién de
la melanogénesis en mamiferos: MC7R, Agouti y Pink. Sobre los dos primeros genes
existen trabajos previos realizados en la especie porcina que se pretende profundizar y
extender a la agrupacion racial de cerdos Ibéricos, que no ha sido objeto de ningun
estudio previo relacionado con el color de la capa. Asimismo se pretende caracterizar
y localizar el gen Pink, (de compleja estructura ya que presenta 25 exones en la
especie humana y ratén) que no ha sido localizado ni caracterizado anteriormente en

la especie porcina.

En la realizacion del trabajo se pueden distinguir los siguientes objetivos

parciales:

I. Anadlisis del gen MC17R: Estudio molecular de polimorfismos en el gen.

Analisis de diversidad genética en poblaciones de cerdo Ibérico

Il. Andlisis del gen Agouti: Estudio molecular de polimorfismos en el gen.

Analisis de diversidad genética en poblaciones de cerdo Ibérico

lll. Caracterizacion, localizacion y analisis del gen Pink: Estudio molecular de
polimorfismos en el gen. Localizacién fisica y de ligamiento en el genoma porcino.

Andlisis de diversidad genética en poblaciones de cerdo Ibérico.

IV. Andlisis del efecto de los polimorfismos de estos genes y sus interacciones

sobre el color de la piel en la linea Torbiscal de cerdos Ibéricos.

El logro de estos objetivos cientificos permite plantear otros objetivos
adicionales, basados en el empleo como marcadores genéticos altamente informativos
de los polimorfismos de los genes de color MCTR y Pink en dos aplicaciones de
interés practico: trazabilidad del origen genético de animales y productos carnicos y el

analisis de deteccion de QTL.
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La justificacion de la aplicacion a la deteccion de QTL es que el genotipado de
algunos de los polimorfismos de los genes que determinan el color de la capa puede
aumentar la informacién molecular en regiones cromosémicas de interés con escasa
densidad e informatividad de marcadores genéticos. Ello contribuye a incrementar la

potencia de los experimentos de deteccion de QTL.

Analogamente, el andlisis de genes relacionados con el color de la capa puede
proporcionar marcadores utiles para estudios de trazabilidad del origen racial, dado
que este caracter ha sido un importante criterio en la definicion de los prototipos

raciales.

Actualmente, en el Departamento de Mejora Genética Animal del INIA y en
colaboracion con equipos del IRTA y la Universidad Auténoma de Barcelona se trabaja
en la deteccion de QTL para diversos caracteres productivos y reproductivos en dos
cruces experimentales en porcino (lbérico Guadyerbas x Landrace e Ibérico
Guadyerbas x Meishan). Asimismo se estan llevando a cabo estudios de trazabilidad
del origen racial orientados a la discriminacion de genotipos ibéricos puros y cruzados
con Duroc. El desarrollo de técnicas objetivas para la verificacion del origen genético
de animales y productos tiene un elevado interés en el caso del cerdo Ibérico, dado
que las caracteristicas de su produccién y mercado hace necesario mejorar los
elementos de control sobre los elementos de la cadena de produccion, transformacion
y etiquetado de sus productos. En este contexto se han planteado los dos objetivos

siguientes de caracter aplicado:

VI. Desarrollo de un panel de marcadores genéticos para la verificacion del

origen racial Ibérico tanto en animales vivos como en carne y productos curados.
V. Mapeo fino de QTL para caracteres de calidad de carne y grasa previamente

localizados en el cromosoma 6 porcino en un cruce experimental Ibérico Guadyerbas x

Landrace.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

El material biolégico analizado en este trabajo corresponde principalmente a
muestras de cerdos de la raza Ibérica.

En este trabajo se han analizado un total de 492 muestras de sangre de
animales de la raza Ibérica procedentes de diferentes ganaderias (39 animales con
color de capa negra pertenecientes a las poblaciones Guadyerbas y Coronado, 358
animales con color de capa colorada, de los cuales 300 pertenecen a la linea Torbiscal
, 81 animales con capa entrepelada y 14 muestras de sangre de animales de la
poblacion Manchado de Jabugo). Ademas se han empleado 2 muestras de piel de
animales Guadyerbas y 6 muestras de piel de animales Torbiscales (con diversa

intensidad de pigmento colorado).
Se ha tomado como referencia el jabali europeo (Sus scrofa ferus) (2 muestras
de piel y 38 muestras de sangre), antecesor del cerdo ibérico (Figura 20), que

presenta el color de capa considerado silvestre.

Figura 20: Esquema de formacion de razas porcinas actuales

Sus scrofa ferus Sus striatosus

(Jabali europeo) (Jabali indochino)
Sus mediterraneus Sus vitatus
Cerdo ibérico Cerdo celta Cerdo asiatico

N /

Cerdo europeo actual
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Ademas, se ha dispuesto de muestras de diversos tejidos de cerdos de otras

- Duroc-Jersey (Foto Anejo 1)(105 muestras de sangre y 2 muestras de piel),
origen céltico y con color de capa colorada. Raza con la que se ha visto
favorecido el cruzamiento del cerdo ibérico con el fin de conseguir una mejor
aptitud carnica en los cerdos cruzados en detrimento de la calidad de los
derivados del cerdo ibérico.

- Meishan (Foto Anejo 1)(10 muestras de sangre y 2 muestras de piel), origen
chino y color de capa negro excepto cuatro manchas blancas localizadas en
las cuatro extremidades.

- Pampa (Foto Anejo 1) (2 muestras de pelo), procedentes de la pampa
uruguaya y con color de capa negra.

- Landrace (Foto Anejo 1)(10 muestras de sangre y 2 muestras de piel), origen
europeo y con color de capa blanca.

- Mangalitza (Foto Anejo 1), origen hungaro, variedades golondrino (mancha
negra) (2 muestras de sangre) y colorado (2 muestras de sangre).

- Cerdos de origen vietnamita (Foto Anejo 1) (3 muestras de higado y 2
muestras de piel), con color de capa negra.

- Cerdos Vascos (Foto Anejo 1) (2 muestras de sangre), con color de capa
negra con manchas blancas de tamaiio y distribucion variables.

- Large White (Foto Anejo 1)(2 muestras de sangre y 2 muestras de piel), de
origen inglés y con color de capa blanca.

- Pietrain (Foto Anejo 1) (2 muestras de sangre), de origen belga y con color
de capa blanca con numerosas manchas negras y de gran tamafio.

- Muestras de sangre de animales procedentes de un cruce experimental
Ibérico x Landrace (Foto Anejo 1) (33 Fo, 70 F1, 369 F2 y 87 Fs) disefiado para
un estudio de deteccién de QTL (Ovilo et al, 1999).
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METODOS
1) Extraccion de acidos nucleicos:
1. Extraccion de ADN

1.1 Extraccion de ADN de sangre

Se partié de 3 ml de sangre (recogida en tubos de 10 ml con EDTA para evitar
la coagulacién), donde se aifiadieron 6 ml de tampoén de lisis de tejidos (TKM1 (10 mM
TRIS HCI pH=7.6 1M + 10 mM KCI 1M + 10 mM MgCl- 1M + 2 mM EDTA 0.5 M
pH=8) +Tritén 2%) y la mezcla se centrifugé a 4°C y 1.200 r.p.m. durante 7 min.

Tras la decantacion del sobrenadante se afiadieron 6 ml de tampén de lisis de
células (400 mM NaCl + 10 mM TRIS-HCI pH=8.5 + 5 mM EDTA + 0.2% SDS),
300 ug de proteinasa K y 12 ng de RNasa y se dejé incubar toda la noche a 37°C con
el fin de liberar el ADN del interior de las células.

El sobrenadante se precipité con etanol absoluto (2,5 volimenes) y se realizé
un lavado con etanol al 80%, se dejé 10 min a —20°C y se centrifugé a 4°C y 1.200
r.p.m. durante 10 min. Tras eliminar el sobrenadante se rehidraté el precipitado con

300 pl de TE pH= 8 (TRIS 10 mM pH=8; EDTA 1 mM pH=38).

1.2 Extracciéon de ADN de pelo (cerdos de la raza Pampa)
Las muestras de pelo se utilizaron ya que no se disponia de otro tipo de tejido
y se utilizé el kit comercial de aislamiento de ADN “Gen Elute Mammalian Genomic

DNA kit” (Sigma- Aldrich)

1.3 Extraccion de ADN de higado (cerdos de origen Vietnamita)
Las 3 muestras de higado se utilizaron ya que no se disponia de sangre para
estos animales y se utiliz6 el kit comercial de aislamiento de ADN “PUREGENE:

Genomic DNA isolation kit” (GENTRA).
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1.4 Extraccion de ADN de sangre impregnada en “FTA CARDS”

Las muestras de 200 animales ibéricos (Torbiscales) se tomaron utilizando el
sistema de impregnacion sobre “FTA CARDS” (Whatman BioScience), este sistema
facilita la recogida y conservacion de las muestras de sangre.

El protocolo para la purificacion y fijacion del ADN sobre la tarjeta se realizé
utilizando el reactivo FTA Purification Reagent (Whatman BioScience), siguiendo las

instrucciones de la casa comercial.

2. Extraccion de ARN de piel

Las muestras de piel fueron mantenidas durante la recogida en N: liquido y
posteriormente conservadas a —-80°C.

La extraccion del ARN de piel se realizé utilizando el reactivo TRI REAGENT
(Sigma Aldrich), siguiendo las instrucciones de la casa comercial, salvo pequeias
modificaciones, a partir de 150 mg de tejido.

El reactivo TRI REAGENT es una solucion monofasica de guanidin tiocinato y
fenol que disuelve de manera efectiva el ADN, ARN y proteinas en una mezcla
homogeneizada de tejido.

Las muestras mantenidas a —-80°C se homogeneizaron en mortero manteniendo
siempre el tejido congelado con N: liquido, a continuacion se afadié el reactivo TRI
REAGENT (Sigma) en la proporcion 1ml por 50-100 mg de tejido y se finalizé la
homogenizacion, dejando la muestra 5 min a T? ambiente. Posteriormente, se anadio
cloroformo en una proporcion de 200 pl por ml de reactivo, se mezcl6 con vortex y se
dejé reposar durante 10 min a T? ambiente. A continuacién la mezcla se sometié a
centrifugacion a 4°C y 12000 r.p.m. durante 15 min para conseguir la separacion de
las tres fases, fase organica que contiene las proteinas, interfase donde esta
contenido el ADN y fase acuosa donde permanece el ARN.

La fase acuosa se transfiri6 a un nuevo tubo de 2 ml donde se afiadio
isopropanol, para la precipitacion del ARN, en la proporcion de 500 pl por ml de
reactivo y se mantuvo toda la noche a —20°C.

Transcurrido ese periodo de tiempo, la mezcla se centrifugé a 4°C y 12000

r.p.m. durante 10 min, formandose un precipitado blanco de ARN en el fondo del
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tubo. Se elimin6 el sobrenadante y el ARN se lavé con etanol frio al 75%, en la
proporcién de Tml por ml de reactivo utilizado, se mezclé y se mantuvo 4 h a -20°C.
A continuacion se sometié a una centrifugacién a 4°C y 12000g durante 5 min, se
eliminé el etanol y se dejo secar el pellet durante 5 min.

El pellet se rehidraté con 50 pl de agua libre de RNasa, (agua DEPC).

El resultado de la extraccion del ARN fue visualizado en un gel de agarosa al
1.5% (Figura 21), para ello 1 pl de la muestra se desnaturalizé con formamida e
incubé a 65°C durante 5 min y se sometié6 a una electroforesis durante 20 min a

aov.

Figura 21: Patrén electroforético resultado de las extracciones de ARN
de muestras piel

Piel IB

Negra Piel IB pig|
ColoradaJaban
g { 8 S s — ARNr 28S

L3 ] ARNr 18S
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Como se observa en la figura 21 en la extraccion de ARN total se pueden
visualizar las bandas de ARN ribosémico correspondientes al ARNr 28S y 18S. La
intensidad de estas bandas es indicativa del estado del ARN extraido, de forma que si
aparece con mayor intensidad la banda correspondiente al ARNr 28S indicaria una

menor degradacion y por tanto una mejor calidad del ARN total.
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3. Cuantificacion de los acidos nucleicos

La cuantificacion se llevé a cabo en un espectofotometro (GeneQuant,
Ammershan Pharmacia), tomando las medidas de absorbancia a longitudes de onda de
260 y 280 nm.

Para el ADN la concentracién fue calculada respecto a la medida Azeo,
considerando que una unidad de Azs0 corresponde a 50 ng de ADN, mientras que para
el ARN se considera que una unidad de A2s0 corresponde a 40 ug de ARN.

La relacién de las medidas de Azeo/ A2s0 muestra una estima de la pureza del
acido nucleico extraido, de forma que se considera un alto grado de pureza cuando

esta relacion se encuentra entre 1.7-1.9.

Il) Métodos y técnicas comunes empleadas en el analisis de los genes objeto de

estudio:

1) Diseiio de oligonucleétidos para su uso en PCR

Para las reacciones de amplificacion se disefiaron oligonucleétidos a partir de
las secuencias nucleotidicas de los genes estudiados disponibles en la red (GenBank:
http://www .ncbi.nlm.nih.gov/).

Para su disefio se utilizo el programa de generacion de oligonucleétidos
“QuickPri” del paquete informatico WinStar.

Las principales caracteristicas de las parejas de oligonucleétidos disefadas
fueron:

- Tamaiio del oligonucleétido: 17-24 pb

- Formacion de dimeros: < 3 pb

- Formacién de horquillas: < 3 pb

- Residuos ambiguos: O

- Tm: 48-70°C

En cada diseiio de parejas de oligonucleétidos se determindé el tamaiio del

fragmento a amplificar adecuado para su posterior aplicacion (Secuenciacion, PCR-

46



MATERIALES Y METODOS

RFLP, PCR-SSCP, Analisis de fragmentos en un analizador automatico de fragmentos

(ABI PRISM) y PCR alelo-especifica).

2) Confirmacion del éxito de las reacciones de amplificacion por PCR

Todas las reacciones de amplificacién se confirmaron mediante electroforesis
horizontales en geles de agarosa a distintas concentraciones (1.5-2.5%) en tampén
TBE (Tris 90 mM, acido bérico 90mM, EDTA 2 mM pH=8) y aplicando voltajes de
120-140 voltios durante 30 min. A continuacion los geles se tifieron con solucion de
bromuro de etidio (1mg/ml) durante 10 min, se continué la electroforesis otros 10 min
y finalmente los geles se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta que lleva
acoplado un procesador de imagenes (Gel Doc 2000, BIO-RAD). Las imagenes pueden
ser visualizadas y editadas utilizando el software “Quantity One 4.3.0” (BIO-RAD),
confirmando la existencia de bandas de migracion nitidas con el tamafo esperado por
comparacion con patrones de tamafio molecular, lo que permitié optimizar las
condiciones de amplificacion.

Para la confirmaciéon de la PCR se cargé en cada pocillo del gel 4 pul de la
reaccion de PCR junto con 1 pl de tampén de carga (azul de bromofenol 0.25% vy

sacarosa 40% en solucion acuosa).

3) Secuenciacion:

Se realizé la secuenciacion directa en ambos sentidos de los productos de
amplificacién, sin recurrir a técnicas de clonacion.

Para obtener la secuencia nucleotidica de los genes analizados, se disefiaron
parejas de oligonucleétidos que permitiesen amplificar fragmentos con un tamafo no
superior a 600 pb, ya que éste es el limite de resolucion del secuenciador automatico.

Se amplificaron los fragmentos correspondientes por PCR y se confirmaron las
reacciones de amplificacion mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa.

Tras la confirmacion de la amplificacion se realiz6 la purificacién del producto
amplificado. Cuando en el patron de los productos amplificados no se observaba
amplificacion inespecifica, éstos fueron purificados directamente de la solucion de

PCR, con el kit “QlAquick PCR Purification” (QIAGEN). Cuando a pesar de la
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optimizacién no pudo evitarse la amplificacion inespecifica, se aisl6 el fragmento de
gel de agarosa con el kit “QlAquick Gel Extraction” (QIAGEN). La elucién del ADN, en
ambos casos, se realiz6 con 30 pl de agua bidestilada.

La purificacion también fue confirmada mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa y tincion con bromuro de etidio, permitiendo la cuantificacion de del
producto purificado.

Para la cuantificacion del producto purificado se cargé en cada pocillo del gel 1
pl de éste disuelto en 3 pl agua bidestilada junto con 1 ul de tampéon de carga y se
estimé la intensidad por comparacién con patrones de tamafio molecular de
concentracion conocida.

A continuacidon se realizaron las reacciones de secuenciaciéon en un volumen
final de 10 ul conteniendo 4 ul de Pre-mix (ByeDye Terminator V3.0, Applied
Biosystems), 1 ul de “Pellet Paint” (reactivo que permite la tincion del pellet para ser
visualizado durante la precipitacion) (NOVAGEN), 5 pmoles del oligonucleétido
especifico y 5 ul (10-20 ng) del producto de PCR purificado. Las condiciones de la
reaccion de secuenciaciéon fueron 94°C 3min, seguido de 25 ciclos de 96°C durante
10 segundos, 50°C durante 5 segundos y 60°C durante 4 min. Las reacciones de
secuenciacion se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR 2400 (Applied
Biosystems).

Tras la reaccién de secuenciacion se realiz6 la precipitacion del ADN, para
eliminar restos de reactivos que pudieran interferir durante la carrera
(dideoxinucleétidos marcados, restos de oligonucleétidos, etc.), con etanol al 60%
seguido de una segunda centrifugacion a 14000rpm durante 20 min y tras la
decantacion del sobrenadante se realizé6 un lavado con etanol al 70% seguido de una
centrifugacion a 14.000 rpm durante 5 min. El precipitado se dejé secar debajo de un
flexo durante 5 min y se almacené a —20°C hasta cargarlo en el secuenciador.

Para cargar las muestras en el analizador genético se resuspendi6 el precipitado
en 25 pul de formamida desionizada, dejando rehidratar durante 10 min, y se
desnaturalizé (94°C durante 3 min). Posteriormente las muestras se pasaron a tubos
ABlI 310 de 0.5 ml (Applied Biosystems) y se taparon con “Septum” (Applied

Biosystems), para el andlisis en un equipo automatico de secuenciacién ABI 310.
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Una parte de las muestras fueron analizadas en un equipo ABlI 377 en el

servicio de secuenciacion del CIB (Centro de Investigaciones Bioldgicas).

Los equipos ABI 310 y 3100 constan de un sistema de electroforesis capilar
acoplado a un laser y conectado a un ordenador, de forma que la deteccion se basa
en un sistema de marcaje con moléculas fluorescentes.

La electroforesis se realiza a través de un polimero presente en un capilar
(polimero POP 4, en el caso de analisis del tamafio de los fragmentos, o polimero POP
6, en secuenciacion, ambos de Applied Biosystems). Este capilar (Corto de 47 cm, en
el caso de fragmentos cortos, menores de 400 pb; o largo de 61 cm, en el caso de
fragmentos de mayor tamaifio, superior a 400 pb, ambos de Applied Biosystems) esta
acoplado al laser, de modo que cuando los fragmentos separados a lo largo del capilar
son excitados por el laser, emiten una sefial fluorescente debido al fluorocromo con el
que estan marcados, sefal que es registrada en el ordenador.

Mediante un software especifico (GeneScan Analysis, para el andlisis del
tamaio de los fragmentos, o Sequence Analysis, para la secuenciacion, ambos de
Applied Biosystems), las sefales registradas son transformadas en un gréafico de picos
(denominado electroferograma, en el caso del andlisis del tamafo de los fragmentos, o
cromatograma, en el caso de la secuenciacion), en el que cada pico corresponde a
una seiial fluorescente, es decir, a un fragmento de ADN.

Los equipos disponibles fueron un ABI PRISM 310 (1 capilar) y un ABI 3100
(16 capilares), este ultimo forma parte del equipamiento del servicio de la Unidad de

Analisis del Genoma (INIA).

4) Edicion, ensamblaje y alineamiento de secuencias:

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas de los fragmentos analizados
se realizo la edicion, ensamblaje de las mismas, y su posterior alineamiento para
realizar por comparaciéon la busqueda de mutaciones. Para ello, se utilizaron los
programas EditSeq (edicion) y MegaAlign (alineamiento), del paquete de programas
WinStar y CAP3(ensamblaje) (Contig Assembly Program) disponible en la red
(http://bio.ifom-firc.it/ ASSEMBLY/assemble.html).
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5) Basqueda de significado por cambio aminoacidico y bisqueda de dianas de
restriccion

Una vez realizado el alineamiento de las secuencias nucleotidicas para la
busqueda de mutaciones, se identifico si estas mutaciones producian algin cambio
aminoacidico en la proteina codificada o generaban un codon stop. También se traté
de determinar la presencia de dianas de restriccion polimérficas para comprobar el
posible genotipado a través de la metodologia de PCR-RFLP. Para ello, se utiliz6 el
programa  “Restriction Site  Analysis Simple”, disponible en la red

(http://web.umassmed.edu/bioapps/rsites.html).

Por otro lado se traté6 de determinar, de forma teérica, si los cambios
aminoacidicos generados tenian alguna manifestacion en la estructura secundaria de
la proteina y por tanto alguna implicaciéon funcional, para ello se utilizé el programa de
simulacion de estructuras secundarias PsiPred, disponible en la red
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y el programa de bisqueda de dominios (basado en
la comparacion con dominios en la base de datos)(SMIART), también disponible en la

red (http://smart.embl-heidelberg.de/).

6) Genotipado de polimorfismos mediante el analisis del tamaifio de los
fragmentos amplificados

Los polimorfismos de tipo INDELS (Insercion-deleccion) pueden genotiparse
amplificando la regién que contiene esta mutaciéon por PCR y determinando el tamafio
del fragmento. Si el cambio de tamafio es muy pequeiio (aproximadamente inferior a
10 nucleédtidos), para su deteccion se requiere el empleo de geles de poliacrilamida de
alta resolucién o bien el uso de un analizador automatico de fragmentos.

Se diseiiaron parejas de oligonucledtidos que permitiesen amplificar los
fragmentos polimoérficos y que tuviesen un tamafio 150-250 pb para un andlisis
posterior en el analizador genético.

Uno de los oligonucledtidos de cada pareja se marcé con una sustancia
fluorescente para su posterior deteccién. Este marcaje fluorescente se basa en la

union de fluorocromos que al ser excitados con el laser emiten luz a distinta longitud
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de onda del espectro visible. El fluorocromo empleado para el marcaje de los
oligonucleétidos utilizados fue 6-Fam que emite fluorescencia azul.

Las reacciones de amplificacion fueron especificas para cada pareja de
oligonucleétidos y se confirmaron en geles de agarosa y tincion con bromuro de
etidio, permitiendo ademas cuantificar la intensidad de amplificacion por comparacion
con marcadores de tamaifio molecular.

Para cargar las muestras en el analizador genético, a 1 pul de la reaccion de
amplificacion se le afiadieron 20 pl de formamida desionizada y se pasaron a placas
de 96 pocillos (Applied Biosystems) que se taparon con “Septum” (Applied
Biosystems) y se analizaron en un equipo de electroforesis capilar de andlisis de

fragmentos ABI PRISM 3100.

7) PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism):

Esta técnica se basa en la utilizacién de enzimas de restriccion que cortan la
doble cadena de ADN en lugares especificos de reconocimiento o dianas de restriccion
y permiten detectar polimorfismos en dichas dianas de reconocimiento especificas.

La técnica consiste en una amplificacion por PCR del locus o fragmento
polimérfico, se somete a la posterior digestion con el enzima de restriccion
correspondiente, separaciéon de los fragmentos resultantes mediante electroforesis en
distintos tipos de geles y visualizacion de los fragmentos ordenados por tamaiios.

En este trabajo la separacion de los fragmentos resultantes de las digestiones
se realizaron mediante electroforesis horizontales en geles de agarosa de alta
resolucion (Metaphor) al 2-3.5% (segun los tamaiios de los fragmentos a separar) en
tampon TBE aplicando voltajes de 120-130 voltios durante 60 min y tincion con
bromuro de etidio.

En cada pocillo del gel se cargaron 20 pl de la reaccién de digestion mezclados
con 2 pul de tampén de carga. Los tamafios de las bandas se estimaron por

comparaciéon con determinados patrones de tamaiio molecular.
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8) PCR-SSCP (Single Stranded Conformational Polymorphism):

Esta técnica se basa en los cambios en la conformacién de la molécula de ADN
de cadena sencilla producidos como consecuencia de mutaciones en las cadenas de
ADN, lo que provoca diferencias de movilidad electroforética.

La técnica consiste en amplificar por PCR el locus o fragmento polimérfico, y
tras una fase de desnaturalizacion, se somete a una electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes.

En este trabajo la electroforesis no desnaturalizante se realiz6 en geles de
poliacrilamida empleando el kit de SSCP “GeneGel SSCP gels” y “GeneGel SSCP
buffer B” (Pharmacia Biotech), y utilizando el equipo de electroforesis GenePhor
(Pharmacia Biotech) que permite mantener unas condiciones de carrera altamente
estables (temperatura, humedad y voltaje). Para ello a 2 pl de la reaccion de PCR se le
afiadiéo 1 volumen de tampén de carga (4.75 ml formamida, 0.125 ml cianol xileno
1%, 0.125 ml azul de bromofenol 1%), se someti6 a una desnaturalizacion (95°C
durante 5 min) y se cargé en cada pocillo. Se utiliz6 el patrén de tamaios
moleculares “1000 Base-Pair ladder” (Amersham Pharmacia Biotech).

Durante la carrera se aplicaron tres fases de voltaje: fase 1 (150 voltios
durante 20 min), fase 2 (300 voltios durante 45 min) y fase 3 (350 voltios durante 20
min) a una T? constante de 15°C.

Una vez finalizadas las carreras, los geles se fijaron y tifieron con nitrato de
plata utilizando el equipo de tincién “Automated Gel Stainer” (Amershan Pharmacia
Biotech) empleando los reactivos de tincion del kit “Plus One DNA Silver Staining”
(Amershan Pharmacia Biotech).

La preparaciéon de los geles y tampones se realizé siguiendo las instrucciones

del fabricante.

9) PCR alelo-especifica:
Esta técnica se basa en la generacidon de oligonucleétidos especificos para cada
uno de los nucledtidos que constituyen el polimorfismo. Esta especificidad se

consigue disefiando dos oligonucle6tidos de manera que en el extremo 3 se localice
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la posicion polimoérfica, de forma que se dé la union especifica de cada oligonucleétido
con su alelo correspondiente y la consiguiente extension.

En general, cada oligonucledtido especifico se marca con un fluorocromo
distinto y la amplificacion se realiza en una unica reaccion de PCR compartiendo el
oligonucleétido antisentido y se realiza una electroforesis capilar en un equipo de
secuenciacion automatica. Otra opcion es el disefio de oligonucleétidos especificos
que varien en tamaiio de forma que en una sola reaccién de PCR los fragmentos que
resultan puedan ser visualizados en una electroforesis horizontal en geles de agarosa.

La estrategia que se ha seguido en este trabajo ha sido la de realizar las
reacciones de PCR por separado, con cada uno de los oligonucleétidos especificos y
visualizacion en geles de agarosa, ambas reacciones también por separado, de forma
que la doble amplificacion (en ambas reacciones), indicaria la presencia de
heterocigotos, mientras que la amplificacién exclusiva con uno de los oligonucleétidos

indicaria la presencia de homocigotos para uno de los alelos.

10) Localizacion de un gen candidato
La localizacion fisica consiste en localizar el gen sobre un cromosoma o
fragmento cromosémico a través de técnicas moleculares y/o citogenéticas (panel de

células hibridas somaticas (Figura 22), hibridacién in situ fluorescente (Figura 23)).
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En este trabajo se ha realizado la localizacion fisica de un gen no localizado en
la especie porcina empleado la técnica de localizacién a través de un panel de células
hibridas somaticas radiadas (http://www.toulouse.inra.fr/lgc/pig/RH/IMpRH.htm).

La localizacion genética o de ligamiento consiste en localizar el gen entre
marcadores o genes ya descritos y localizados. Esta localizacién se basa en el analisis
de ligamiento o de recombinacién.

Recombinacién es el proceso por el cual se generan cromosomas distintos a los
parentales durante la meiosis, por tanto cuanto mas ligados estén dos loci menor sera
la probabilidad de que se dé recombinacion.

Esta frecuencia de recombinaciéon (r) es la que determina la distancia (d)

existente entre dos loci, a través de las funciones de mapeo (Tabla 10).

Tabla 10: Funciones de mapeo mds usadas:

- funcién de mapeo de Morgan d=r

dac=dag+dac Fac=ras*rac
- funcidn de mapeo de Haldane

dac=dagt+dac rac=rag+ rec-2 rag ec
- funcién de mapeo de Koshambi

rac=ragt+ rec-2 rag rec € C=1-Interferencia
- funcidn de mapeo de Carter y Falconer

Fac=Pag* Fac-2 rag rec™ C - C= 8r®

El andlisis de ligamiento se basa en la observacion de segregacion de los
gametos. A partir de una familia grande con genealogia conocida, y una vez
determinados los alelos que presentan dichos individuos en la familia para los loci
polimérficos analizados, se establecen el orden y distancia relativa de los loci (Figura
24).

Figura 24: Construccion de un mapa de ligamiento a partir de una familia grande con
genealogia conocida.
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En este trabajo la localizacién genética o de ligamiento se realizé utilizando la
informaciéon del genotipado de determinados polimorfismos detectados en el gen
objeto de estudio para el cruce experimental F2 de Ibérico x Landrace, junto con la
informaciéon disponible en este material de marcadores de tipo microsatélite, (se
dispone de informacion de marcadores de tipo microsatélite para todos los
cromosomas) informacion que se almacené utilizando el programa informatico
GEMMA.

Este programa es una base de datos desarrollada por los laboratorios del INRA
de Toulouse que permite gestionar toda la informacion relativa a animales (genealogia
y tipos de muestra), marcadores (protocolos, cebadores, alelos), y preparacion e
interpretacion de geles, determinando y registrando los genotipos. Por otra parte, este
programa permite verificar la coherencia de los genotipos asignados, dada la
informacion de pedigri, calcular parametros de informatividad, heterocigosidad, PIC y
frecuencias alélicas y exportar estos datos como archivos con formatos ASCII,

GEMMA o CRIMAP.

Para la generacion de los mapas de ligamiento en este trabajo se emplearon las
opciones “Build” “Twopoint” y “Chrompic” del programa informatico CRIMAP version
2.4 (Green et al., 1990). Este programa establece el orden de los loci en el
cromosoma, segun su valor de verosimilitud y una vez establecido el orden de los loci,
se establece el perfil de lodscore, la fraccion de recombinacion y las distancias
relativas calculada mediante la funcion de mapeo de Koshambi, generando el

correspondiente mapa de ligamiento.
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ANALISIS DEL GEN MCIR

I. ANALISIS DEL GEN MCIR TI.a. Blsqueda de polimorfismos en el gen mediante

secuenciacion. I.b. Andlisis de la diversidad genética en poblaciones de cerdo ibérico

Ta. Bisqueda de polimorfismos en el gen mediante secuenciacién
1. Secuenciacion de ADN

El analisis de este gen se realiz6 en ADN obtenido de muestras de sangre, de
higado (para las muestras de cerdos vietnamitas) y de pelo (para cerdos de la raza
Pampa).

Se analiz6 la secuencia nucleotidica del gen a través de secuenciacion directa
del gen, en ambos sentidos, en muestras de animales pertenecientes a las siguientes
razas y poblaciones porcinas: 2 animales ibéricos con capa negra, 2 con capa
colorada, 2 con capa retinta, 2 animales pertenecientes a la poblacion Manchado de
Jabugo, 2 animales pertenecientes a la raza Duroc, 2 animales pertenecientes a la
raza Landrace, 2 animales pertenecientes a la raza Meishan, 2 animales
pertenecientes a una poblacion de origen viethamita, 2 animales pertenecientes a la
raza Pampa, 4 animales pertenecientes a la raza Mangalitza (2 colorados y 2
golondrinos), 2 animales pertenecientes a la raza Vasca y 2 jabalies europeos.

Para la secuenciacion del gen se utilizaron dos parejas de oligonucleétidos
descritas previamente, MERL1-EXT4 y EPIG1-EPIG3 e indicadas en el anexo 2 (Kijas
et al. 1998), que permiten amplificar 801pb del Ginico exon. Ademas se diseiiaron
otras tres parejas de oligonucleétidos diferentes (MC1RFW1-MC1RRW1; MC1RFW2-
MC1RRW2; MC1RFW3-MC1RRW3, indicadas en el anexo 2) a partir de la secuencia
porcina publicada (GenBank n° de acceso: AF326520). En total se han amplificado
1828 pb del gen MC7R que incluye la totalidad de su Gnico exén y parte de las
regiones 5’ y 3’ no codificantes.

Las reacciones de PCR fueron realizadas en volimenes de 25 pl, conteniendo
buffer estandar (75mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 20 mM (NH4)2S04), MgClz,
dNTPs, oligonucleétidos, Tth (Biotools) y ADN (cantidades indicadas en la Tabla 11).
Las condiciones de amplificacion fueron 94°C durante 3 min, seguido de 32 ciclos a

94°C (45 s), T? anillamiento especifica de cada pareja de oligonucleétidos (45s)
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(indicada en la tabla 11), 72°C(45s) y una fase de extension final a 72°C durante 7
min. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ

Research, Watertown, MA).

Tabla 11: Condiciones de amplificacion de los cinco fragmentos amplificados del gen MCIR

Fragmento 1 2 3 4 5

Oligonucledtidos MC1RFW1-MC1RRW1 MCIRFW2-MC1RRW2  MERL1-EXT4 EPIG1-EPIG3  MCI1RFW3-MC1RRWS3

(538 pb) (572 pb) (449 pb) (405 pb) (454 pb)
Reactivos

MgCl, 2.5mM 2.5mM 1mM 1mM 2.5 mM
dNTPs 240pM 240uM 200uM 200pM 200uM
Oligocledtidos 12.5 pmol 12.5 pmol 10 pmol 10 pmol 12.5 pmol

Tth 0.75u 0.75u 0.6u 0.6u 0.5u

ADN 75ng 75ng 50ng 50ng 60 ng

T® anillamiento 65°C 63°C 53°C 53°C 63°C

El producto resultante de la amplificacion fue visualizado en un gel de agarosa
al 2% vy tincién con bromuro de etidio, confirmando la amplificacién del fragmento
correspondiente por comparacion con el patron de peso molecular BioMarker Low
(BioVentures). El fragmento amplificado fue purificado y secuenciado en un equipo de
electroforesis capilar, ABI 310.

Las secuencias obtenidas fueron editadas, ensambladas y alineadas para la

busqueda de mutaciones en las muestras disponibles.
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Tabla 12: Polimorfismos y haplotipos detectados para el gen MCIR en los 26 animales analizados

Fragmento 1
MCIRFW1-MCIRRW1

Fragmento 2
MC1RFW2-MC1RRW2

Posicién nt
2 Jabali
2 Landrace
2 Duroc
2 Mangalitza colorado
2 Ibérico rubio

2 Ibérico colorado

2 Ibérico entrepelado
2 Mangalitza golondrino
2 Meishan

2 Cerdos vietnamitas

2 Pampa

2 Ibérico negro

2 Cerdos vascos
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Fragmento 3
MERL1-EXT4

Fragmento 4

Fragmento 5

EPIG1-EPIG3 MCIRFW3-MC1RRW3

896 1110 1132 11901197 1318

*

- - 6 T 6 6 C
-CC- 6 T 6 A (4
- 6 T 6 6 T
-¢c- 6 T 6 A c
-€CC- 6 T 6 A c
-cC- 6 T 6 6 c
-¢C- 6 T 6 A c
-- 6 T 6 6 (4
-- A C A 6 c
- - A C A 6 c
-¢C- 6 T 6 A c
-- 6 T 6 A 4
- - 6 T 6 A 4

i55415561;97
6 6 A
6 6 A
A G A
6 6 --
6 6 A
6 6 A
6 6 A
6 6 A
6 A --
6 A --
6 6 A
6 6 A
6 6 A

K Nuevos polimorfismos, no descritos previamente

* Polimorfismos descritos,

Polimorfismos descritos,

Kijas et al. 1998
Kijas et al. 2001

58

Haplotipos

MC1R*1
MCIR*6
MC1R*4
MCIR*8
MC1R*6
MCIR*7
MCI1R*6
MCIR*9
MCI1R*2
MCI1R*2
MC1R*6

MC1R*3
MC1R*3
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Los resultados del alineamiento de las secuencias obtenidas de la amplificacion
de los cinco fragmentos solapados del gen se muestran en la tabla 12, donde se
indican los animales secuenciados y las posiciones donde se han detectado sitios
polimérficos, referidas a la secuencia publicada (N° acceso AF326520).

En la tabla 12 se muestran los 18 polimorfismos detectados en 1828 pb
secuenciadas del gen, en los 26 individuos analizados pertenecientes a 13 origenes o
tipos distintos. De estos polimorfismos 16 corresponden a polimorfismos de un sdélo
nucledtido (SNPs) y 2 son INDELS. Por otra parte, 9 de estos polimorfismos ya habian
sido detectados previamente (Kijas et al., 1998; Kijas et al., 2001, Giuffra et al.,
1999), y 9 son nuevos polimorfismos localizados en la regién no codificante del gen.

La combinacion de los polimorfismos detectados determinan 8 haplotipos
diferentes, de los cuales 5 habian sido descritos previamente (Kijas et al., 1998,
2001; Giuffra et al., 1999) y constituyen los alelos del gen (MC7TR*1, MC1R*2,
MC1TR*3, MCI1R*4, MC1TR*6) y 3 corresponden a nuevas combinaciones de
polimorfismos incluyendo las detectadas en las regiones no codificantes. Por otro

lado, no se detecta la presencia del haplotipo MC7R*5, descrito en jabali japonés.

2.Descripcion de los haplotipos detectados

Alelo/Haplotipo MCTR*1

Alelo considerado silvestre, constituido por la secuencia nucleotidica que da

lugar a la proteina silvestre, indicada en el anejo 2 como MC1R*1.

Alelo/Haplotipo MC1R*2

Alelo determinado por la presencia de cinco mutaciones de tipo SNPs, en la
regiéon codificante del gen, en las posiciones 878, 1110, 1132 1197 y 1556, dos de
las cuales producen cambios en la secuencia aminoacidica de la proteina, indicada en
el anejo 2 como MC1R*2. Ademas se detecta la presencia de otros 6 SNPs en la
regiéon no codificante del gen, en las posiciones 500 (C/T), 603 (A/G), 608 (G/A), 640
(C/T), 759 (G/A) y 802 (C/T) y una deleccion en la posicion 1797 (-A).

La mutacion localizada en la posicion 1110 de la secuencia nucleotidica del

gen (G/A), produce un cambio aminoacidico de Valina a Metionina, es decir un
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aminoacido hidrofébico es sustituido por uno neutro, esta mutacion habia sido
descrita en trabajos previos como V92M. Por otro lado, la mutaciéon localizada de la
posicion 1132 de la secuencia nucleotidica del gen (T/C), produce un cambio
aminoacidico de Leucina a Prolina, es decir de un aminoacido hidrofébico también a
un aminoacido neutro, también descrita en trabajos anteriores como L99P. Ambas
mutaciones indicadas en el Anejo 2 como MC1R*2 y traen como consecuencia un
cambio en la estructura secundaria de la molécula (Anejo 2).

Este haplotipo aparece en muestras de animales pertenecientes a las razas

Meishan y Cerdos de origen vietnamita.

Alelo/Haplotipo MMC71R*3

Alelo determinado por la presencia de una mutacién en la posicién 1197 de la
secuencia nucleotidica del gen (G/A) y produce un cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina, indicada en el Anejo 2 como MC1R*3.

Este cambio consiste en una sustitucion de Aspartico por Asparagina, es decir
de un aminoéacido acido a un aminoacido polar, cambio descrito en trabajos anteriores
como D121N y que conlleva una modificacion en la estructura secundaria de la

proteina (Anejo 2).

Alelo/Haplotipo MCTR*4

Alelo determinado por la presencia de dos mutaciones en la regién codificante
del gen, en las posiciones 1318 y 1554 de la secuencia nucleotidica del gen (C/T y
G/A, respectivamente) y 1 mutacion en la regiéon no codificante del gen, en la posicién
668 (G/C).

La mutacion localizada en la posicién 1318 produce un cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina. Este cambio es de una Adenina a Valina, es decir de un
aminoacido hidrofébico a otro hidrofébico, cambio descrito en trabajos anteriores
como A161V.

La mutacién localizada en la posicion 1554 produce un cambio de aminoacido

en la secuencia de la proteina, este cambio consiste en una sustitucion de Alanina a
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Treonina, es decir de un aminoacido hidrofébico a un aminoacido polar, también
descrito en trabajos anteriores como A240T.
Estos cambios en la secuencia aminoacidica, representados en el Anejo 2 como

MC1R*4, conllevan un cambio en la estructura secundaria de la proteina (Anejo 2).

Alelo/Haplotipo MC71R*6

Alelo determinado por la presencia de dos mutaciones, una insercion —CC- en
la posicion 896, descrita en trabajos previos como nt67insCC, y una sustitucion (G/A)
en la posicion 1197 de la secuencia nucleotidica del gen.

La mutaciéon localizada en la posicion 1197 es compartida con el alelo
MC1R*3, mientras que la insercion en la posicion 896 del gen produce un cambio en
el marco de lectura de la secuencia aminoacidica y por tanto genera una proteina con

dominios diferentes a la proteina silvestre (Anejo 2, indicado como MC1R*6).

Alelo/Haplotipo MC1R*7

Alelo determinado por la presencia exclusiva de la insercién en la posicion 896
de la secuencia nucleotidica del gen. Dicha mutaciéon es compartida con el alelo
MC1TR*6, por tanto presenta la misma consecuencia en la secuencia de la proteina y

su misma funcionalidad, indicada en el Anejo 2 como MC1R*7.

Alelo/Haplotipo MC71R*8

Haplotipo constituido por la secuencia que caracteriza al haplotipo MC7R*6
junto con dos mutaciones en las regiones no codificantes (posiciones 668 y 1797),
haplotipo que se detecté en animales pertenecientes a la poblacion con capa colorada

de la raza Mangalitza.

Alelo/Haplotipo MC71R*9

Haplotipo constituido por la secuencia silvestre (MC7R*1), junto con una
mutacién en la region no codificante en posicion 432, detectado en animales

pertenecientes a la poblacion con capa golondrina de la raza Mangalitza.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos de la secuenciacion para el gen MC7R muestran el
elevado indice de polimorfismos presentes en este gen. Nueve polimorfismos se
detectaron en la regidon codificante y otros nueve se detectaron en la regién no
codificante del mismo, en 1828 pb analizadas. Esto supone una frecuencia
aproximada de 1 polimorfismo por cada 100 pb, frecuencia superior a la esperada (en
la especie humana se calcula una frecuencia de 1 por cada 500 pb).

Los polimorfismos detectados en la region codificante del gen determinan los
seis alelos que han sido descritos previamente, estos son MC7TR*1, MC1R*2,
MC1R*3, MC1R*4, MC1R*5 y MC1R*6, con funcion fisiologica atribuida (Kijas et a.,
1998, 2001; Giuffra et al., 2000)

En las poblaciones y razas de cerdos analizados en este trabajo, se detectaron
la presencia de ocho haplotipos distintos (WUIC7TR*1 - MCT1R*4 y MC1R*8 - MC1R*9),
definidos por las posiciones polimérficas, tanto en la region codificante como en la no
codificante, y pese a que los haplotipos MC7R*8 y MC171R*9, en principio no tienen
una implicacién funcional porque los polimorfismos que los definen no estan
localizados en regiones codificantes (el polimorfismo que determina el alelo MC7R*5,
definido por Giuffra et al. (2000), no genera un cambio aminoacidico y por tanto
tampoco tiene una implicacién funcional), si permitirian la discriminacion de unas
poblaciones de otras.

Concretamente, la deleccion (-A-) localizada en la posicion 1797 del gen,
presente en los haplotipos MC7R*2 y MC1R*8, se detecté en cerdos que comparten
un origen asiatico (Meishan, Cerdos de origen vietnamita y Mangalitza colorado)
excepto para la variedad de Mangalitza golondrino (MC7R*9), que no contiene esta
deleccion, por lo que, dentro de los animales pertenecientes a la raza Mangalitza, se
podrian diferenciar ambas variedades por esta deleccion, por el oligonucleétido que
presenta en la posicion 432 del gen y por la insercion de dos citosinas en la posicion

896 del gen (previa confirmaciéon del mismo en un mayor nimero de muestras).

En las muestras de animales pertenecientes a razas estudiadas previamente

para el gen MCTR (Kijas et al. 1998; 2001), los resultados obtenidos coinciden,
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detectandose la presencia de los alelos MC7R*1 en jabali europeo, MC7TR*2 en
Meishan, MC7R*4 en Duroc y MC7R*6 en Landrace. En este trabajo no se detecto la
presencia del alelo MC7R*5, alelo descrito por Giuffra et al., (2000) en poblaciones
de jabalies japoneses, probablemente porque no se han estudiado en el presente

analisis.

I.b. Andlisis de la diversidad genética en poblaciones de cerdo ibérico

Los polimorfismos que representaban interés fueron genotipados en un mayor
namero de animales. Este genotipado a gran escala se realiz6 a través de tres técnicas
distintas, dependiendo del polimorfismo: PCR-RFLP, analisis del tamaiio de los
fragmentos amplificados en un analizador automatico (ABI PRISM) y PCR-SSCP.

Los polimorfismos localizados en las posiciones 1554, 1556, 1110 y 1197
generan dianas de restriccion polimérficas para los enzimas BstU | (pos. 1554 y 1556)
y BspH | (pos. 1110), descritos anteriormente por Kijas et al. (1998) y Nsp | (pos.
1197), no descrita previamente, por lo que se genotiparon aplicando la metodologia
de PCR-RFLP. Las reacciones de digestion se realizaron en volimenes de 20 pl
conteniendo 10 pl del producto de PCR, 2 pul de buffer de digestion 10x
correspondiente a cada una de las enzimas y 2 u de enzima (New England Biolabs).
Los fragmentos digeridos, las condiciones de digestion y fragmentos esperados
aparecen indicados en la tabla 13.

Tabla 13: Caracteristicas de las reacciones de digestion para el genotipado por
PCR-RFLP de polimorfismos en el gen MCIR

Fragmento

3 MERL1-EXT4

3 MERL1-EXT4

4 EPIG1-EPIG3

Enzima de restriccion

Diana

Buffer
T? digestién
Fragmentos de los
alelos (pb)

Nsp I
PuCA TGPy
NEB2
37°C
449  272/177

BspH I
TCATGA

NEB4
37°¢C
449 260/189

BstU I
cGcCe6

NEB2
60°C
405 222/183
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Los fragmentos resultantes se visualizaron en geles de agarosa al 2.5% de alta
resolucion (Metaphor) y tincién con bromuro de etidio.

Para el genotipado de la insercién de 2 citosinas en la posicion 896 del gen, se
procedié6 a realizar el analisis de los fragmentos amplificados en un equipo de
electroforesis capilar, ABI PRISM 3100. Para ello se diseii6 una pareja de
oligonucleétidos (MC1RA-MC1RB, indicada en el Anejo 2), cuyo oligonucleétido
antisentido fue modificado en el extremo 5° con el fluorocromo 6-FAM, que permiten
amplificar un fragmento de 203 pb -205 pb. La PCR se realizé6 en volimenes de 10 pl
conteniendo buffer standard 1X, 2mM MgCl2, 200 pM dNTPs, 4 pmoles de cada
oligonucleétido, 0.3 u Tth (Biotools) y 30 ng de ADN. Las condiciones de
amplificacion fueron 94°C durante 3min, seguido de 32 ciclos a 94°C (45s),
63°C(45s), 72°C (45s) y una fase final de extension de 72°C durante 7 min. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research, MA).

El producto de amplificacion se sometié a una electroforesis vertical en un
analizador automatico, ABlI 3100, y los fragmentos fueron interpretados con el

software GenScan.

El genotipado de estos cuatro polimorfismos descritos se realizé en animales de
las razas Ibérica (15 animales pertenecientes a la linea Torbiscal, 31 animales con
capa negra, 109 con capa colorada, 79 con capa entrepelada, pertenecientes a
distintas ganaderias), 14 Manchado de Jabugo, 104 animales Duroc y 31 jabalies.

Por otro lado se realizé el genotipado de estos polimorfismos en los individuos
del cruce experimental de Ibérico (Guadyerbas) y Landrace, incluyendo 33 Fo, 70 F1 y
377 F2 y 87 Fs para la construccién de un nuevo mapa de ligamiento del cromosoma

6 porcino y realizar un andlisis fino de deteccion de QTL.

Genotipado de los haplotipos del MC7R*1 al MC1R*7

Siguiendo el criterio indicado en la Figura 25, en base a los polimorfismos
detectados, se genotiparon los haplotipos MC7R*1 al MC1R*4, MC1R*6 y MC1R*7
ya que son los que segregan en las poblaciones y razas analizadas y se distinguen por

posiciones polimdrficas en la regiéon codificante.
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Figura 25: Criterio para la determinacion de los haplotipos del gen MCIR

Fragmento 4 Fragmento 3 Fragmento 3 Fragmento 2
EPIG1-EPIG3 MERL1-EXT4 MC1RFW2-MC1RRW2
MERL1-EXT4

1110 (G/A) 1197 (G/A) nt67insCC

1554, 1556 (G/A)
(GIA)

MC1R*2/4

MC1R*1/3/4/6/7 MC1R*2

MC1R*1/7  MC1R*3/6

MC1R*1 MC1R*7
MC1R*3 MC1R*6
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La discriminacion de los haplotipos MC7R*1, 3, 6 y 7 de los haplotipos
MC1TR*2 y 4 se realizo en base a los nucledtidos que presentan en las posiciones
1554 y 1556. Estos polimorfismos fueron genotipados, como se menciona
anteriormente, mediante PCR-RFLP (BstU |) para la discriminacion de estos alelos

(Figura 26).

Figura 26: Patron electroforético del RFLP BstU I para los SNPs localizados en
las posiciones 1554 y 1556 del gen MCIR

Marcador PCR

- . el B s 106 pb

=Ry 7§ B .

Haplotipos MC1R*1/3/6 0 7

)—tplotipos MC1R*2 y/o 4

i—tterocigoto con uno de los haplotipos MC1R*2 0 4 y el otro MC1R*1/3/6 0 7

Los individuos que presentan los haplotipos MC7R*2 y 4 no presentan la
diana de restriccion activa y por tanto el producto amplificado no es digerido con el
enzima, generando Unicamente el fragmento de 406 pb, mientras que los individuos
que presentan los haplotipos MC7R*1, 3, 6 o 7, presentan la diana de restriccion
activa y por tanto el producto de amplificacion es digerido con la enzima generando

dos fragmentos de 184 y 222 pb.
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Por otro lado, la discriminacién del haplotipo MC7R*2 del resto de haplotipos
se realizé en base al nucleétido que presentan en la posicion 1110 de la secuencia
nucleotidica. Este polimorfismo fue genotipado, como se menciona anteriormente, por

PCR-RFLP (Nsp 1) para la discriminacion de los alelos (Figura 27).

Figura 27: Patron electroforético del RFLP Nsp I para el SNP localizado en la
posicion 1110 del gen MCIR

Marcador Pcﬁ

Haploti&o MC1R*2 en homocigosis
Cualquier haplotipo, excepto MC1R*2
Heterocigoto con un haplotipo MC1R*2 y el otro cualquiera excepto MC1R*2

Los individuos que presentan el haplotipo MC7R*2 tienen la diana de
restriccion activa y por tanto el fragmento amplificado es digerido con el enzima de
restriccion dando como resultado dos fragmentos de 176 y 273 pb, mientras que los
individuos que no presentan este haplotipo no tienen la diana de restriccion activa por
lo que el fragmento amplificado no es digerido y como consecuencia se genera un

Unico fragmento de 449 pb.
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La discriminaciéon de los haplotipos MC7R*1 y 7 de los haplotipos MC7TR*3 y
6, se realizé en base al nucleétido que presentan en la posicion 1197 de la secuencia
nucleotidica del gen. Este polimorfismo fue genotipado, como se menciona

anteriormente, por PCR-RFLP (BstH 1) para la discriminaciéon de los alelos (Figura 28).

Figura 28: Patron electroforético del RFLP BspH I para el SNP localizado en la
posicion 1197 del gen MCIR

Marcador

500 —»
400 —»
300 —»

200 —»

100 —

}-t\plotipos MC1R*107
Haplotipos MC1R*3 0 6
Heterocigoto con uno de los haplotipos MC1R*1 0 7 y el otro MC1R*3 0 6

Los individuos que presentan los haplotipos MC7R*3 y 6 presentan la diana
activa y por tanto el fragmento amplificado es digerido con el enzima de restriccion
generando dos fragmentos de 193 y 256 pb, mientras que los individuos que
presentan los haplotipos MC7R*1 y 7 no presentan la diana activa por lo que el
fragmento amplificado no es digerido con el enzima de restriccion y genera un Gnico

fragmento de 449 pb.
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Por dltimo la discriminaciéon de los haplotipos MC7R*1 de MC1R*7 y MC1R*3
de MC1R*6 se realizo en base a la presencia o ausencia de la insercion detectada en
la posicion 896 del gen. Para ello se utilizé la metodologia de PCR y posterior analisis
del tamano de los fragmentos amplificados en un equipo de electroforesis capilar de

andlisis de fragmentos, como se menciona anteriormente (Figura 29).

Figura 29: Electroferogramas obtenidos para la insercion -CC- en la posicion 896
del gen MCIR

130 200 Z10 2z0

1050 203

26 : 24_HOZ~1 F54 /24 7

203 205
1050} I |
ok

2B ZBE_[04~1FSA /28 7

1050

EE :37_EOS~1 FEA /57 7

Esta metodologia permite discriminar los individuos homocigotos con insercion,
cuyo tamafio de fragmento amplificado fue de 205 pb, de los homocigotos sin
insercion, cuyo tamafo de fragmento amplificado fue de 203 pb, y de los
heterocigotos que presentaron unos tamaios de los fragmentos amplificados de 203

y 205 pb.

Los resultados del genotipado de los animales analizados aparecen
representados en la Tabla 14, donde se indica la poblacion y raza a la que pertenecen
los individuos, el niimero de individuos analizados, entre paréntesis, y el nimero de

individuos detectados para cada uno de los genotipos.

69



Tabla 14: Resultado del genotipado de los haplotipos del gen MCIR en poblaciones de cerdo

Poblaciones de la raza Ibérica ;
Negros | Colorados Torbiscal Entrepelados =~ Manchado de Duroc Jabalf
(BL)* | (109)**  (15) (79) Jabugo (14) (104) (31)

MR/ - . . - . . 2
MCIR*1/3 -- -- -- -- -- -- 2
MCIR*1/6 -- -- -- -- -- -- 1
MCIRIT - - - . . . 3
MCIR*3/3 31 -- -- -- -- - -
MCIR*3/6 -- 2 1 -- - - -
MCIR*3/7 -- 6 2 11 1 -- -
MCIR* /4 - -~ . - - 104 -
MCIR*4/6 -- -- -- -- 2 - -
MCIR*6/6 -- 48 9 30 11 - -
MCIR*6/7 - 45 3 25 - - -
MCIR*7/7 -- 8 -- 13 - - -

*En una poblacion con color de capa negra, considerada ibérica, y no incluida en esta tabla, se
detecto6 la presencia del haplotipo MCTR*2.

**De los 109 animales con capa colorada genotipados, 15 corresponden a la linea Torbiscal,
cuyos resultados aparecen en la columna siguiente.

Por otro lado, en la Tabla 15 se indican las frecuencias de los haplotipos

detectadas para cada una de las poblaciones de cerdo ibérico analizadas.

Tabla 15: Frecuencias de los haplotipos del gen MCIR en poblaciones de cerdo

Poblaciones de la raza Ibérica Manchado

Negros Colorados Torbiscal Entrepelados | de Jabugo Duroc Jabali

@1+ (209 (15) (79) (14) (105) (31)
MCIR - - | - - - - 0903
MC1R*3 1.000 0.037 0.100 0.070 0.036 -- 0.032
MC1R*4 -- -- -- - 0.071 0.995 --
MC1R*6 -- 0.626 0.733 0.560 0.857 0.005 0.016
MC1R*7 -- 0.307 0.167 0.390 0.036 -- 0.049

* En una poblaciéon con color de capa negra, considerada ibérica, y no incluida en esta tabla,
se detecto6 la presencia del alelo ICTR*2
**De los 109 animales con capa colorada genotipados, 15 corresponden a la linea Torbiscal,

cuyos resultados aparecen en la columna siguiente.

70



2. Genotipado del polimorfismo localizado en la posicion 668 del gen

La mutacion detectada en la posicion 668 del gen, una sustitucion de una
Guanina por una Citosina en la regién no codificante del gen, no se detecta en las
muestras de cerdos ibéricos, sin embargo se detecté en las muestras de los animales
de la raza Duroc analizados. Esta mutacion no genera diana de restriccion polimérfica
ni cambio en el tamafio del fragmento amplificado, pero si se produce un cambio en la
conformacion de la molécula de ADN, lo que permitié su genotipado aplicando la
metodologia de PCR-SSCP.

Para el genotipado de este polimorfismo se disefi6 una nueva pareja de
oligonucleétidos (MC1RSSCPf-MC1RSSCPr, indicada en el Anejo 2), que permiten
amplificar un fragmento de 174 pb y que contiene la posicion polimérfica.

La reaccion de amplificacion se realiz6 en un volumen final de 25 ul
conteniendo buffer estandar 1X, 2mM MgCl2, 200 uM dNTPs, 12.5 pmoles de cada
oligonucleétido, 0.5 u Tth (Biotools) y 60ng de ADN. Las condiciones de amplificacion
fueron 94°C durante 3min, seguido de 30 ciclos a 94°C (45s), 62.5°C(45s), 72°C
(45s) y una fase final de extension de 72°C durante 7 min. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research, MA).

El producto de amplificacion fue purificado a partir de banda en el gel (para
evitar las bandas aparecidas por amplificacién inespecifica) y sometido a una
electroforesis no desnaturalizante en las condiciones mencionadas anteriormente.

Este polimorfismo fue genotipado (Figura 30) en 40 animales pertenecientes a
la raza Duroc (de distintos origenes), 40 animales pertenecientes a la raza Ibérica (de

distintos origenes) y 5 animales cruzados Duroc x Ibérico al 50%.
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Figura 30: Patron electroforético para el SSCP G/C en la posicion 668 del gen MCIR

Marcador

Ibéricos Ib x D Duroc

(Ib) al 50 % ()]

Banda I ©
caracteristica Banda

para la raza PCR sin caracteristica
7 . |
Thérica desnaturalizar Fleterooitiob s para la raza

Duroc

e

187 pb

Esta metodologia permite discriminar individuos homocigotos de heterocigotos,
ya que los individuos homocigotos G/G presentan dos bandas una de las cuales
aparece a distinta altura que los homocigotos C/C, y los individuos heterocigotos
presentan las tres bandas.

El genotipado de éste polimorfismo se realiz6 en 40 muestras de animales
Ibéricos (negros, colorados, entrepelados y rubios), 40 animales de la raza Duroc
(procedentes de distintas ganaderias) y b animales cruzados al 50% (IBxD).

El resultado del genotipado de estos individuos aparece representado en la
tabla 16, donde se muestran entre paréntesis el nimero de animales genotipados para
cada raza, y el nimero de animales detectados para cada genotipo, indicado éste con

la base nucleotidica que presentaron para la posicién polimérfica.
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Tabla 16: Resultado del genotipado del polimorfismo localizado en la posicién 668 del

gen MCIR
Genotipo Ibéricos(n=40) Duroc(n=40) Cruzados IbxD 50%(n=5)
G6/6 40 0 0
6/C 0] 0 5
c/c 0] 40 0

Por tanto, la frecuencia con la que aparece el alelo G en la poblacién Ibérica es
de 1, mientras que la poblacién Duroc aparece el alelo alternativo, C, también a una
frecuencia de 1, por lo que podria considerarse candidato a marcador racial de la raza

Duroc.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Respecto al anaélisis de los haplotipos del gen MC7R en las poblaciones de
cerdo ibérico analizadas, se detectaron la presencia de tres haplotipos, MC7R*3,
MC1R*6, descritos en trabajos anteriores (Kijas et al., 1998, 2001) y MC171R*7,
nuevo haplotipo.

El haplotipo MC7R*3, se detect6 en la poblacion de cerdos ibéricos con capa
negra, este resultado coincide con la funcionalidad atribuida para la mutacién que lo
constituye, ya que la transversion G/A localizada en el nucleétido 1197 del gen,
produce un cambio en la secuencia proteinica, éste es una sustitucion de un
aminoacido acido (Aspartico) a un aminoacido polar (Asparagina) que a su vez
provoca un cambio en la estructura secundaria de la proteina (Anejo xxx). Este
cambio, segun describen Kijas et al. (1998), produciria la activaciéon constitutiva del
receptor MC1R, de forma que se produce la sintesis exclusiva del pigmento
eumelanina, pigmento negro.

Este haplotipo detectado en la poblaciéon de cerdos ibéricos con capa negra, es
compartido con otras razas que presentan un patron de color de capa
dominantemente negra, como es la raza de origen europeo, Hampshire (Kijas et al.,

1998).
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Otras razas con color de capa negra, como Meishan, Large Black y Cerdos de
origen vietnamita, presentan otro haplotipo que también determina un color de capa
negra, MC7R*2, haplotipo que presenta una mutacién que también conlleva la
activacion de manera constitutiva del receptor, sin embargo, estas razas son de origen
asiatico. Esto podria implicar un origen distinto de color de capa negra en razas
asiaticas y europeas.

En las poblaciones de cerdos ibéricos con capa colorada y entrepelada se
detecto la presencia de tres haplotipos, MCTR*3, MC1R*6 y MC1R*7.

El haplotipo MC7R*6, esta constituido por dos mutaciones, una compartida
con MC7R*3 y una insercion de dos citosinas en el nucleétido 896. Esta ultima
provoca la aparicion de un codon STOP en el codon 56 de la proteina, de forma que
se genera una proteina no funcional (Figura 31) y por tanto se da exclusivamente
sintesis del pigmento phaeomelanina, pigmento colorado. Por tanto, la presencia de

este alelo en las poblaciones con capa colorada y entrepelada es esperada.

Figura 31: Prediccion de dominios (programa SMART) para la proteina MCIR.

Haplotipos MCIR*6 y MCIR*7 Resto de haplotipos para MCIR
Dominios

1 100 EI?CI Region de baja 1 100 opn T transmembrana
| |

| complejidad |

— Péptido sefal

—— | HHH

Este haplotipo es compartido con otras razas porcinas con color de capa
colorada, analizadas en otros trabajos, como las razas Linderéd, Tamworth y Hereford
(Kijas et al., 2001).

Pero este haplotipo no es el que determina exclusivamente el color de capa
colorado. En la raza Duroc, caracteristicamente colorada, no se detect6 este
haplotipo, ni en este trabajo, ni en trabajos previos (Kijas et al., 1998, 2001), para
esta raza el color de capa colorado viene determinado por la presencia del haplotipo

MC1R*4, también portador de una mutacion (G/A en posicion 1554) que parece
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provocar la inactivacion del receptor generando exclusivamente la sintesis del
pigmento colorado (Kijas et al., 1998).

Sin embargo, el haplotipo MC7R*6 también se detecta en razas porcinas con
color de capa blanca, en este trabajo en la raza Landrace, y en trabajos anteriores en
las razas Landrace, Yorkshire y Pietrain (Kijas et al., 2001). En el caso de estas razas,
se postula que para la aparicién de este color de capa blanco es esencial el papel
determinante del gen K/T, y que estas razas expresarian el alelo blanco dominante
para este gen, de manera que si no se diese la expresion de este alelo dominante,

estos cerdos tendrian un color de capa colorado (Kijas et al., 1998, 2001).

El haplotipo MC7R*7 es una nueva combinacion de polimorfismos, esta
constituido exclusivamente por la secuencia considerada silvestre junto a la insercién
de las dos citosinas (posicion 896), de manera que funcionalmente tendria las mismas
consecuencias que el haplotipo anterior (MC7R*6). Este haplotipo no se habia
detectado en ninguno de los trabajos publicados anteriormente, sin embargo en este

trabajo se detecta en poblaciones de cerdo ibérico con capa colorada y entrepelada.

El haplotipo MC7R*3 también se detecté aunque en heterocigosis y a baja
frecuencia en poblaciones de cerdos ibéricos con color de capa colorada y
entrepelada, en contra de la dominancia atribuida tradicionalmente para este alelo que
determina el color de capa negra. El hecho de que se detecte la presencia del alelo
dominantemente negro en heterocigosis en animales con color de capa colorada, hace
suponer que en el proceso de biosintesis de pigmentos de la capa deben de estar
implicados otros loci modificadores.

De los resultados del genotipado de animales con capa colorada, destacar el
hecho de que en animales de la linea Torbiscal también se ha detectado la presencia
del alelo MC7R*3 en heterocigosis. Como se menciona en capitulos anteriores, esta
linea cerrada y altamente controlada fue formada a partir de cuatro estirpes, dos
coloradas y dos negras y fue seleccionada hacia el color de capa colorado, eliminando
el “alelo” responsable del color negro, sin embargo los resultados obtenidos hacen

suponer que no se ha eliminado completamente el alelo negro, en este caso el alelo
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MC1R*3. Por otro lado para esta linea el alelo determinante del color negro se supone
dominante sobre el colorado, ya que al realizar cruzamientos entre animales de la linea
Torbiscal (colorados) y animales de la linea Guadyerbas (negros), el resultado de este
cruce siempre genera individuos con capa negra (Sili6, comunicacién personal),
ademas en esta misma linea no se ha confirmado que exista asociacion entre la
presencia del alelo MC7R*3 con una coloracion mas intensa (capa retinta) frente
menor intensidad (capa rubia) lo que podria implicar codominancia, por lo que estos
resultados apoyan la idea de la existencia de loci modificadores en el proceso de
biosintesis.

Un caso similar al que ocurre con las poblaciones de la raza Ibérica, también se
produce con la raza Mangalitza, de origen hungaro.

Para esta raza, en los animales analizados que pertenecen a la poblacion
denominada golondrino, no se detecta ninguna mutacién en la regién codificante, de
manera que, en principio, presentaria la secuencia silvestre, del jabali (C7R*1). Sin
embargo para la poblaciéon de cerdos con capa colorada, en este trabajo se detectaron
las mutaciones que determinarian el haplotipo MC7R*6, (se ha denominado haplotipo
MC1R*8, por tener una nueva mutacién, en la regién no codificante).

Por otro lado, en un trabajo anterior (Ciobanu et al., 2001), se detectaron
animales de esta variedad colorada que contenian la mutacion en posicion 896 del
gen y establecieron su equivalencia con el alelo MCTR*3 (E’, siguiendo la
nomenclatura del locus Extension) y animales que no contenian esta mutacion y
consideraban que también portaban el alelo silvestre (MC7R*1), sin embargo, en este
trabajo no analizaron la presencia o ausencia de la insercion en la posicion 1197, que
determina los alelos MC7R*6 y 7.

De los resultados obtenidos de estos trabajos podria establecerse que el alelo
que consideraban MC7R*3 para los animales con color de capa colorada, también
contendria la insercion en posicion 1197, es decir, corresponderia al alelo MC7TR*6 y
que el alelo que ellos consideraban silvestre, podria contener también la insercién, de

manera que constituiria el haplotipo MC7R*7, descrito en la raza Ibérica.
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Ademas, en el genotipado de los alelos de este gen se detecté la introgresion
en ganaderias de cerdo ibérico de alelos detectados y fijados en otras razas porcinas,

concretamente:

- en una ganaderia con capa negra, considerada ibérica se detecté la presencia
a elevada frecuencia del haplotipo MC7R*2 ademas del haplotipo MC7R*3. Este
haplotipo, alelo MC7R*2, descrito anteriormente, se detect6 y esta fijado en animales
con color de capa negra de origen asiatico (Meishan y Large Black), lo que indicaria
que en esta ganaderia ha existido introgresion de alelos pertenecientes posiblemente a
animales de la raza de origen asiatico Large Black.

- en la poblacion de cerdos Manchado de Jabugo, representados una pequeiia
muestra de animales, se detecté la presencia de cuatro haplotipos MC7R*3,
MC1TR*4, MC1R*6 y MC1R*7, lo que indica un origen heterogéneo para esta
poblacidn.

La ganaderia Manchado de Jabugo se form6 con la recuperaciéon de ejemplares
pertenecientes a otras ganaderias ibérica, de ahi el hecho de que en ésta se detecten
esa heterogeneidad al presentar cuatro haplotipos para este gen, pese a contar con un
bajo niimero de muestras (14). Pero un dato importante es que se detecta la presencia
del haplotipo MC7R*4, caracteristico y fijado en la raza Duroc, lo que indica que en la
recuperacion de esta raza estuvo implicado algun animal con ascendencia Duroc.

- en la poblacion considerada actualmente entrepelada (dentro de las
variedades coloradas) no se ha detectado la presencia del haplotipo MC7R*2,
caracteristico de la raza de origen asiatico Large Black, raza que contribuyé a la
formacién de la poblaciéon considerada entrepelada.

Se han desarrollado otras metodologias para la identificacion de estos
haplotipos, concretamente se ha desarrollado un método de genotipado de estos
haplotipos, patentado, utilizando la tecnologia de la pirosecuenciacion (Gustafsson et

al., 2001).

Estudios sobre este gen en otras especies, indican que la presencia del

receptor MC1R no funcional, tanto en ovino (Klungland et al., 1995) como en ratén
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(Marklund et al., 1996), se debe a una deleccion de una base, sin embargo en el
caballo (Marklund et al., 1996), la disminucion de la actividad de este receptor se
debe a una sustitucién de una base nucleotidica. En el caso de la especie porcina, se
presentan ambos casos, es decir la ausencia o disminucién de la actividad del receptor
MC1R se debe a la sustitucion de un nucledtido, como ocurre en aquellos animales
que presentan el haplotipo MC7R*4 (G/A en posicion 1554, A240T), o bien se debe a
una deleccion de dos nucleétidos (-CC- en la posicion 896), como ocurre en aquellos
individuos que presentan los haplotipos MC7R*6 o MCT1R*7.

Por otro lado, en la especie ovina (Klungland et al., 1995), se detect6 la misma
mutacion, una sustitucion T/C en posicion 1132 de la secuencia, detectada para el
haplotipo MC7R*2 porcino. El cambio aminoacidico que produce en ambos casos
consiste en una sustitucion de Leucina por Prolina en el aminoacido 99, coincidiendo
con el cambio que se produce en el ratén en la misma posicion (Robbins et al., 1993).
En las tres especies este cambio provoca la activacién constitutiva del receptor,
llevando a la sintesis del pigmento eumelanina, pigmento que es sintetizado en las
razas con color de capa negra Meishan y cerdos de origen vietnamita. Por otra parte
la sustitucion G/A localizada en la posicion 1179 de la secuencia, determinante del
haplotipo MC7*3 y que genera un cambio aminoacidico en el tercer dominio
transmembrana de la proteina muestra caracteristicas comunes a la mutacion C125R

detectada en zorro y que determina el fenotipo Alaska (Vage et al., 1997).
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ANALISIS DEL GEN AGOUTT

II. ANALISIS DEL GEN AGOUTI. IL.a. Bdsqueda de polimorfismos en el gen
mediante secuenciacién. II.b. Andlisis de la diversidad genética en poblaciones de

cerdo ibérico

IT.a. Bisqueda de polimorfismos en el gen mediante secuenciacion

El estudio de este gen se realiz6 en muestras de ADN genémico procedente de
sangre. Se analiz6 la secuencia nucleotidica de los cuatro exones que constituyen
este gen, a través de secuenciacion directa, en ambas direcciones, del producto de
PCR de 8 animales de las razas Ibérica, (incluyendo 2 cerdos con color de capa negra,
2 con capa colorada, 2 con capa retinta y 2 con capa rubia), 2 animales de la raza
Duroc, 2 de la raza Landrace y 2 jabalies.

Para ello se utilizaron cuatro parejas de oligonucleétidos, cada pareja amplifica
uno de los exones y una parte de los intrones adyacentes, generados a partir de la
secuencia porcina publicada e indicados en el Anejo 3 (GenBank n° acceso:
AJ251836 y AJ251837).

Las amplificaciones se realizaron en volimenes de 25 pl conteniendo buffer
estandar 1X, MgClz:, dNTPs, ambos oligonucleétidos, Tth (Biotools) y ADN en las
cantidades indicadas en la tabla 17, para cada pareja de oligonucledtidos. Las
condiciones de amplificacion fueron 94°C durante 3min, seguido de 32 ciclos a 94°C
(45s), T® de anillamiento especifica para cada pareja de oligonucleétidos (45s)
(indicada en la Tabla 17) y 72°C (45s), seguido de una fase de extensién a 72°C
durante 7min.

El producto resultante de la amplificacion fue visualizado en un gel de agarosa
al 2.5% vy tinciéon con bromuro de etidio, confirmando la amplificacion del fragmento
correspondiente por comparacion con el patron de peso molecular BioMarker Low
(BioVentures). El fragmento amplificado fue purificado y secuenciado en un

secuenciador ABI 310.
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Tabla 17: Condiciones de amplificacion de los cuatro fragmentos analizados para el gen Agouti

Fragmento 1 2 3 4
Reactivos AGFW1-AGRW1 AGFW2-AGRW2 AGFW3-AGRW3 AGFW4-AGRW4
MgCl; 1.5mM 2 mM 2 mM 2 mM
dNTPs 200pM 200pM 200pM 200pM
Oligonucleétidos 12.5 pmol 12.5 pmol 12.5 pmol 12.5 pmol
Tth 0.3u 0.5u 0.5u 05u
ADN 60 ng 60 ng 60 ng 60 ng
T? anillamiento 55°C 58°C 56°C 59°C
Tamafio fragmento(pb) 355 373 310 499

Las secuencias obtenidas fueron editadas, ensambladas y alineadas para la
bisqueda de mutaciones en las muestras analizadas.

Los resultados obtenidos del alineamiento de las secuencias nucleotidicas de
los cuatro fragmentos que incluyen los cuatro exones del gen Agouti, se muestran en
la tabla 18, donde se indican los polimorfismos detectados, las posiciones donde se

han localizado y las poblaciones que los presentan.

Tabla 18: Posiciones poliméorficas detectadas en la secuencia nucleotidica analizada del gen

Agouti
Exén1 Intrén1 Exén 2 Intrdn 2 Exén 3 Intron 3 Exon 4
nt 67 Ml
2 Jabalies -C- G
2 Landrace -C- G
2 Duroc - - G
2 Ibérico rubio - - G
2 Ibérico colorado - - G
2 Ibérico entrepelado - - A
2 Ibérico negro - - G
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Como se muestra en la tabla anterior, se detecté la presencia de dos
mutaciones, una insercion de una Citosina en la posicion 67 de la secuencia
nucleotidica del primer intrén del gen y una segunda mutacién que consistia en una
transversion de Guanina a Adenina en la posicion 41 de la secuencia nucleotidica del

tercer exoén del gen.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La primera de las mutaciones detectadas (insercion -C-), se localiza en la
region no codificante del gen por lo que no conlleva cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina.

La segunda mutacién detectada (G/A), conlleva un cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina (Anejo 3), éste es de Glutamico a Lisina, es decir de un
aminoacido acido a uno basico. Esta sustitucion conlleva un cambio en la estructura
secundaria de la proteina (Anejo 3).

A diferencia de los resultados obtenidos para el gen MC7R, este gen presenta
un bajo niamero de polimorfismos. Sélo se han detectado dos polimorfismos (una
insercion en el intrén 1 y una transversién G/A en el exon 3) en los cuatro exones del
gen y parte de las regiones intrénicas adyacentes, en un total de 1537 pb en 7
poblaciones de cerdos analizadas.

En un trabajo anterior (Leeb et al., 2000), se detectaron tres mutaciones, una
de ellas, la misma insercion de una citosina en el intron 1 que también se ha
detectado en este trabajo. Ademas detectaron una sustitucién de A/G también en el
intrén 1 y otra sustitucion T/C en el exén 4. Pese a esto, en total se han detectado
cuatro mutaciones a lo largo de la secuencia nucleotidica del gen Agouti, dos de las

cuales se localizan en regiones no codificantes.

IT.b. Andlisis de la diversidad genética en poblaciones de cerdo ibérico

Los polimorfismos detectados que presentaban interés fueron genotipados en

un mayor numero de muestras. Este genotipado a gran escala se realizé utilizando dos
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técnicas, dependiendo del polimorfismo, estas fueron PCR-RFLP y andlisis de

fragmentos en un ABI 3100.

- Transversion en el nucleétido 41 del tercer exén

Dado que se habia detectado la presencia de la mutaciéon (G/A, en posicion 41
del tercer exén) exclusivamente en animales ibéricos con capa entrepelada y que este
polimorfismo puede tener significacion funcional, se realizé el genotipado en un mayor
nimero de muestras, poblaciones y razas.

Esta mutaciéon produce una diana polimérfica para el enzima de restriccion Aci
I (..CCGC..), en el tercer fragmento amplificado, por lo que permitia su genotipado a
través de la metodologia de PCR-RFLP.

Las reacciones de digestion se realizaron en volimenes de 20 pl conteniendo
10 pl del producto de PCR (fragmento 1; oligonucleétidos AGFW3-AGRW3), buffer de
digestion 1x (NEB3), suministrado con el enzima, y 2 u del enzima (New England
BioLabs), la digestion se realiz6 a 37°C durante toda la noche, siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. El resultado de la digestién se visualiz6 en un gel

de agarosa de alta resolucion (Metaphor) al 2% y tincion con bromuro de etidio.

El genotipado (Figura 32) de este polimorfismo se realizé en cerdos de la raza
Ibérica con color de capa negra y colorada, entre los cuales se encuentran animales de
la variedad Torbiscal, y cerdos pertenecientes a las razas Duroc, Landrace, Large

White, Pietrain y jabali (Tabla 19).

Tabla 19: Animales genotipados por PCR-RFLP para el gen Agouti

Ib. negro Ib.colorado Duroc  Landrace Large White Pietrain  Jabali
Animales 27 95 17 16 15 12 15
genotipados (16 Torbiscales)

Ib: Ibéricos
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Figura 32: Patron electroforético para el RFLP Ac/ I del SNP localizado en
posicion 41 del tercer exén del gen Agouti
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Los tres posibles genotipos para este polimorfismo se pueden distinguir ya que
los animales que contienen la mutacién (A) no presentan la diana de restriccién activa
y por tanto el producto amplificado no es digerido con el enzima de restriccion,
generando un Unico fragmento de 310 pb, mientras que los animales no portadores de
la mutacion presentan la diana de restriccion activa y por tanto el producto
amplificado es digerido por el enzima generando dos fragmentos digeridos de 187 y
123 pb y los heterocigotos presentarian los tres fragmentos, correspondientes al
fragmento de amplificacion no digerido y digerido.

Los resultados del genotipado en un mayor nimero de muestras, poblaciones y
razas aparecen representados en las tablas 20 y 21, donde se indican las poblaciones
y razas a las que pertenecen las muestras analizadas, el nimero de animales
detectados para cada uno de los genotipos (Tabla 20) y las frecuencias alélicas (Tabla

21).

83



ANALISIS DEL GEN AGOUTT

Tabla 20: Resultado del genotipado del polimorfismo localizado en el nucledtido
41 del tercer exdn del gen Agouti

Genotipo A/A A/G G6/6

Poblacién (n)

Ibéricos negros (15) 15
Ibéricos colorados (64) 18 15 31

Ibéricos entrepelados (31) 5 12 14
Duroc (17) 2 7 8
Landrace (16) 16

Large White (15) 1 14
Pietrain (12) 12

Jabali (15) 1 14

Tabla 21: Frecuencias alélicas del polimorfismo localizado en
el nucledtido 41 del tercer exon del gen Agouti

Alelo A G

Poblacién (n)

Ibéricos negros (15) 1.00
Ibéricos colorados (64) 0.40 0.60
Ibéricos entrepelados (31) 0.35 0.65
Duroc (17) 0.32 0.68
Landrace (16) 1.00
Large White (15) 0.03 0.97
Pietrain (12) 1.00
Jabali (15) 0.03 0.97

Como se muestra en las tablas anteriores, esta mutacion no se detecté en
animales pertenecientes a las poblaciones de cerdos ibéricos con capa negra ni en
animales de las razas Landrace y Pietrain, se detecté a muy baja frecuencia en
animales de las raza Large White y jabalies y aparece a una considerable frecuencia en
las poblaciones de cerdos ibéricos con capa colorada y entrepelada y en animales de

la raza Duroc.
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Por otro lado, en la poblacion Torbiscal (16 animales analizados), incluida
dentro del grupo de animales ibéricos colorados, no se detecta ningun individuo que

contenga esta mutacion.

- Insercion en el nucleétido 67 del intrén 1

Puesto que la insercion localizada en el nucledtido 67 (-C-) fue detectada en
jabalies (ademas de en animales de la raza Landrace) y no aparecia en animales
ibéricos, se realiz6 el genotipado de este polimorfismo en un mayor nimero de
muestras.

Esta insercion produce un cambio en el tamafio del fragmento amplificado de 1
pb, por lo que para su genotipado se realizé el analisis del tamafio de los fragmentos
amplificados en un equipo de electroforesis capilar.

Para su genotipado se diseiié una nueva pareja de oligonucleétidos, AGABIFW-
AGRW1, indicados en el Anejo 3, de los cuales el oligonucle6tido AGABIFW se
marco en el extremo 5 “con el fluorocromo 6-FAM, amplificando un fragmento de 143
pb para su deteccion en un equipo de secuenciacion.

La PCR se realiz6 en volimenes de 25 pl conteniendo buffer estandar 1X, 2
mM MgClz, 200 pM dNTPs, 12.5 pmoles de cada oligonucleétido, 0.5 u de Tth
(Biotools) y 60 ng de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron 94°C durante
3min, seguido de 32 ciclos a 94°C (45s), 48.5°C (45s), 72°C(1min) y una fase final
de extensiéon a 72°C durante 30 min para favorecer la incorporacion de + A durante la
PCR y evitar la aparicion “picos fantasma”, permitiendo asi distinguir fragmentos que
se diferencian Gnicamente en una base.

El genotipado de este polimorfismo (Figura 33) se realizé en 39 jabalies y 13

cerdos de la raza Ibérica (con capa negra y colorada).
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Figura 33: Electroferogramas obtenidos para la insercion -C- en el nucleétido
67 del primer intron del gen Agouti
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Para los individuos que presentan la insercion en homocigosis se detecta un
Unico pico con un tamafio de 140 pb, mientras que para los homocigotos sin la
insercién se detecta también un Gnico pico con un tamaifo de 139 pb y para los
individuos heterocigotos se detectan dos picos, el de menor tamafo 139 pb con
mayor altura (consecuencia de la unién del pico correspondiente al alelo + A y el otro
alelo) y el pico de 140 pb.

Los resultados del genotipado de este polimorfismo aparecen reflejados en la
tabla 22, donde se indica las poblaciones analizadas y el nimero de individuos

encontrados para cada genotipo

Tabla 22: Resultado del genotipado de la insercion -C- localizada en el
nucleétido 67 del primer intron del gen Agouti

Genotipo -C- -C- - -
-C- - - - -

Poblacion (n)

Jabalies (38) 4 19 15
10

Ibéricos (13)

o
w
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Como se puede ver en la tabla, en la poblacion de jabalies se detectaron
animales que tenian esta insercion en homocigosis, en heterocigosis e individuos que
no presentaban la insercion. Por otro lado, en la poblacion de cerdos ibéricos
(correspondientes a animales de diversas ganaderias) se detectaron tanto animales
que no presentaban esta insercion como individuos ibéricos que compartian la

insercion en heterocigosis.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La insercion -C- localizada en el intron 1 detectada por secuenciacién en
jabalies y en cerdos de la raza Landrace, tendria como consecuencia una variacion en
el tamano de la cola de poli-C (Leeb et al., 2000) y quiza podria tener alguna
consecuencia funcional. Pero en el genotipado de esta insercion en animales de la
raza lbérica y en jabalies, se obtuvo como resultado la detecciéon de este polimorfismo
en ambas poblaciones, por lo tanto, ya que se presenta tanto en el jabali, como en
animales con capa blanca (Landrace), capa negra (Ibéricos) y capa colorada (Ibéricos),
no se puede establecer ninguna asociaciéon con los patrones de color.

La mutacion G/A localizada en el exén 3 produce un cambio aminoacidico,
cambio no conservativo ya que se trata de una sustitucion de un aminoacido acido
(Glutamico) por uno basico (Lisina), lo que podria conllevar un cambio en la estructura
secundaria de la proteina (Anejo 3) y por tanto podria alterar su funcionalidad. Dado el
cambio que produce esta mutacion, se estudié la presencia de este alelo en diversas
poblaciones, obteniendo como resultado que en la poblacién de cerdos ibéricos con
capa negra, el alelo (G) silvestre aparece fijado. Por otro lado, el alelo (A) mutado
aparece tanto en animales ibéricos con color de capa colorada, entrepelada y en
animales pertenecientes a otras razas, aunque a menor frecuencia, por lo que no se

puede establecer una clara asociacion con ningin patron de color.

En ratén, se han establecido claramente mutaciones en la secuencia del gen
Agouti asociados con determinados patrones de color. Para el alelo nonagouti (a),
alelo recesivo que en homocigosis provoca la apariciéon en la region dorsal y ventral de

una banda negra, se establece una total correlaciéon con una deleccion de 19 pb desde
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el nucleétido en posicion 202 al 220 del ADNc del gen, lo que conlleva la codificacién
de una proteina truncada (Kuramoto et al., 2001) que genera este fenotipo, sin
embargo este patron de color no se observa en la especie porcina. Por otro lado,
varios trabajos, principalmente en la especie humana y ratén, han tratado de asociar
mutaciones detectadas, tanto a nivel de ADN, ARN vy diferencias en los transcritos,
con efectos sobre la obesidad, diabetes y susceptibilidad tumoral. (Fan et al., 1997;
Bultman et al., 1994; Michaud et al., 1994; Hustad et al., 1995; Gun et al., 2001).
Por lo que no puede descartarse que las mutaciones anteriormente citadas, puedan

tener alguna asociacién con este otro aspecto funcional de la proteina.

Pese a su importante papel como regulador en el proceso de biosintesis de los
pigmentos, en este gen no se ha detectado ninguna mutacién que aparentemente
tenga asociacion con ningin patron de coloracion de la capa porcina ni en este
trabajo, ni en trabajos anteriores (Leeb et al., 2000). Quizd un motivo de que no se
detecte ninguna mutacion en este gen, que esté asociada con los patrones de color,
puede ser el hecho de que este gen sea tan esencial en el proceso de biosintesis de
los pigmentos y que sus efectos epistaticos sean grandes. Una mutaciéon en éste
puede ser letal, como ocurre con el alelo amarillo letal en ratén (A") (Michaud et al.,
1994). También podria ocurrir que las mutaciones que existen en este gen sean de
tipo regulador y estén localizadas en regiones mas alejadas del propio gen y no hayan

sido detectadas aun.
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ANALISIS DEL GEN PINK

III. ANALISIS DEL GEN PINK. IIL.a. Caracterizaciény blsqueda de polimorfismos
en el gen mediante secuenciacion. III. b. Diversidad genética en poblaciones de

cerdo ibérico. III. c.Localizacion del gen

ITT.a. Caracterizacién y blsqueda de polimorfismos en el gen mediante secuenciacion
1. Secuenciacion del ADNc
1.1. RT-PCR

Dada la compleja estructura de este gen en humano, constituido por 25
exones, el andlisis de éste se realizé sobre ADN copia (ADNc).

El ARN se extrajo de piel de animales pertenecientes a las razas Ibérica con
color de capa negra (Guadyerbas), retinta, colorada y rubia (Torbiscales), Landrace,
Large White, cerdos viethamitas, Duroc y jabali (2 muestras de cada tipo).

El ARN extraido de piel sirvi6 como molde para la sintesis del ADNc. La
retrotranscripcion (RT), se realiz6 en volimenes de 20 pl conteniendo 200 ng
hexameros aleatorios, 500 uM dNTPs, “First-Strand” buffer 5x, 10 mM DTT, 40 u del
inhibidor de RNasas RNasin (Promega), 200 U de transcriptasa inversa (SUPERSCRIPT
Il RNase H- )(Gibco) y 2 ng de ARN total. Las incubaciones se realizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante (Gibco), en un termociclador PTC-100 (MJ Research,
Watertown, MA).

Para el andlisis de este gen se disefiaron parejas de oligonucleétidos a partir de
las secuencias de ADNc disponibles en la especie humana (GenBank n° acceso:
NM 000275) y en ratéon (Genbank n° acceso: NM 021879), en las regiones mas
conservadas.

Se partié de una region del ADNc donde existia una elevada similitud entre
especies (entre los exones 11 y 14) (Anejo 4). Para ello se diseié una primera pareja
de oligonucleétidos (P1F-P1R) (Anejo 4), se amplific6 por PCR y a continuacién se
secuencid el fragmento en ambos sentidos. A partir de este fragmento (P1), se fueron
disefiando el resto de parejas de oligonucleétidos (P2 — P7) (Anejo 4), de forma que

uno de los oligonucleétidos era diseiiado a partir de secuencia porcina conocida hasta
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completar toda la extension del gen excepto los extremos ya que la similitud existente
en estas regiones (5°y 37) entre las dos especies de referencia es muy baja, lo que
dificulta el disefio de oligonucleétidos efectivos.

Las amplificaciones se realizaron en volimenes de 25 pl conteniendo buffer
estandar 1x, 2 mM MgClz2, 200 uM dNTPs, 12.5 pmoles de ambos oligonucleétidos,
0.5 U Tth (Bitools) y 2 ul ADNc. Las condiciones de amplificacion fueron 94°C
durante 3 min, seguido de 40 ciclos a 94°C (45s), T? anillamiento (45s) (indicada en
la tabla 23, segun la pareja de oligonucleédtidos utilizada), 72°C (45s) y una fase de
extension de 72°C durante 7 min. Estas amplificaciones fueron realizadas en un

termociclador PTC-100 (MJ Research, MA).

Tabla 23: T*° de anillamiento especificas para cada pareja de oligonucleétidos que
permiten amplificar el ADNc del gen P

Fragmento 1 2 3 4 5 6 7

Oligonucleétidos P1F-P1R P2F-P2R P3F-P3R P4F-P4R P5F-P5R P6F-P6R P7F-P7R

T? anillamiento 54.7°C 59°C 55°C 53.5°C 58°C 56.7°C 58.5°C
Tamaiio fragmentos (pb) 237 375 564 300 379 416 305

La amplificacion de estos fragmentos fue confirmada con una electroforesis en
un gel de agarosa al 2.5% y comparando el tamaio esperado con el patrén de peso
molecular BioMaker Low (BioVenture).

Los productos resultantes de la amplificacion fueron purificados vy
secuenciados en un secuenciador ABI PRISM 310.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas en la secuenciacion fueron editadas,
ensambladas y se realizé la comparacion de las secuencias con la base de datos de
secuencias de ADN utilizando el programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool),
disponible en la red (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

Las parejas de oligonucleétidos se utilizaron para secuenciar el ADNc en un
individuo (cerdo con capa negra), y una vez determinado que todos los fragmentos

obtenidos correspondian a los fragmentos esperados del ADNc se procedié a la
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amplificacion por PCR y secuenciacion del resto de las muestras de las que se extrajo

el ARN.

Para la secuenciacion de los extremos (5 "y 3’) del gen se recurrié al empleo de
la metodologia denominada RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends).

También denominada *“one-sided PCR” o “anchored PCR”, consiste en
amplificar secuencias de acidos nucleicos entre una region interna conocida y el
extremo 5“0 3 “desconocidos a partir del ARN mensajero.

La técnica 3 "RACE se basa en el aprovechamiento de la cola de poli-A que
posee de forma natural el ARN mensajero y la técnica 5" RACE se basa en la
generacion de un extremo conocido, por la adicion de un adaptador en este extremo
del gen. En ambos casos, se requiere un oligonucleétido interno y especifico del gen
que permita la amplificacion desde ese punto hasta el extremo del mismo.

Para la caracterizacion de los extremos del ADNc del gen P se utilizé el kit
“SMART RACE” (Clontech). La sintesis del ADNc y amplificaciones se realizaron
siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el caso de la caracterizacion del extremo 3, tras la sintesis del ADNc se
realizé una amplificacion por PCR utilizando el oligonucleétido especifico P-3 "RACE F
(indicado en el anejo 4) junto con el oligonucleétido suministrado con el kit, PUM
(Primer Universal Mix). La amplificacion fue confirmada en un gel de agarosa al 1.5%
y el tamaiio del fragmento se estimé por comparacion con el marcador de tamaiio
molecular CUP (puC18 digerido con Apa |, Bgl/ | y Hind lll) y BioMarker Low
(BioVentures). Posteriormente se realizé la purificacién y secuenciacion del fragmento.

La secuenciacion del fragmento amplificado (750 pb) se realizé con el mismo
oligonucleétido utilizado para la amplificacién (P3 "RACE F), pero dado el tamaiio del
fragmento generado no fue posible la lectura completa del fragmento (no se pudo
realizar la lectura con el otro oligonucleétido por la existencia de la cola de poli-A), por
lo que se disefi6 otro oligonucleétido P3 "RACE_2F en una zona interna del fragmento

ya secuenciado para permitir la lectura completa del extremo.
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Para la caracterizacion del extremo 5°, se recurri6 a la metodologia de la PCR
anidada, para ello se utilizaron dos oligonucleétidos: Pex10R con el que se realizé la
amplificacion primaria junto con el oligonucleétido PUM suministrado con el kit y una
amplificacion secundaria con el oligonucleétido P5 "RACE R y el oligonucleétido NUP
(Nested Universal Primer) también suministrado con el kit e indicados en el anejo 3. La
amplificacion fue confirmada en un gel de agarosa al 1.5% y el tamaiio del fragmento
se estimé por comparacion con el marcador de tamaro molecular CUP (puC18
digerido con Apa |, Bg/ | y Hind 1ll) y BioMarker Low (BioVenture). Posteriormente se
realiz6 la purificacion y secuenciacion del fragmento.

La secuenciacion del fragmento amplificado (540 pb) se realiz6 en ambos
sentidos con los mismos oligonucleétidos con los que se realiz6 la amplificacion
secundaria (P5 "RACER y NUP), permitiendo la lectura total del extremo.

Las secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas. Se confirmé que
estos fragmentos correspondian a los esperados por comparaciéon con la base de
datos de secuencias de ADN en el programa BLAST.

Esta técnica requiere una elevada calidad en el extracto de ARN por lo que la
caracterizacion de los extremos 5’y 3 “de este gen se realizé6 sobre una muestra de
ARN procedente de piel de un animal ibérico con capa negra que presentaba la mejor
calidad (evaluada en gel y por espectofotometria).

Tras la confirmacién de la secuencia obtenida, se procedié al disefio de parejas
de oligonucle6tidos para ambos extremos que permitiesen amplificar estas regiones
del ADNc en el resto de las muestras utilizadas para la secuenciacion del ADNc
(Pe3 "FW-Pe3 "RW y Peb "FW-P5 "RACER).

Las amplificaciones se realizaron en volimenes de 25 pl conteniendo buffer
estandar 1x, 2 mM MgClz, 200 pM dNTPs, 12.5 pmoles de ambos oligonucleétidos,
0.5 u Tth (Bitools) y 2 pul ADNc. Las condiciones de amplificacion fueron 94°C
durante 3 min, seguido de 40 ciclos a 94°C (45s), T? anillamiento (45s) (indicada en
la tabla 24, segun la pareja de oligonucleétidos utilizada), 72°C (45s) y una fase de
extension de 72°C durante 7 min. Estas amplificaciones fueron realizadas en un

termociclador PTC-100 (MJ Research, MA).
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Tabla 24: T*° de anillamiento y tamafios de los fragmentos amplificados especificos
para cada pareja de oligonucleétidos que permiten amplificar los extremos del gen P

Extremo 3° Extremo 5°
Fragmento P3°FW-P3'RW P5°FW-P5°RW
T° anillamiento 54.7°C 59°C
Tamafio del fragmento (pb) 524 426

Las secuencias obtenidas para el ADNc completo (incluidos los extremos)
fueron editadas y ensambladas.

El ADNc para el gen P porcino esta constituido por 24 exones, denominados
siguiendo la nomenclatura humana del 1 al 18 y del 20 al 25 (Anejo 4). El ex6n 19 no
ha sido detectado en ninguno de los animales analizados a pesar de que en la
secuenciacion se disefié una pareja de oligonucleétidos que incluian, en el caso de que
existiera, este exén (P4F-P4R, que amplificaron un fragmento que incluye desde el
exén 17 al 21).

Paralelamente a la secuenciacion completa del ADNc del gen P, que se realiz6
sobre una muestra de ARN de piel de origen ibérico, se realiz6 la secuenciacion sobre
ADNCc de los mismos fragmentos en muestras de piel de animales pertenecientes a las
razas lIbérica, con color de capa negra, retinta, colorada y rubia, Large White,
Landrace, Duroc, Meishan, cerdo viethamita y Jabali.

Del resultado de la comparacion de las secuencias nucleotidicas obtenidas se
detecté la presencia de 10 mutaciones puntuales o polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs). Se trata de sustituciones (transiciones/ transversiones), localizadas
en los exones 2 (1 SNP), 4 (2 SNPs), 6 (1 SNP), 10 (1 SNP), 15 (1 SNP) , 16 (2
SNP), 18 (1 SNP) y 23 (1 SNP), estos se indican en el Anejo 3 (recuadradas en rojo).
Por otro lado, en la tabla 25 se indica la posicién nucleotidica polimérfica, referida a

la secuencia silvestre, jabali), y las razas y poblaciones analizadas.
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Tabla 25: Posiciones nucleotidicas polimérficas (SNPs) en el ADNc del gen P en las

poblaciones y razas porcinas analizadas

ADNc Gen P
1 2 3 4 56 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 202122 23 24 25
e e stosu Toe o ds lets 1008 1sm z0d0 246z
2 Jabalies 6 C 6 6 c 6 C6 6 6
2 Landrace 6 C 6 6 c 6 CG6G 6 6
2 Large White G cC 6 6 T 6 C6 6 6
2 Duroc 6 C A A c 6 TA 6 A
2 Ibérico rubio 6 T 6 6 c 6 CG6 C 6
2 Ibérico colorado 6 cC 6 6 c 6 C6 6 6
2 Ibérico entrepelado G T 6 6 c 6 C6 6 6
2 Cerdos vietnamitas 6 C 6 6 T A CG6 6 G
2 Ibérico negro G T 6 6 c 6 CA C 6
2 Meishan A C A 6 (o 6 T 6 6 G

2. Secuenciacion y busqueda de polimorfismos en el intrén 9

Para la busqueda de un método de genotipado para el polimorfismo localizado
en la posicion 1208 del exén 10 del gen, localizado a 2 pb del extremo de este, se
realizé la secuenciacién completa del intrén 9.

La secuenciacion del intron 9 del gen se realiz6 sobre muestras de ADN
procedentes de sangre de 2 animales de la raza Duroc, 2 de la raza Large White, 2
ibéricos con color de capa negra, 2 ibéricos con color de capa rubia, 2 ibéricos con
color de capa colorada y 2 ibéricos con capa retinta.

Para la secuenciacion del intron en primer lugar se disefi6 una pareja de
oligonucleétidos (Pex9F-Pex10R, indicada en el Anejo 4) que abarcara toda la

extension del mismo, para ello los oligonucleétidos se disefiaron en regiones préximas
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al final de los exones adyacentes (ya conocidos por secuenciacion del ADNc). Dado
que el tamaino del intron (2242 pb) no permitia la lectura completa en el equipo de
secuenciacion, se diseié otra pareja de oligonucleétidos, de forma que uno de los
oligonucleétidos estaba dentro de la region conocida del intréon y otro en el exén 10
(Pin9F-Pex10lIl, indicada en el Anejo 4). Posteriormente se diseiié otro oligonucleétido
dentro de la nueva regién secuenciada del intrén (Pin9R) (Anejo 4) que junto a uno de
los disefiados anteriormente, Pex9F, permitié obtener la secuencia contigua. Por
dltimo se diseié un tercer oligonucleétido dentro de la nueva region secuenciada del
intron 9 (Pin9RIl, indicada en el Anejo 4) que junto con el anterior, Pex9F, permitié
obtener secuencias solapadas del intron, de manera que por ensamblaje se obtuvo la

secuencia completa del mismo. (Figura 34).

Figura 34: Esquema de la secuenciacion del intron 9 del gen P

Exén 9 Intrén 9 (2242 pb) Exén 10
onocido por secuenciacidn (desconocido) conocido por secuenciacién
PexoF T T T TTTTTTTTTTTTToS “PexiOR
PmoF T T TTTTTTTTo ~PexIORII
Pex9F  — ~~ -~ T T T T T T T T " Pin9R
—— - —
Pex9F Pin9RII

Secuencia del intrén 9

Las lineas discontinuas indican la region amplificada y las lineas continuas la regién secuenciada.

Las amplificaciones se realizaron en volimenes de 25 pl conteniendo buffer
estandar 1x, 2 mM MgClz, 200 pM dNTPs, 12.5 pmoles de ambos oligonucleétidos,
0.5 u Tth (Bitools) y 2 ul ADNc. Las condiciones de amplificacion fueron 94°C

durante 3 min, seguido de 32 ciclos a 94°C (45s), T? anillamiento (45s) (indicada en
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la tabla 26, segun la pareja de oligonucleétidos utilizada), 72°C (45s) y una fase de
extension de 72°C durante 7 min. Estas amplificaciones fueron realizadas en un

termociclador PTC-100 (MJ Research, MA).

Tabla 26: T®° de anillamiento de los fragmentos amplificados especificos para cada
pareja de oligonucleétidos que permitieron amplificar todo el intrén 9 del gen P

Parejas de

Oligonucledtidos Pex9F-Pex10R  Pin9F-Pex10RII Pex9F -Pin9R Pex9F -Pin9RII

T? anillamiento 55°C 50,5°C 53°C 54°¢C

Tras confirmar que la secuencia total obtenida, correspondia con el fragmento
esperado en una muestra de un animal ibérico con capa negra, se realizé la
secuenciacion de estos mismos fragmentos solapados en el resto de muestras
indicadas anteriormente.

Las secuencias obtenidas para el intron 9 fueron editadas y ensambladas.

Como resultado del alineamiento y comparacion de las secuencias
nucleotidicas del intron 9 se detect6 la presencia de 4 mutaciones puntuales (SNPs),
indicados en el Anejo 4 (recuadradas en azul).

En la tabla 27, se muestran las posiciones polimoérficas detectadas y las

poblaciones y razas en las que fueron detectadas.

Tabla 27: Posiciones polimérficas detectadas en la secuencia nucleotidica del intrén 9 del

gen P
Intron 9 del gen P (2242 pb)
|
293 856 1920 1921
2 Large White G T T 6
2 Duroc A c T 6
2 Ibérico rubio 6 T cC A
2 Ibérico colorado 6 T cC A
2 Ibérico retinto 6 T cC A
2 Ibérico negro 6 T T 6
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De estos SNPs, indicados en la figura anterior, dos de ellos (A/G en la posicién
293 y C/T en la posicion 856) se detectaron en los animales analizados de la raza
Duroc, pero no se detectaron en los animales de la raza Ibérica. Los otros dos SNPs
detectados fueron transversiones C/T (posicion 1920) y A/G (posicion1921) en

animales de la poblacién ibérico con capa colorada (rubia, colorada y retinto).

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este trabajo se ha detectado la expresion del gen P en el tejido epitelial y
dérmico, ya que se ha realizado el analisis del mismo a partir de RNA procedente de
muestras de piel, de acuerdo con trabajos anteriores en los que determinan que la
expresion de este gen en la especie humana y ratén se produce en los melanocitos
(Puri et al, 2000). Este analisis ha consistido en la caracterizacion del mismo a través
de la secuenciacion del ADNc amplificado mediante RT-PCR.

La secuencia nucleotidica obtenida para el gen P porcino esta constituida por
3267 pb, que comprende 24 exones y presenta una homologia con la especie humana
del 86 %, mientras que con el ratén es del 84%. La regién en la que presentan una
menor identidad las secuencias de la especie humana, ratén y cerdo corresponde a la
region 5 del gen, regién no codificante, sin embargo, la region 3" en la especie
humana y cerdo presenta una elevada identidad y no con la region 3 en ratén (Figura
35).

Figura 35: Alineamiento comparativo de la secuencia nucleotidica del ADNc del
gen P de cerdo con las secuencias de la especie humana y raton (BLAST)

Cédigo de colores del alineamiento
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Esta secuencia nucleotidica codifica para una proteina de 846 aminoacidos (7
aminoacidos mas que la proteina en la especie humana) que contiene 12 dominios
transmembrana (Figura 36) y que comparte una homologia con la especie humana del
70% mientras que con el raton presenta un 64% de homologia a lo largo de toda la

secuecia aminoacidica (Figua 37).

Figura 36: Prediccion de dominios (SMART) para la proteina P porcina

— Dominios
1 100 200 transmembrana

_

L 11 | A

Figura 37: Alineamiento comparativo de la secuencia aminoacidicas de la proteina P de
cerdo con las secuencias de la especie humana y ratén (BLAST)
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Al igual que ocurre en la especie humana, el mensajero silvestre de este gen no
presenta el exén 19. En la especie humana se ha descrito la existencia de mensajeros
que contienen la secuencia del exéon 19, dentro de éste aparece un codon STOP lo
que da lugar a una proteina truncada (Figura 37) y este mensajero se ha asociado con

el albinismo oculocutaneo tipo Il (Lee et at.,1995). En cerdo no existe este fenotipo,
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por tanto, no es de extraflar que no se haya detectado ningin mensajero que
contuviese este exon.

En total, se han detectado 10 polimorfismos de tipo SNP como resultado de la
comparacion de las secuencias del ADNc en las 20 muestras analizadas
correspondientes a 10 poblaciones y razas porcinas. Esto supone una frecuencia
aproximada de 1 SNP por cada 300 pb en la region codificante. En la secuenciacion
del intrén 9 del gen se detectaron 4 SNPs en 2242 pb secuenciadas en 10 muestras
analizadas correspondientes a 5 poblaciones y razas porcinas, lo que supone una
frecuencia aproximada de 1 SNP por cada 500 pb en la regién no codificante del gen.
A pesar de que en principio se supone que las regiones no codificantes son mas
susceptibles a la mutacion ya que no conlleva cambio en la proteina, en la
secuenciacion de este gen, en ADNc y region no codificante, la frecuencia de SNPs en
la region codificante es aparentemente superior a la detectada para la regiéon no
codificante, pero no se puede obviar el hecho de que la secuenciacién del intrén 9 se
realiz6 en un numero inferior de razas y poblaciones porcinas. Probablemente la
secuenciacién del intron 9 en el mismo nimero de razas y poblaciones porcinas que
las realizadas para el ADNc conllevara la obtencién de una frecuencia de mutacion en

esta region mas elevada.

ITI. b. Diversidad genética en poblaciones de cerdo ibérico

Los polimorfismos detectados fueron estudiados y se realiz6 el genotipado en
un mayor nimero de muestras para aquellos que representaron interés para este
trabajo, bien por presentar asociacion con algin patrén para el color, por aparecer
segregando en la poblacién ibérica o por aparecer como posible marcador racial. Este
genotipado se realizd6 a través de las técnicas PCR-RFLP, SSCP y PCR alelo-
especifica.

PCR-RFLP: Las mutaciones localizadas en las posiciones 1208, 1858, 2040,
2462 del ADNc y 293 del intron 9 del gen generan dianas polimoérficas para los
enzimas de restriccion Tsp451, Bst U, Dpnll, Tfily Aci l.
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Para el genotipado de estos polimorfismos en un mayor nimero de muestras de
ADN se disefiaron parejas de oligonucleétidos especificas dentro de los exones (Pin9F-
Pex10R, Pex16F-Pex16R, PEX18F-PEX18R, Pex23F-Pex23R y Pex9F-Pin9RlIl), (cuyas
posiciones y secuencias pueden ser observadas en el anejo 4), que permiten
amplificar fragmentos que contienen la posicion polimérfica.

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 25 pl conteniendo
buffer estandar 1x, 2 mM MgCl2, 200 uM dNTPs, 12.5 pmol de cada oligonucleétido,
0.5 u Tth y 60 ng de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron de 94°C durante
3 min seguido de 32 ciclos a 94°C (45s), T? de anillamiento especifica de cada pareja
de oligonucleétidos , indicadas en la tabla 28, (45s), 72°C (45s), seguido de una fase
final de extension a 72°C durante 7 min. Las amplificaciones se realizaron en un

termociclador PTC-100 (MJ Research).

Tabla 28: T®° de anillamiento de los fragmentos amplificados especificos para cada
pareja de oligonucleétidos que contiene la posicion a genotipar en el ADNc del gen P

Fragmento Exon10 Exonl6é Exon18 Exon 23 Intron9

Oligonuc. Pin9F -Pex10R  Pex16F-Pex16R Pex18F-Pex18R Pex23F-Pex23R Pex9F-Pin9RIL

Posicion 1208 ADNCc 1858 ADNCc 2040 ADNc 2462 ADNc 293 Intron
T? anill. 50°C 60°C 49.5°C 52°C 54°C
Tamafio fragmento 179 112 102 75 1170
(pb)

Tras confirmar la amplificacion en geles de agarosa al 2-3.5%, el producto de
amplificacion fue sometido a una digestion con el enzima de restriccion
correspondiente.

Las reacciones de digestion se realizaron en volimenes finales de 20 pl
conteniendo 10 pl de la PCR, buffer de digestién correspondiente a cada enzima de
restriccion (suministrado con el enzima), BSA (en el caso de que lo requiriera) y 2 u
del enzima correspondiente a cada digestion (New England BiolLabs), indicado en la

tabla 29.
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Tabla 29: Enzimas de restriccion y condiciones de digestion para los RFLP genotipados del gen P

Fragmento Exén 10 Exé6n 16 Exé6n 18 Exén 23 Intrén 9
Enzima Dpn | Bst U | Tsp45 1 Aci | Tfil
Diana GATC CTCGTG G TPuAC CCGC GAPyTC
Buffer Especifico NEB2 NEB1 + BSA NEB3 NEB3
T? digestion 37°C 60°C 65°C 37°C 65°C
Fragmentos 179 129/50 106 48/58 102 65/37 75 53/22 1170/73
| generados(pb) 877/220/73

El resultado de la digestidon se visualiz6 en un gel de agarosa de alta resolucién
(Metaphor) al 3% (Ex6n10, 16 y 18), al 3.5% (Exén 23) o agarosa de baja resolucion
al 1.5% (Intrén 9) y tincién con bromuro de etidio.

Estos polimorfismos fueron genotipados en los animales que se indican en la

tabla 30, dependiendo del interés del polimorfismo.

Tabla 30: Animales genotipados para cada uno de los polimorfismos del gen P analizados
por PCR-RFLP

Exén 10 Exdn 16 Exdn 18 Exon 23 Intréon 9
15 Ib (¢ origenes) 22 Ib negros 9 Ib negros 200 Ib (# origenes) 30 Ib (¢ origenes)
20 Large White 20 Ib (= origenes) 72 Ib colorados 104 Duroc 27 Duroc
5 C. vietnamitas 18 Duroc 6 Ib moteados
5 Duroc 2 Jabalies 2 Meishan
5 Pietrain 2 Pietrain
5 Landrace 2 Landrace
5 Meishan

Ib: Ibéricos

PCR-SSCP: El polimorfismo localizado en la posicién 510 del exén 4 del ADNc
fue genotipado en un mayor nimero de muestras empleando la técnica de PCR-SSCP.
Para ello, se disefié una pareja de oligonucleétidos que permitiese el genotipado en
muestras de ADN gendmico (Pex4F-Pex4R, indicada en el anejo 4) a partir de la
secuencia nucleotidica de cerdo, amplificando un fragmento de 147pb que contenia la

posicion polimoérfica e incluida en el exén 4.
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La amplificacién se realiz6 en un volumen final de 25 ul conteniendo buffer
estandar 1x, 2mM MgCl2, 200 uM dNTPs, 12.5 ng de cada oligonucleétido, 0.5 u de
Tth (Biotools) y 60 ng de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron de 94°C
durante 3 min seguido de 32 ciclos a 94°C (45s), 54°C (45s), 72°C (45s) y una fase
final de extension a 72°C durante 7 min. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador PTC-100 (MJ Research).

La amplificacién fue confirmada en geles de agarosa al 3% vy tincion con
bromuro de etidio.

El producto resultante de la amplificacion fue sometido a una electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes en geles de poliacrilamida en las condiciones
anteriormente mencionadas.

Este polimorfismo fue genotipado en 14 animales ibéricos con capa negra, 101
animales ibéricos con capa colorada, 6 animales ibéricos con capa entrepelada, 5

animales ibéricos moteados y 13 animales Duroc.

PCR alelo especifica: EI SNP localizado en el intron 9 en la posicion 1920 fue

genotipado en un mayor nimero de muestras a través de la técnica de PCR alelo-
especifica. Para ello se disefiaron dos protocolos de amplificacion y tres
oligonucleétidos (PCR-Cf, PCR-Tf y PCR-r) (indicados en el anejo 4), uno de ellos, el
oligonucleétido antisentido, comun para ambas amplificaciones y dos especificos para
cada alelo (especifico en el Gltimo nucleétido del extremo 3 7).

La amplificacién se realiz6 en un volumen final de 25 ul conteniendo buffer
estandar 1x, 2mM MgCIi2, 200 uM dNTPs, 12.5 ng de cada oligonucleétido, 0.5 u de
Tth (Biotools) y 60 ng de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron de 94°C
durante 3 min seguido de 32 ciclos a 94°C (45s), T? anillamiento especifica de cada
par de oligonucleétidos e indicada en la tabla 31, (45s), 72°C (45s) y una fase final de
extensiéon a 72°C durante 7 min. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador

PTC-100 (MJ Research).
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Tabla 31: Condiciones de amplificacion del las parejas de oligonucleétidos
para la PCR alelo-especifica del intron 9 del gen P

Fragmento Intrén 9 (1920) Intron9 (1920)
Oligonucleétidos PCR-Cf—PCR-r PCR-Tf—PCR-r
T? anillamiento 54°C 50°C
Tamafio fragmento (pb) 178 173

La amplificacion fue confirmada en geles de agarosa al 2.5% vy tinciéon con
bromuro de etidio.

La confirmacion de la eficacia de la técnica y del disefio dptimo de los
oligonucleétidos se realizé genotipando 20 animales previamente secuenciados.

Este polimorfismo fue genotipado en 5 animales ibéricos con capa negra, y

260 animales ibéricos con capa colorada, pertenecientes a la linea Torbiscal.

Para otros polimorfismos detectados por secuenciacién (polimorfismo
localizado en la posicion 511 del exén 4 y polimorfismo localizado en la posicién 856
del intréon 9 del gen), antes de buscar algiin método de genotipado a gran escala, se
realiz6 su genotipado a través de secuenciacion en un mayor nimero de muestras,
indicadas en la tabla 32. Para ello se utilizaron las parejas de oligonucledtidos
anteriormente descritos Pex4F-Pex4R y Pex9F-Pin9RIl.

Tabla 32: Animales secuenciados para confirmar los SNPs de las
posiciones 511 del ADNc y 856 del intron 9

Exon 4 (pos. 511) Intron 9 (pos. 856)
14 Ib negros 10 Ib (# origenes)
33 Ib colorados 10 Duroc (# origenes)

6 Ib entrepelados
5 Ib moteados
13 Duroc

Ib: Ibéricos
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Polimorfismos en el ADNc

El polimorfismo localizado en la posicion 272 del ex6n 2 del ADNc, ha sido
detectado en animales pertenecientes a la raza Meishan, se trata de una transversion
de Guanina a Adenina, sustitucion que no produce ningiin cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina (Anejo 4).

El polimorfismo localizado en la posicion 510 del exé6n 4 del ADNc del gen,
detectado en la poblacién ibérica, consiste en una transversion de Citosina por
Timina, sustitucion que produce un cambio en la secuencia aminoacidica de la
proteina, este cambio consiste en una sustitucion de Arginina por Cisteina (Anejo 4),
este es un cambio de un aminoacido basico a un aminoacido polar.

Dado que este SNP producia un cambio en la secuencia aminoacidica de la
proteina, se realizé el genotipado del mismo en un mayor nimero de muestras de
animales pertenecientes a distintas razas y poblaciones porcinas. El genotipado se
realiz6 empleando la metodologia de PCR-SSCP (Figura 38), anteriormente

mencionada.

Figura 38: Patron electroforético para el SSCP localizado en la posicion 510 del
exon 4 del gen P

~_ PCR -174 pb-

/ renaturalizada

Genotipo C/C Genotipo T/T
enotipo Genotipo C/T enotipo

*Se comprobé que la mutacién localizada en el siguiente nucleétido (posicion 511 del exén 4), no
alterase el patrén electroforético.
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Los individuos homocigotos para la mutacién (T/T) presentan una Unica banda
a una altura superior que los individuos homocigotos sin la mutaciéon (C/C) y, por
tanto los individuos heterocigotos presentan las dos bandas correspondientes a las
hebras de ADN con la mutacién y sin la mutacion.

Los resultados del genotipado de este polimorfismo se muestran en las tablas
33 y 34, donde se indican las poblaciones y razas analizadas, el nimero de animales

detectados para cada genotipo (Tabla 33) y las frecuencias alélicas (Tabla 34).

Tabla 33: Resultado del genotipado para el SNP en la posicion 510 del exén 4 del gen P

Posicién 510 Exén 4 c/c c/T T/T
Poblacion (n)

Ibéricos negros (14) 3 4 7
Ibéricos colorados (101) 71 28 2
Ibéricos entrepelados (6) 4 1 1

Manchados (5) 5 -- --
Duroc (13) 13 -- --

Tabla 34: Frecuencias alélicas para el SNP en la posicion 510 del exon 4 del gen P
Posicion 510 Exon 4 c T

Poblacién (n)

Ibéricos negros (14) 0.357 0.643
Ibéricos colorados (101) 0.842 0.158
Ibéricos entrepelados (6) 0.750 0.250

Manchados (5) 1.000 --
Duroc (13) 1.000 --

Como se muestra en las tablas anteriores, esta mutacién sélo fue detectada en
animales de las poblaciones de cerdo ibérico, concretamente en las poblaciones con
color de capa negra a elevada frecuencia (0.643) y en las poblaciones con capa
colorada y entrepelada a menor frecuencia (0.158 y 0.250, respectivamente). No se
detecté ni en animales con capa manchada ni en animales de la raza Duroc

analizados.
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El polimorfismo localizado en la posicion 511 del exén 4 del ADNc del gen, una
transversion de Guanina por Adenina, produce un cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina, este cambio consiste en una sustitucion de Arginina a
Histidina (Anejo 4). Este es un cambio de un aminoacido basico a un aminoacido
neutro, para el mismo aminoacido que el cambio generado por la mutacion en la
posicion 510 anteriormente descrita.

Al igual que el SNP anterior, dado que éste producia un cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina y ademas se habia detectado su presencia en animales
pertenecientes a la raza Duroc (ademas de detectarse en animales de la raza Meishan)
y no en animales de la raza Ibérica, interesaba el genotipado de un mayor nimero de
muestras para su posible aplicacién como marcador racial.

Por este motivo y antes de buscar un método de genotipado a gran escala, se
procedié a la secuenciacion de un nimero mayor de muestras (Figura 39), descrito
anteriormente, para estimar la frecuencia de este polimorfismo en las poblaciones y
razas objeto de estudio y realizar una posterior busqueda de un método de genotipado

a gran escala si fuese de interés.

Figura 39: Cromatogramas de la secuenciacion del fragmento que contiene el
polimorfismo en la posicién 511 del exén 4 del gen P
E¥ Chromas - d100 exdr I =1 =3

File  Edit Options Help
File: B10-d100 exr abl Sequence Marme: d100 extr Fun ended: Tul 30, 2002

30 40 &0
(= [y F T FY = [y T & T T T A [y [y T [y [ A = A = T T [y A T = FY [y T

Homocigoto A/A

File: 27 CARDMITA EXAR abil Sequence Mame: 27 CARDMIMN.A ESCIR Fun ended: Jul 25, 2002
S0 &0 70
c a T acCc © T & T T T & C C T c A4 G A G T T c a T c a o 1

Heterfcigoto A/G

[ e AN

1 Z2-J3EA+E4AR Old.ab1l Sequence MWame: 12-J3EZ+EAR Fun ended: Jun £, 2002
]l EL
c A T a c <o T = T T T a ©

Iv

SO
=T T Ly & T = A =T

a0
= [E " Homscigoto G/G

L A e &, 5 o L £
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Como se observa en la figura anterior, a través de secuenciacion se puede
detectar el nucleétido localizado en la posicion polimérfica, determinando si los
individuos analizados son homocigotos para A, heterocigotos A/G u homocigotos para
G. En el primer cromatograma se representa un individuo homocigoto A/A. En el
segundo un individuo heterocigoto A/G y en el tercero un individuo homocigoto G/G.

Los resultados de la secuenciacion del fragmento que contiene este SNP en la
posicion 511 del ADNc del gen aparecen representados en las tablas 35 y 36, donde
se indica la poblaciéon y raza a la que pertenecen los animales analizados, el nimero
de animales detectados para cada genotipo (Tabla 35) y las frecuencias alélicas (Tabla

36).

Tabla 35: Resultado del genotipado para el SNP en la posicion 511 del
exon 4 del gen P

Posicién 511 Exén4 A/A A/G G/G
Poblacién (n)
Ibéricos negros (14) -- -- 14
Ibéricos colorados (33) -- 1 33
Ibéricos entrepelados (8) -- -- 8
Manchados (5) -- 3 2
Duroc (15) 10 5 --

Tabla 36: Frecuencias alélicas para el SNP en la posicion 511 del
exon 4 del ADNc del gen P

Posicion 511 Exon4 A G
Poblacién (n)
Ibéricos negros (14) -- 1.000
Ibéricos colorados (33) 0.015 0.985
Ibéricos entrepelados (8) -- 1.000
Manchados (5) 0.300 0.700
Duroc (15) 0.833 0.167

Como se muestra en las tablas anteriores, el nucleétido Adenina aparece a

elevada frecuencia en las diversas poblaciones de cerdos de la raza Duroc, mientras
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que en las poblaciones analizadas de cerdos de la raza Ibérica, no se detecta esta
mutacion excepto en un individuo perteneciente a una poblacion de cerdos ibéricos
con capa colorada que presenta esta mutaciéon en heterocigosis.

El polimorfismo localizado en la posicion 794 del exén 6 del DNAc, es una
transversion de una Guanina por una Adenina, sustitucion que no produce ningun
cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina (Anejo 4) y que ha sido detectado
en animales pertenecientes a la raza Duroc y en ningin otro animal de los
secuenciados.

El polimorfismo localizado en la posicién 1208 de la secuencia nucleotidica del
ADNc del gen P, incluido dentro del exén 10, es una transversion de Citosina por
Timina. Esta sustitucion no conlleva ningiin cambio en la secuencia aminoacidica de la
proteina para la que codifica (Anejo 4), sin embargo, ya que se detecté en animales
pertenecientes a las razas Large White (con capa blanca) y Cerdos vietnamitas (con
capa negra), pero no en animales con color de capa colorada, se realiz6 el genotipado
en un mayor nimero de muestras de poblaciones porcinas pertenecientes a diferentes
razas.

El genotipado de este SNP se realiz6 empleando la metodologia de PCR-RFLP
Dpn 1l (Figura 40), anteriormente mencionada.

Figura 40: Patron electroforético para el RFLP Opn II para el SNP localizado en
posicion 1208 del exon 10 del gen P

Marcador

[ l

Genotipo T/T Genotipo C/T Genotipo C/C
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Los individuos que presentan la mutacion (T) no presentan la diana de
restricciéon activa y por tanto para los individuos homocigotos (T/T) el producto de
amplificaciéon no es digerido con el enzima generando un unico fragmento de 179 pb,
mientras que los homocigotos sin esta mutacion (C/C), presentan la diana de
restriccion activa por lo que el fragmento amplificado se digiere dando lugar a dos
fragmentos de 129 y 50 pb y los heterocigotos (C/T) presentan los tres fragmentos,
correspondientes al fragmento amplificado sin digerir y digerido.

Los resultados del genotipado de este SNP se muestran en la tabla 37, donde
se indican las poblaciones y razas a las que pertenecen las muestras analizadas y el

numero de animales detectados para cada genotipo.

Tabla 37: Resultado del genotipado del SNP en posicion 1208 del exén 10 del gen P

Posiciéon 1208 Exon10 c/c c/T T/T

Poblacién (n)

Ibéricos (15) 15 -- -

distintas poblaciones

Large White (20) 20 -- --

Cerdos vietnamitas (3) -- 1 2

Meishan (5)

Landrace (5)

5

Pietrain (5) 5 -- --
5
5

Duroc (5)

Los resultados que muestran la tabla anterior, reflejan que sélo se detecta la
presencia de esta mutacion en los cerdos de origen vietnamita, ninguno de los
animales pertenecientes al resto de razas porcinas analizadas, incluidos los animales
de la raza Large White genotipados (por secuenciacién se habia detectado un
individuo de esta raza portador en heterocigosis de esta mutacién), presentaron esta

mutacion.
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El polimorfismo detectado en la posicion 1666 de la secuencia nucleotidica del
ADNc del gen P, incluida dentro del exén 15, una transversion de Guanina por
Adenina, produce un cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina, este cambio
consiste en una sustitucion de Glicina por Aspartico (Anejo 4), éste es un cambio de
un aminoacido neutro a un aminoacido acido. Este SNP fue detectado exclusivamente
en animales pertenecientes a una poblacién de cerdos de origen vietnamita.

El polimorfismo localizado en la posicion 1808 del exé6n 16 del ADNc,
corresponde a una transversion de Citosina a Timina, sustitucién que no genera
ningiin cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina (Anejo 4). Este SNP fue
detectado en animales pertenecientes a la raza Duroc y en un animal de los dos
secuenciados de la raza Meishan, sin embargo no se detect6 en ningin animal de la
raza Ibérica.

El polimorfismo localizado en la posicion 1858 de la secuencia nucleotidica del
ADNc del gen P, incluida dentro del ex6n16, es una transicion de Guanina por
Adenina, mutacion que produce un cambio en la secuencia aminoacidica de la
proteina, este cambio consiste en una sustitucion de Arginina por Prolina (Anejo 4),
éste es un cambio de un aminoacido basico a un aminoacido neutro. Este SNP fue
detectado en uno de los dos animales secuenciados pertenecientes a una poblacién de
cerdo ibérico con color de capa negra, ademas de Duroc.

Dado el interés de este polimorfismo por provocar un cambio aminoacidico y
aparecer en animales de las razas Ibérica (uno de los dos individuos con capa negra
secuenciados contenia la mutacidon en heterocigosis) y Duroc, se realiz6 el genotipado
en un mayor nimero de muestras, para ello se empleé la metodologia de PCR-RFLP

BstU | (Figura 41).
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Figura 41: Patron electroforético obtenido del RFLP BstU I para el SNP
localizado en la posicion 1858 del exon 16 del gen P

Marcador

Genotipo A/A Genotipo G/G Genotipo G/A

Los individuos que presentan la mutacién (A) no presentan la diana de
restriccion activa, lo que permite distinguir los individuos homocigotos sin la mutacion
(G/G) cuyo resultado tras la digestion del fragmento amplificado seria de dos
fragmentos de 58 y 48 pb, mientras que para los individuos homocigotos con la
mutaciéon (A/A) el fragmento amplificado no es digerido generando un unico
fragmento de 106 pb, y los individuos heterocigotos presentarian los tres fragmentos:
106, 58 y 48 pb.

Los resultados del genotipado de este polimorfismo aparecen en las Tablas 38
y 39, donde se indica la poblacion y raza a la que pertenecen los animales
genotipados y el nimero de animales detectados para cada genotipo (Tabla 38) y

frecuencias alélicas (Tabla 39).
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Tabla 38: Genotipado del SNP en posicion 1858 del ADNc del exon 16 del gen P

Posicion 1858 Exon16 G/6 G/A A/A

Poblacion(n)

Ibéricos negros (22) 22 - -
Otros Ibéricos (16) 11 3 2
Duroc (16) 2 8 6
Jabali (2) 2 -- -

Tabla 39: Frecuencias alélicas para el SNP en la posicion 1858 del
ADNc del exon 16 del gen P
Posicion 1858 Exén 16 G A

Poblacién (n)

Ibéricos negros (22) 1.000 --
Otros ibéricos (16) 0.781 0.219
Duroc (16) 0.375 0.625

En ninguno de los animales pertenecientes a la poblacion de cerdo ibérico
negro se volvi6 a detectar la mutacidon, sin embargo si apareci6 en otros cerdos
ibéricos (con capas coloradas, entrepeladas y retintas) y en animales de la raza Duroc.

El polimorfismo localizado en la posicion 2040 de la secuencia nucleotidica del
ADNc del gen P, incluido dentro del exé6n 18, es una transicion de Citosina por
Guanina y produce un cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina, este
cambio consiste en una sustitucién de Leucina por Valina (Anejo 4), éste es un
cambio de un aminoacido hidrofébico por otro aminoacido hidrofébico.

Este SNP fue detectado en animales pertenecientes a poblaciones con color de
capa rubia y negra de la raza Ibérica y dado el interés de éste por aparecer segregando
en la poblacién de cerdos ibéricos, se realiz6 el genotipado en un mayor nimero de
muestras de animales pertenecientes a distintas poblaciones y razas. Para ello se

empled la metodologia de PCR-RFLP 7sp45 | (Figura 42), mencionada anteriormente.
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Figura 42: Patron electroférico para el RFLP Tsp45 I para el SNP
localizado en posicion 2040 del exon 18 del gen P

Marcador
1000 —

800 —> _—
500 —> *
400 —» =

300 —p m——

200 —p T——

100 —> - . N 102 pb

50 —>

Genotipo G/C Genotipo G/G Genotipo C/C

Los individuos que presentan la mutacion (C), no presentan la diana de
restriccion activa y por tanto no son digeridos por el enzima, de manera que permite
distinguir los individuos homocigotos con la mutacién (C/C) por presentar un Unico
fragmento tras la digestion del producto amplificado de 102 pb, mientras que los
individuos homocigotos sin la mutacién (G/G), tras la digestion del producto
amplificado, presentan dos fragmentos de 65 y 37 pb, y los heterocigotos presentan
los tres fragmentos de 102, 65 y 37 pb.

El resultado del genotipado de este polimorfismo aparece representado en la
tabla 40, donde se indica la poblacion y raza a la que pertenecen las muestras

analizadas y el nimero de animales detectados para cada genotipo.
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Tabla 40: Resultado del genotipado para el SNP en la posicion 2040 del exon 18 del

gen P
Posicién 2040 Ex6n18 c/c c/6 G6/6
Poblacién (n)

Ibéricos negros (38) 9 13 16
Ibéricos colorados (72) 41 28 3
Ibéricos manchados (6) 4 --

Meishan (2) -- --
Pietrain (2) -- --

Landrace (2)

Large White (2)

Mangalitza (2)
Duroc (2)

N N N N N N N
|
[
|
[

Como se muestra en la tabla anterior, esta mutacién se detecté en animales
pertenecientes a poblaciones de la raza Ibérica, concretamente en las poblaciones de
cerdo ibérico con color de capa negra se detectd a una frecuencia elevada
{frec(G)=0.592}, mientras que en la poblacién de cerdos con capa colorada la
frecuencia de este alelo era menor {frec(G)=0.236.

El polimorfismo localizado en la posicion 2462 del exén 23 del ADNc del gen
consiste en una transversion de Guanina por Adenina, sustitucion que no genera
ningiin cambio en la secuencia nucleotidica de la proteina. Este polimorfismo fue
detectado en animales pertenecientes a la poblacion Duroc y no se detecté en
animales ibéricos, por lo que se analizé6 este SNP como marcador racial para Duroc.

El genotipado de un mayor nimero de muestras se realiz6 empleando la
metodologia de PCR-RFLP (Aci 1) (Figura 43), mencionada anteriormente. El
genotipado se realiz6 sobre 210 animales de la raza Ibérica (de diversos colores de

capa y ganaderias) y sobre 104 animales Duroc (de diversas ganaderias).

114



ANALISIS DEL GEN PINK

Figura 43: Patrén electroforético para el RFLP Ac/ I para el SNP detectado en
posicion 2462 del exon 23 del gen P

Marcader

——4— 300

. B <— 100

=« 50

Heterocigoto G/A Homocigoto 6/6 Homocigoto A/A

Los individuos portadores de la mutacion (A) no presentan la diana de
restriccion activa, por tanto permite distinguir los individuos homocigotos sin la
mutaciéon (G/G) cuyo producto de amplificacion es digerido con el enzima generando
dos fragmentos de 53 y 22 pb de los individuos homocigotos con la mutacién (A/A)
cuyo producto de amplificacién no seria digerido por el enzima generando un Unico
fragmento de 75 pb, los heterocigotos presentarian los tres fragmentos: 75, 53 y 22
pb.

El resultado del genotipado a gran escala de este polimorfismo se muestra en
las tablas 41 y 42, donde se indican los animales genotipados, el nimero de animales

detectados para cada genotipo (Tabla 41) y el nimero la frecuencia alélica (Tabla 42).
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Tabla 41: Resultado del genotipado del SNP en posicion 2463 del exon 23 del gen P

6/6 G/A A/A
Ibéricos negros (31) 31* -- -
Ibéricos colorados (110) 110 -- --
Ibéricos entrepelados (81) 81 -- -
Duroc (104) 3 45 56
Manchados de Jabugo (5) 2 3 --

Tabla 42: Frecuencia alélicas del SNP en posicion 2463 del exon 23 del gen P

6 A

Ibéricos negros (31) 1.000* --

Ibéricos colorados (110) 1.000 --

Ibéricos entrepelados (81) 1.000 --
Duroc (104) 0.245 0.755

En ninguno de los animales ibéricos se detecté la presencia de la mutacién
(excepto en una poblacion con color de capa negra, no incluida en la tabla), sin

embargo se detecté a frecuencia elevada (0.755) en los animales de la raza Duroc.

Para las poblaciones de cerdo ibérico con capa negra, entrepelada, colorada,
rubia y manchada, se detecté la presencia, respecto a la secuencia considerada
silvestre del jabali, de 2 SNPs que estan segregando en estas poblaciones, los SNPs
localizados en las posiciones 510 y 2040 de la secuencia nucleotidica del ADNc del
gen P.

En los animales analizados pertenecientes a estas poblaciones (con capa negra
y colorada -Torbiscal-) se detectan los cuatro posibles haplotipos constituidos por la

combinacion de ambos SNPs (Tabla 43).
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Tabla 43: Haplotipos constituidos por la combinacion de los 2 SNPs del ADNc
que aparecen segregando en los animales de la raza Ibérica

Haplotipos

H.II

H. III

SNP Posicién 510

T/T

T/T

c/T

SNP Posicion 2040

C/6

c/c

H.V c/c 6/6 1 0
H. VI c/c /6 0 2
H. VII c/T 6/6 1 1

c/c

Ibéricos negros Ibéricos colorados
(N=20) (N=69)

Como se puede observar en la tabla anterior no se detecté ningin animal que
estuviera constituido en homocigosis por el haplotipo T/T en posicion 510 y C/C en
posicion 2040 (haplotipo H. lll) y tampoco se detecté ninguno que estuviera
constituido por el haplotipo C/T en posicion 510 y C/C en posicion 2040 (haplotipo H.
IX).

Por otro lado, los haplotipos H.Il y H.V fueron detectados en animales
pertenecientes a poblaciones de cerdo ibérico con capa negra, mientras que no se
detecté en aquellos que presentaban color de capa colorada, y los haplotipos H. Vl y
H.VIIl fueron detectados en animales pertenecientes a poblaciones de cerdo ibérico
con color de capa colorada y no en aquellos que presentaban color de capa negra.

Segln los resultados obtenidos del genotipado, el haplotipo mas frecuente en
la poblacién de cerdos ibéricos con capa negra es el constituido por T/T en posicion

510 y G/G en posicion 2040 3 frec(H. 1)=0.600¢, mientras que en las poblaciones de

cerdos con capa colorada los haplotipos mas frecuentes son el constituido por C/C en
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posicién 510 y C/C en posicién 2040 {frec(H. IV)=0.579¢, seguido del haplotipo
constituido por C/T en posicién 510 y C/G en posicion 2040 { frec(H. VIII) = 0.348¢.

Polimorfismos en el intrén 9

Dado el interés como marcadores de los polimorfismos detectados en las
posiciones 293 y 856 del intron 9 del gen en los animales de la raza Duroc y ausentes
en los animales de la raza Ibérica secuenciados, se realiz6 el genotipado en un mayor
nimero de muestras.

La mutaciéon (A/G) localizada en posicion 293 del gen, una transversion de
Alanina por Guanina, genera una diana de restriccion polimérfica para el enzima de
restriccion 7fi I, lo que permitié realizar el genotipado de este polimorfismo en un
mayor niimero de muestras de animales de distintas poblaciones pertenecientes a las
razas Duroc e Ibérica a través de la metodologia de PCR-RFLP (7fi I) (Figura 44),

mencionada anteriormente.

Figura 44: Patrén electroforético para el RFLP T£/ I para el SNP localizado en la
posicion 293 del intron 9 del gen P

1170pb

Genotipo G/G Genotipo G/A Genotipo A/A

Los individuos homocigotos con la mutacién (A/A) se distinguen porque no

presentan la diana de restriccidon polimérfica activa (existe una diana siempre activa en
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la region amplificada), de manera que tras la digestion sé6lo se pueden observar las
bandas de 950 y 220 pb, mientras que los homocigotos sin la mutacién (G/G)
presentan la diana de restriccion polimérfica activa, de forma que tras la digestiéon se
pueden observar bandas de 877, 220 y 73 pb, y por tanto, en los heterocigotos (G/A)
se detecta la presencia de las cuatro bandas de 950, 977, 220 y 73 pb.

Los resultados del genotipado de este polimorfismo aparecen representados en
las tablas 44 y 45, donde se indica la raza a la que pertenecen los animales
analizados, el nimero de animales detectados para cada uno de los genotipos (tabla

44) y frecuencias alélicas (Tabla 45).

Tabla 44: Resultado del genotipado para el polimorfismo localizado en la
posicion 293 del intron 9 del gen P

Posicién 293 A/A A/6 G6/6
Raza (n)
Ibéricos (30) 3 2 25
Duroc (27) 11 11 5

Tabla 45: Frecuencias alélicas para el polimorfismo localizado en la
posicion 293 del intron 9 del gen P

Posicién 293 A 6
Raza (n)
Ibéricos (30) 0.133 0.869
Duroc (27) 0.611 0.389

Como se muestra en las tablas anteriores se detecto la presencia de este SNP
en ambas poblaciones, concretamente en las poblaciones de la raza Duroc aparece a
frecuencia mas elevada (0.611) que en las poblaciones de la raza Ibérica (0.133).

El otro SNP detectado (T/C, en la posicion 856 del intron) en los animales
secuenciados de la raza Duroc, no generaba diana polimérfica para ningin enzima de
restriccion por lo que antes de buscar un método para el genotipado a gran escala, se
realiz6 la secuenciacion de este fragmento, conteniendo la posicion polimérfica, en un

mayor niumero de muestras de animales de las razas Duroc e Ibérica (Figura 45).
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Figura 45: Cromatogramas de la secuenciacion del fragmento que contiene el
polimorfismo en la posicion 856 del intron 9 del gen P

b 519 — 1) =
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En la figura 45, aparecen representados los cromatogramas obtenidos para un
individuo homocigoto para T/T, un heterocigoto T/C y un homocigoto C/C, indicados
por el pico del color que corresponde.

Los resultados de la secuenciacion aparecen representados en la tabla 46,
donde se indica la raza a la que pertenecen los animales analizados y el nimero de

animales detectados para cada genotipo.

Tabla 46: Resultado del genotipado para el polimorfismo localizado en la
posicion 856 del intrén 9 del gen P, mediante secuenciacion

Posicién 856 T/T T/C c/c
Raza (n)
Ibéricos (10) 5 3 2
Duroc (10) 3 2 5
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Como se puede observar en la tabla anterior, este SNP aparece tanto en
animales pertenecientes a poblaciones de la raza Duroc como Ibérica, por tanto, no se
buscé un método de genotipado que permitiese el analisis de este polimorfismo en un
mayor numero de muestras.

El SNP localizado en la posicion 1920 del intron 9 del gen, detectado en
animales ibéricos con color de capa colorada, rubia y retinta, fue genotipado en un
mayor nimero de muestras empleando la metodologia de PCR alelo-especifica (Figura

46), mencionada anteriormente.

Figura 46: Patréon electroforético de la PCR alelo-especifica para el
SNP localizado en la posiciéon 1920 del intrén 9 del gen P

PCR especifica alelo C

¢—1

H igoto T/T ¢
Homocigoto C/C omocigoto

Heterocigoto C/T

La amplificacion con sélo una de las dos parejas de oligonucleétidos es
indicativa de homocigosis para uno de los dos alelos, mientras que la doble
amplificaciéon indica heterocigosis, ya que el oligonucleétido sélo se une al alelo
especifico e incluso se puede detectar una diferencia de intensidad entre los
individuos homocigotos y los heterocigotos.

Los resultados del genotipado de estos polimorfismos en un mayor nimero de
muestras se representan en las tabla 47, donde se indica el nimero de animales

detectados para cada uno de los genotipos.
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Tabla 47: Resultado del genotipado para el polimorfismo localizado en la
posicion 1920 del intrén 9 del gen P, mediante PCR alelo-especifica
Posicién 1920 T/T T/C c/c

Poblacién (n)

Ibéricos colorados (16) 1 2 13

Ibéricos negros (10) 5 4 1

Como se observa en la tabla anterior, la base mutada aparece tanto en
animales ibéricos con capa colorada como negra, aunque a una mayor frecuencia

(0.875) en animales con capa colorada.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El polimorfismo localizado en la posicion 510 del ADNc del gen, exén 4,
produce un cambio aminoacidico no conservativo en la secuencia de la proteina y un
posible cambio en la estructura secundaria de la misma (Anejo 4), por lo que podria
tener alguna consecuencia funcional. Sin embargo este polimorfismo fue genotipado
(PCR-SSCP) en un mayor numero de muestras encontrando que éste aparece
segregando tanto en animales con color de capa negra, como capa colorada y no
aparece fijado en ninguna de ellas, por lo que no se puede establecer asociacién con
ningudn patrén de color.

El polimorfismo localizado en la posicion 511 del ADNc del gen, exén 4,
también produce un cambio no conservativo, de una aminoacido basico a uno neutro,
y podria producir un cambio en la estructura secundaria de la proteina (Anejo 4), este
cambio se produce sobre el mismo aminoacido que el que provoca la sustituciéon en la
posicion 510, mencionada anteriormente. Por otro lado esta mutacion fue detectada
en animales de la raza Duroc, de forma que todos los animales portaban al menos uno
de sus alelos con la mutacion (sélo se detectan animales homocigotos y heterocigotos
para la mutacién) y por tanto podria tener algun significado funcional.

Estas dos mutaciones, 510 y 511, producen una variacién distinta sobre el
mismo aminoacido. Ademas se produce en un aminoacido que en la especie humana
coincide con el generado por el alelo mutado de la posicion 510 de la secuencia

nucleotidica (Anejo 4).
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La mutacién localizada en la posicion 1666, exén 15, detectada en los cerdos
de origen vietnamita, también provoca un cambio en la secuencia aminoacidica de la
proteina (Anejo 4). Comparando la secuencia aminoacidica de la especie humana con
la secuencia porcina portadora de la mutacién y no portadora (Anejo 4), se observa
que este cambio se produce en una posicién conservada entre la especie humana y
cerdo, es decir en un aminoacido conservado, lo que podria ser indicativo de la
relevancia de esta mutacion. Este SNP no fue analizado en un mayor numero de
muestras ya que no se disponia de ellas, sin embargo, en otras razas con color de
capa negra, como Meishan esta mutacion no fue detectada, por lo que no cabe
esperar que esta mutacion este asociada con el patron de color de las razas con capa
negra.

El polimorfismo localizado en la posicion 1858 de ADNc del gen, exé6n 16,
conlleva un cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina y podria alterar la
estructura secundaria de la misma (Anejo 4), ademas este cambio aminoacidico
generado comparando con la secuencia aminoacidica de la especie humana (Anejo 4),
se produce en una posicion conservada respecto a la secuencia porcina, lo que podria
ser indicativo de su relevancia. Este polimorfismo aparece segregando en la poblacién
de cerdo ibérico con color de capa colorada y en la raza Duroc, pero no aparece fijado
en ninguna de las dos poblaciones y ademas se detecté en un animal con capa negra
por lo que no se puede establecer una asociacién con el color de la capa.

El polimorfismo localizado en la posicion 2040 del ADNc del gen, ex6n 18,
provoca un cambio aminoacidico no conservativo y podria conllevar un cambio en la
estructura secundaria de la proteina (Anejo 4), ademas este cambio comparado con la
secuencia en la especie humana (Anejo 4) se produce en una posicién también
conservada. Este polimorfismo fue genotipado en animales pertenecientes a distintas
razas porcinas y sélo fue detectado en animales de la raza Ibérica. Sin embargo no
aparece fijada en ninguna de las poblaciones (negros, colorados, entrepelados y
manchados), sino que aparecen segregando a diversas frecuencias (0.592 en las
poblaciones con capa negra y 0.236 en las poblaciones con capa colorada), por lo que

no se pudo establecer ninguna asociacion con el color.
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Las mutaciones localizadas en las posiciones 272, 794, 1808 y 2462 del
ADNc y las detectadas en el intron 9 no generaron cambio en la secuencia
aminoacidica de la proteina, por ello no alteran la estructura secundaria de la proteina
y por tanto no cabe esperar que produzcan ninguna alteracion en la funcionalidad de
la misma. Sin embargo los polimorfismos localizados en las posiciones 2462 del ADNc
(exé6n 23), 293 y 856 del intron 9 del gen detectados en animales Duroc, a pesar de
no conllevar ningiin cambio aminoacidico, al no ser detectado en ningiin animal ibérico
se realiz6 su analisis como candidato a ser marcador racial de Duroc.

Para ninguno de los polimorfismos detectados se pudo establecer una
asociacion directa con los patrones de color caracteristicos de las poblaciones
analizadas en este trabajo, ya que no aparecen fijadas, si bien alguno de estos
aparece a una frecuencia elevada en alguna de las poblaciones, como es el caso de
polimorfismo localizado en la posicion 510, exén 4, y el localizado en la posicién
2040, ex6n 18, que aparecen a una frecuencia aproximada de 0.6 en la poblaciéon de
cerdos ibéricos con capa negra y producen cambios en los aminoacidos que codifican,
sin embargo, también fueron detectados en animales con color de capa colorada y
manchada.

A pesar de que en principio no cabe suponer que una mutacién que no
produzca ningun cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina vaya a estar
asociada con ninguin patrén de color, sin embargo si puede tratarse de una mutacion
que este ligada a la mutaciéon que verdaderamente produzca determinada alteraciéon en
el patron del caracter, asi por ejemplo para el locus K/T, a pesar de que no se ha
conseguido caracterizar la mutacion causal del fenotipo Belt (cinchado), se ha
establecido la asociacion de este fenotipo con una mutacién puntual (SNP) en el gen
KIT que aunque no es la mutacién causal si esta ligada (Giuffra et al., 1999).

Por este motivo se genotipé el polimorfismo localizado en la posicion 1208 del
ADNc del gen, exén 10, detectado en animales de la raza Large White y Cerdos de
origen vietnamita, que no conlleva ningin cambio aminoacidico. En el genotipado de
un mayor nimero de muestras de cerdos Large White y Cerdos de origen vietnamita,
s6lo se volvio a detectar esta mutacién en animales vietnamitas, con color de capa

negra, pero no se detectd en animales de otras razas porcinas con color de capa
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también negra (Ibérico y Meishan), y dado el reducido nimero de muestras disponibles
para esta raza (s6lo se contaba con 3 muestras de cerdos viethamitas), no se puede
establecer una asociacién con el patron de color.

Para la raza Duroc, dado el interés de la bisqueda de marcadores raciales,
hubo determinados polimorfismos que a pesar de no provocar ningin cambio en la
secuencia aminoacidica de la proteina, han sido analizados y genotipados en un mayor
numero de muestras. Esto se hizo partiendo de aquellos polimorfismos cuyo método
de genotipado resulté mas sencillo, en primer lugar aquellos en los que fuera asequible
y sencillo el disefio de oligonucleétidos dentro del exén que permitiese el genotipado
en muestras de ADN y que ademas se generaba una diana de restriccion polimérfica y
por tanto pudieran ser genotipados por PCR-RFLP. De esta forma se ha podido
detectar un marcador racial candidato para la raza Duroc, éste es el polimorfismo
localizado en la posicion 2462 del exén 23. Aunque este SNP no aparece fijado si
esta a una frecuencia alta (0.755) en Duroc y no se ha detectado en ninglin animal
perteneciente a la raza ibérica, excepto en una poblacién con color de capa negra en
la que se detecté esta mutacion en heterocigosis. Sin embargo en esta misma
poblacion también se habian detectado para el gen MC7R alelos que no son
caracteristicos de la raza Ibérica, lo que hace pensar en una posible introgresion de
genes pertenecientes a otras razas porcinas.

Este marcador racial candidato de Duroc, al igual que los detectados en el gen
MC1R, también ha sido confirmado en animales cruzados Ibérico x Duroc al 50 %,
detectandose la presencia de dicho alelo en heterocigosis, como cabia esperar.

Al igual que el anterior, este marcador, se ha podido detectar en animales
pertenecientes a la poblacion Manchado de Jabugo. En este caso, este alelo puede
proceder de la raza Berkshire (ya que no se conoce su genotipo para este
polimorfismo porque no se dispuso de ninglin tipo de muestras de esta raza porcina),
raza que forma parte del origen comin para esta poblacion y para Duroc.
Alternativamente, como se menciona para el gen MC7R, la presencia de este
marcador sugiere que en la recuperacidon de esta raza habria participado algun animal
con ascendencia Duroc. Dado el antecedente para el alelo MC7R*4 en la poblacion

Manchado de Jabugo, alelo que esta fijado en la raza Duroc y ausente en la raza
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Berkshire (presenta el alelo MC7R*6) parece mas probable, respecto al alelo del gen
Pink, la hipotesis de que este alelo proceda de la raza Duroc.

Otro de los polimorfismos detectados, en la posicion 511, exén 4, fue
genotipado en un mayor niumero de muestras para confirmar su aplicacion como
marcador racial de Duroc, sin embargo, se detect6 la presencia de un individuo, en
una poblacién perteneciente a la raza lIbérica, que era heterocigoto para dicho
polimorfismo, y ya que la pureza de este animal o poblacién no se pudo confirmar a
través de otro procedimiento y en principio no se podia dudar acerca de su origen, se

descarté6 como marcador.

ITI. c. Localizacién del gen
1. Localizacioén fisica

Para realizar la localizacion fisica del gen se dispuso de un panel de células
hibridas irradiadas hamster- cerdo constituido por 118 hibridos desarrollado por el
INRA de Toulouse (http://www.toulouse.inra.fr/Ilgc/pig/RH/IMpRH.htm).

Se disefié una pareja de oligonucledtidos (Pex13F-Pex13R, indicada en el Anejo
4) a partir de la secuencia nucleotidica de cerdo obtenida, amplificando un fragmento
de 100 pb, en una regiéon en donde existia una baja similitud entre la secuencia en la
especie humana, ratén y cerdo, de manera que el fragmento amplificado fuese
especifico de la especie porcina y estuviera incluida dentro del exén 13 para permitir
su amplificacion a partir de muestras de ADN gendémico.

La amplificaciéon se realiz6 en un volumen final de 15 ul conteniendo buffer
estandar 1x, 0.6 mM MgCl2, 120 uM dNTPs, 7.5 pmol de cada oligonucleétido, 0.18
u de Tth (Biotools) y 12.5 ng de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron de
94°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos a 94°C(45s), 54°C (45s), 72°C (45s) y una
fase final de extension a 72°C durante 5 min. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador PTC-100 (MJ Research).

La confirmacién de las amplificaciones se realiz6 en geles de agarosa al 3%
(Figura 47) y tincion con bromuro de etidio, incluyendo en todas las tandas de

amplificaciones un control positivo (con ADN genémico de cerdo), un control negativo

126



ANALISIS DEL GEN PINK

de especificidad de amplificacion en cerdo (con ADN genémico de hamster) y un
control negativo de contaminacion (con agua).

Las amplificaciones de los 118 hibridos se realizaron por duplicado para evitar
error y la informacibn de los clones positivos fue enviada al INRA
(http://imprh.toulouse.inra.fr), para la obtencion del resultado de la localizacién, dando

como resultado la localizacién del gen P en el cromosoma 15 porcino (Figura 48).

Figura 48: Mapa fisico del SSC6,
localizacién fisica del gen P
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El gen P quedé localizado en el brazo largo del cromosoma 15 porcino (q21-
g22), a una distancia de 0.19 Ray del microsatélite sw7673, posicion que fue

asignada con un Lod Score de 16,64.

2. Localizacién genética

Para la localizacion genética del gen se utilizé el polimorfismo detectado en el
ex6n 18. A través de la técnica PCR-RFLP se genotiparon los individuos procedentes
del cruce Ibérico x Landrace, 31 Fo, 70 F1 y 369 Fa.

La elevada informatividad de este marcador, ya que uno de los alelos esta
fijado en la poblacion Landrace y el otro esta a elevada frecuencia en la poblacién
analizada de cerdos de la raza Ibérica, permite trazar la segregacion del gen durante la
meiosis.

Esta informacion junto con la informacién disponible de otros marcadores de
tipo microsatélite para el cruce Ibérico x Landrace en el cromosoma 15 (Figura 49),
permitieron realizar un analisis de ligamiento, utilizando el programa informatico
CRIMAP, y generar un mapa genético con la localizacion del gen entre los

marcadores.

Figura 49: Mapa de ligamiento disponible para el cromosoma SSC15

OcM T sSw919
15,3 cM + Swiill

38,4cM T 50149

56,8 cMT5w936

81,6 cM-+swil19

El mapa de ligamiento del cromosoma 15 obtenido para machos mostré6 un
tamaiio del cromosoma de 58.8 cM, localizando al gen P a 1.2 cM del marcador

s0749 y a 17.1 cM del marcador sw936, por otro lado, el mapa de ligamiento para
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hembras mostré un tamafio del cromosoma de 108.5 cM, localizando al gen P a 3.4
cM del marcador s0749 y a 18.4 cM del marcador sw936 y el mapa de ligamiento
promedio para ambos sexos (Figura 50) mostré6 un tamafio de cromosoma de 83.0
cM, localizando al gen P a 2.8 cM del marcador s0749 y a 17.4 cM del marcador
sw936.

Como resultado de este analisis se localiz6 al gen P en el cromosoma 15,

ligado a los microsatélites s0749 (Lod Score= 92.26) y sw936 (Lod Score= 22.34).

Figura 50: Mapa genético promedio para ambos sexos
del SSC15, localizacion genética del gen P
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El polimorfismo localizado en posicion 2040 del ADNc del gen fue utilizado
para realizar la localizacion genética o de ligamiento ya que contenia una elevada
informatividad en el cruce experimental Guadyerbas (portador de la mutacién) x
Landrace (sin mutacion).

Los resultados obtenidos para la localizacién de este gen, tanto la localizaciéon
fisica, como la localizacion genética, coinciden en que el gen P esta situado en el

brazo largo del cromosoma 15 (q21-q22).
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Figura 51: Mapa comparativo del cromosoma
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En la especie humana el gen P esta localizado en el brazo largo del cromosoma
15 (q11.2-q12) y en ratén en el cromosoma 7. Para el cromosoma 15 humano se
habia establecido previamente homologia con los cromosomas 1 y 7 porcinos, sin
embargo, hasta el momento, no se habia establecido homologia entre la regién donde
se localiza este gen en humano con ninguna regién cromosémica en cerdo (Figura 51),
por lo que el resultado obtenido concuerda con los datos existentes hasta el
momento.

Para el cromosoma 15 porcino en la region donde ha quedado localizado el gen
P aparecen localizados los genes DPP4, GAD1, ANT1, IRF2 y KLK3 cuyos homélogos
en humano se localizan en los cromosomas 4 y 2 (Figura 52), lo que indica que en esa
region cromosdémica han sucedido diversas reordenaciones cromosémicas.

Este tipo de reordenaciones cromosémicas ocurren frecuentemente, asi en el
cromosoma 2 porcino, en la region p15-p17 se localizan genes que en humano se

localizan en los cromosomas 5,11,12 y 19.

15 humano (2002) 15 porcino (2002)

Figura 52: Mapa comparativo del cromosoma
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Por ello, este resultado aporta nuevos datos relevantes para el mapeo

comparativo de ambas especies ya que asigna una nueva region homéloga entre la

especie humana (Hsap 15 q11.2-q12) y cerdo (Sscr 15 q21-22), donde previamente

no se habia establecido homologia (Figura 53).

Figura 53: Mapa comparativo del cromosoma Hsap 15 con el cromosoma Sscr 15, estableciendo

la nueva region de homologia (por la presenciadle gen Pink) entre humano y cerdo
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IV. ANALISIS DE LOS EFECTOS DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES MCIR
Y PINK Y DE SU INTERACCION SOBRE EL COLOR DE LA CAPA EN LA LINEA

IBERICA TORBISCAL
ANTECEDENTES

Como se menciona anteriormente, las proteinas MC1R, Agouti y P forman
parte del principal sistema regulador conocido de sintesis de pigmentos en mamiferos.
En muchos casos los analisis fisiolégicos sobre el papel de determinadas mutaciones
en estos genes sobre la funcionalidad de la proteina son contradictorios, como es el
caso del papel de la mutacién Val92Met en el gen MC7R (Valverde et al., 1995;
Flanagan et al., 2000; Box et al., 1997). Segin Akey et al. (2001), estos resultados
contradictorios podrian resolverse en el contexto de las interacciones gen a gen.

De hecho, interacciones entre los polimorfismos de los genes MC7R y Pink han
sido asociados con determinados patrones de color de la piel en la especie humana
(Akey et al., 2001). En el citado trabajo se detecta la asociacién entre la interaccion
del polimorfismo localizado en la region no codificante del gen Pink (IVS13-15) y la
mutaciéon Val92Met en el gen MC7R con el color de la piel en humano, medida como
un caracter cuantitativo a través de espectometria de reflectancia en una poblacion

vietnamita.

Se realizé un analisis para evaluar los posibles efectos de los polimorfismos de
los genes MC7TR y Pink, asi como su interaccion, sobre el color en la capa en una
poblacién de cerdos ibéricos con color de capa colorada. Esta fue la linea Torbiscal,
concretamente 49 reproductores de ambos sexos y 199 descendientes pertenecientes
a 35 familias.

Para estos animales se genotiparon (en ADN genédmico, a partir de muestras de
sangre impregnadas en “FTA CARDS") los polimorfismos de los genes MC7R, Agouti
y Pink que aparecian segregando a frecuencia intermedia en la linea Tobiscal. Estos
polimorfismos fueron los alelos MC7R*3, MCTR*6 y MC1R*7 del gen MC1R y los

polimorfismos detectados en la posicién 510 del exdén 4, en la posicion 2040 del exén
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18 y en la posicion 1920 del intron 9 del gen Pink, segin los métodos de genotipado
descritos en los apartados anteriores.

En la figura 54 se muestran los resultados del genotipado de los cuatro
polimorfismos analizados, donde se indica el nimero de animales detectado para cada

genotipo en cada uno de los polimorfismos analizados.

Figura 54: Graficas resultado del genotipado de los 199 animales de la linea Torbiscal para
los cuatro polimorfismos analizados
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Como se observa en la figura anterior, el alelo MC7R*3 no ha sido detectado
en esta poblacion analizada de la linea Torbiscal, a pesar de que este alelo fue
detectado en otro grupo de animales analizados anteriormente de la misma linea a una
frecuencia de 0.1 (capitulo Analisis del gen MC17R). Por otro lado, se observa que para
los cuatro polimorfismos analizados la frecuencia de uno de los genotipos
homocigotos es baja, e incluso en algin caso no se detectan, como ocurre con el

genotipo MCTR*7/MC1R*7.
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Por otro lado, se tomaron las medidas, para los 199 descendientes, de color de
la capa con un espectrocolorimetro.

Esta medida se basa en la espectometria de reflectancia (Shriver et al., 2000),
sistema utilizado por su similitud con la percepcion visual (Commission International
de L “Eclairage). Este sistema define tres colores primarios: rojo, verde y azul, a partir
de los cuales se calculan matematicamente las coordenadas de color del sistema Cie
(Giesse, 1995), estas son: L (luminosidad), “a” (cantidad de rojo o verde) y “b”
(cantidad de amarillo o azul).

La medida de “a” se encuentra relacionada con el contenido en pigmento
(Johansson et al., 1991), la medida de “b” se encuentra relacionada con las
diferentes formas de la mioglobina (Pérez-Alvarez et al., 1998) y la medida L se
encuentra relacionada con la luminosidad. Por otro lado se realizé el célculo de los
parametros h (Hue) y C (Croma), segun las férmulas:

Para pasar de radianes a
h= arctang (b/a) x 57,59 grados
Valor que varia de O a 60

en la carne

C= ((a)2+ (b)*)°°

Valor que varia de O a 200
en la carne

El color de la capa fue determinado mediante un colorimetro Minolta (Chroma
Meter CR 2000, Minolta Camera, Osaka, Japon). Para ello se utilizé un iluminante
D65 que representa mejor la luz del dia ya que incluye una parte del espectro en el
préoximo ultravioleta y el observador CIE 1964 que abarca un angulo de vision de 10°.
Previamente el aparato se calibré utilizando una placa de calibracién para el color
blanco.

Para realizar la toma de medidas se procedié al rapado de pelo con el fin de
homogeneizar la medida y se tomaron las lecturas de los valores para a, b y L por
duplicado (en el lado derecho e izquierdo detras de la ultima costilla a 2 cm de la

columna).
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Los datos del genotipado y medidas de pigmentacion fueron almacenados
mediante la utilizacién del programa EXCEL (Office 2000), que también se utilizé para
el célculo de los parametros h y C.

En la tabla 48 se muestran los valores de la media, desviacién tipica y rango de
variacion de los parametros registrados del color de la capa en los 199 animales
analizados.

Tabla 48: Caracteristicas de las medidas tomadas o calculadas del color de la capa (N=199),
medida por espectrometria de reflectancia

Valor a Valor b Valor L Valor h Valor C

Media (DT) 7.056 (1.996) 8.842 (1.278) 53.771 (3.050) 49.721 (10.309) 9.737 (1.213)
Rango de variacién 2.5 - 11.0  6.1- 12.4 44.6- 60.9 32.2-79.6 6.8 - 15.6

Se ha establecido la correlacion de estos parametros de color con la
apreciacion visual (Carrasco et al., 2001), de forma que se ha encontrado una
correlacion negativa entre la apreciacion visual de la intensidad de color y el
parametro instrumental L, mientras que la coordenada “a” se ha correlacionado
positivamente. Por otro lado, Zhu y Brewer (1998) propusieron que los parametros
instrumentales que mejor definen la percepciéon visual son L y el balance entre rojo y
amarillo.

El color resulta de la capacidad de reflexion de las diferentes radiaciones
luminosas del espectro visible y sus atributos son (Alberti, 2001):

La claridad, es el atributo de la sensacién visual por la que el area en que se
presenta el estimulo parece emitir mas o menos luz en proporcion a la emitida por un
area similar iluminada que se perciba como blanco, este atributo viene representado
por el parametro L.

El tono (Hue, h), es el atributo de la percepcion del color indicado por azul,
verde, amarillo, rojo, purpura, etc. Segun la CIE es el atributo de la sensacién visual
segun el cual el estimulo aparece como uno de los colores percibidos rojo, amarillo,

verde o azul o a ciertas proporciones de dos de ellos.

135




ANALISIS DEL EFECTO DE LOS GENES MCIRY PINK CON COLOR DE LA CAPA EN TORBISCAL

El Croma (C), es el atributo de la sensacion visual que permite valorar el color
de un area que aparece mas o menos coloreada, dando la sensacion de colores vivos
o apagados y se relaciona con la saturacién del color.

De los parametros medidos y calculados, el parametro L es el que mayor
correlacion parece presentar con la apreciacion visual (Carrasco et al., 2001). Por
tanto y ademas por homologia con el trabajo realizado en la especie humana (Akey et
al., 2001), exclusivamente se ha considerado el parametro L, que indica luminosidad o

claridad, para realizar este andlisis de asociacién.

Los analisis de asociacion de cada polimorfismo con la cantidad de color fueron
realizados utilizando el programa informatico SAS a través del procedimiento de
minimos cuadrados considerando como variables independientes el genotipo (tres
niveles, ambos homocigotos y el heterocigoto), la familia (35 niveles) y el sexo (dos
niveles).

Los resultados del analisis realizado para ver el efecto de los polimorfismos
considerados individualmente sobre la intensidad de color aparecen representados en
la tabla 49, donde se indican los valores del estadistico F y los valores de probabilidad

asociada.

Tabla 49. Resultados del andlisis de asociacion de los polimorfismos de los genes MCIR y
Pink y sobre el pardmetro L

Gen Polimorfismo SNP Frecuencias F Prob>F
MCIR MC1R*6/7 (posicién 1197) G/A 0.865/0.135 0.04 0.852
Posicion 510 exon 4 c/T 0.825/0.175 1.13 0.325

Pink Posicion 2040 exon 18 G/C 0.775/0.225 3.05 0.051
Posicién 1920 intrén 9 T/C 0.209/0.791 3.20 0.043
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Como se muestra en la tabla anterior, de los cuatro SNPs analizados el
localizado en la posicién 1920 del intr6n 9 del gen Pink tiene un valor de F =3.20 (P
= 0.043), lo que indica que existe una asociacion estadisticamente significativa con
la intensidad de color medida a través del parametro L, cuyos efectos estimados para
los genotipos aparecen representados en la tabla 50. Ademas, el SNP localizado en la
posicion 2040 del exon 18 esta pré6ximo a la significacion estadistica (F=3.05 y

P=0.051).

Tabla 50. Resultados del efecto estimado de cada uno de los genotipos del polimorfismo
localizado en la posicion 1920 del intron 9 del gen P sobre el pardmetro L

Genotipo Efecto Probabilidad
T/T 1.38 (1.03) Ns
T/C 2.08 (0.93) 0.027
c/c 0.00

Los resultados que se muestran en la tabla anterior, indican que existe un
efecto de dominancia del genotipo heterocigoto sobre ambos homocigotos, y este

efecto es estadisticamente significativo con una probabilidad de 0.027.

El test de asociacion para dos loci fue realizado empleando el programa SAS
por un método similar a un andlisis factorial de la varianza de dos vias con un test
para la deteccion de interaccion. Considerando dos loci Q y g para un caracter, cada
uno con dos alelos (ij y kl), denominados 1 y 2, las frecuencias alélicas de los loci Q y
q son Pai1, Paz, Pq1 y Pq2, respectivamente, de manera que el valor del fenotipo puede
expresarse como una funcion del valor genético aditivo y dominante de un locus

sencillo mas el valor genético de la epistasia:

Yijamn = po + Giju + s€Xm + famn + Eijamn
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Gi111= aa+aq+eas, Gi1iz= aa+dq+eap
G1122= aa- aq- eaa, Gi211= da+aq+epba
Gi1212= da +dq+epp, Gi222 +da- aq— epa
G2211=- aa+aq- eaa G2212= - aa+dq- eap

G2222= - aa- aq+ eaa

Siendo:

Yixmn, el valor fenotipico para el individuo ijkimn.

sexm, sexo (3 niveles).

famn, familia (35 niveles).

Gii, el valor fenotipico medio para los individuos que tienen el genotipo QiQ; y
qkqi para los loci Q y g respectivamente.

gijimn , €l error residual.

uo , el valor genotipico medio.

aq, aq, day dq , los valores genotipicos aditivos y dominantes para los loci Q y q,
respectivamente.

eaa, eap, epa Y eop, los cuatro valores genotipicos de la epistasia que son
independientes: aditivo x aditivo, aditivo x dominante, dominante x aditivo y
dominante x dominante.

El nivel de epistasia fue testado a través del calculo del estadistico F:

oo GLr (S% - S2) Siendo S% y S%
’ GL--GLr S2 las varianzas residuales estimadas
a partir de los datos observados
GLr, grados de libertad del modelo completo en el modelo completo y reducido
GLr, grados de libertad del modelo reducido
(donde todos los valores
GLr = 158
GL-GLr = 2 genotipicos de la epistasia se

(Cheverud & Routman; 1995)
asumen nulos)

Este modelo se aplicé a las tres posibles combinaciones de los polimorfismos

correspondientes a los dos loci: el polimorfismo del gen MC7R combinado con los tres

SNPs del locus Pink.
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Los resultados de los andlisis del efecto de la interacciéon de los polimorfismos
detectados en los genes, MCTR y Pink sobre el color de la capa aparecen
representados en la tabla 51, donde se indican los valores del estadistico F y su

probabilidad asociada.

Tabla 51. Resultados del andlisis de asociacion de la interaccion los polimorfismos de los
genes MCIR 'y Pink sobre el parametro L

MCIR Pink Feprstasa Prob>Feprstasta
MCIR*6/MCIR*7 (6/A)  Posicién 510 exén 4 (C/T) 2.50 0.085
MC1R*6/MC1R*7 (6/A) Posicion 2040 exén 18 (6/C) 2.01 0.137
MC1R*6/MC1R*7 (6/A) Posicion 1920 intrén 9 (T/C) 1.61 0.203

Como se muestra en la tabla anterior, de las tres interacciones posibles entre
los polimorfismos de ambos genes ninguna resulta estadisticamente significativa, sin
embargo la interaccion entre el polimorfismo del gen MC17R y la transversién C/T en
posicion 510 del exdn 4 del gen Pink esta proxima a la significacion estadistica, con

un valor de F de 2.50 (P=0.085).

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el andlisis de asociacion de los polimorfismos de
ambos genes considerados individualmente con la intensidad de color medida a través
del parametro L, permiten detectar una asociacién estadisticamente significativa del
polimorfismo localizado en la posicion 1920 del intron 9 del gen Pink. El efecto
detectado de la mutacion en el intrén 9 del gen Pink no tiene una interpretacion clara
ya que se encuentra en una region no codificante y por tanto no tiene una implicacion
directa en la proteina. Sin embargo, este tipo de cambios pueden estar implicados en
alteraciones en el proceso de splicing (splicing alternativo), de manera que genere una
proteina con alteraciones de algin dominio lo que provoque cambios en la estructura
y funcionalidad de la proteina o alternativamente puede encontrarse en desequilibrio
de ligamiento con una variante funcional sin identificar, una mutaciéon localizada en
alguna region del gen que no ha sido estudiada (regiones reguladoras). El efecto

detectado consiste en la dominancia del heterocigoto sobre los genotipos
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homocigotos, es decir que los individuos portadores de la mutacion en heterocigosis
tiene un valor de L superior que los homocigotos portadores de la mutaciéon y no
portadores y este valor de L es inverso a la intensidad de color, por tanto los
individuos tanto homocigotos con la mutacion como sin la mutacién tienen mayor
intensidad de color en la capa que los heterocigotos.

En general, las mutaciones detectadas y genotipadas para el gen Pink en
porcino no se corresponden, ni son homdlogas a las detectadas en la especie humana.
Ademas las mutaciones entre las cuales se ha detectado un efecto de la interaccion
entre los genes MC1TR y Pink con el color de la capa en la especie humana (Akey et
al., 2001) también esta implicado un polimorfismo localizado en un intrén, por tanto,
el hecho de que se detecte asociacion entre el polimorfismo del intron 9 en cerdo con
el parametro L y no tratarse del mismo para el que se ha encontrado asociacién en
humano apoya el hecho de que este polimorfismo podria encontrarse en desequilibrio
de ligamiento con la mutacién causal localizada en una regién reguladora, ya que la
secuencia codificante, DNAc, ha sido analizado por completo en este trabajo y no se

ha detectado la mutacion causal.

Por otro lado, se ha detectado una asociacion entre el polimorfismo localizado
en la posicion 2040 del ex6n 18 del gen Pink con la intensidad de color medida a
través del parametro L préxima a la significaciéon estadistica. El posible efecto sobre la
intensidad de color parece mas claro, ya que esta mutacion produce un cambio
aminoacidico, una sustitucion de Leucina por Valina, lo que podria repercutir en la
estructura secundaria de la proteina y por tanto en su estructura terciaria y
funcionalidad. Sin embargo, este efecto no aparece claro, quizd debido al reducido
nimero de muestras con las que se conté para este analisis.

Al igual que ocurre con la asociacion del polimorfismo anteriormente
comentado, se ha detectado un efecto préximo a la significacion estadistica entre la
interaccion del polimorfismo del gen MCTR (MC1R*6/MC1R*7) y el polimorfismo
localizado en posiciéon 510 del exén 4 del gen Pink sobre la intensidad de color medida
a través del parametro L. Ambas mutaciones generan cambios en la secuencia

aminoacidica de la proteina.
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Los haplotipos MCTR*6 y MCTR*7 del gen MCTR se diferencian en una
transversion G/A en la posicion 1197 de la secuencia del gen, y aunque los productos
resultantes de ambos haplotipos son proteinas no funcionales, el hecho de presentar
esta mutacion podria implicar algin cambio funcional, de hecho el portar esta
mutacion parece producir una activacion constitutiva del receptor MC1R en el
haplotipo silvestre (MC7R*1). La transversién producida en la posicion 510 del exén 4
del gen Pink, también genera un cambio aminoacidico de Arginina a Cisteina, cambio
no conservativo ya que se trata de una sustitucién de un aminoacido basico por uno
polar, lo que podia generar un cambio en la estructura y alterar la funcionalidad de la
proteina P.

Akey et al., (2001) proponen que la interaccién de las proteinas MIC1R y P,
sintetizadas en los melanocitos, sea consecuencia del mecanismo de seiializacion
intracelular, ya que aunque ambas proteinas no interaccionan fisicamente, ambas
estan implicadas en el proceso de codificacion de proteinas que participan en la

sefalizacion intracelular (Figura 55).

Figura 55: Esquema del proceso de biosintesis de pigmentos, relacion entre los genes
MCIR-Pink (Akey et al., 2001)
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Un aspecto a resaltar es el hecho de haber contado con un nimero reducido de
muestras lo que ha determinado que no se detecten algunos haplotipos para el gen
MC1TR (alelo MC7R*3, que aparece segregando a frecuencia baja en la poblacion
Torbiscal), que no aparezcan determinados genotipos homocigotos (para el haplotipo
MC1TR*7) y que otros aparezcan a baja frecuencia, por lo que la interpretaciéon de los
resultados debe hacerse con precaucion y se ha de verificar si estas asociaciones que
estan préximas a la significacion estadistica corresponden a efectos reales o son

causa del azar. Esto se podria confirmar aumentando el nimero de muestras.
En vista a estos resultados, el tratar el caracter pigmentacion como un caracter

cuantitativo ofrece complejas relaciones entre el fenotipo y genotipo, y por ello debe

contemplar las interacciones gen a gen y la epistasia.
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V. APLICACION DE LOS GENES MCIRY PINK A LA VERIFICACION DEL ORIGEN
RACIAL DE ANIMALES IBERICOS Y SUS PRODUCTOS

ANTECEDENTES

Los polimorfismos detectados para los genes MCTR, Agouti y Pink fueron
estudiados como posibles marcadores raciales para confirmar la veracidad de la raza
ibérica tanto en animales vivos como en productos elaborados.

La probabilidad de fraudes e introgresion se presenta en la raza Ibérica, debido
a sus especiales caracteristicas fisiolégicas y de produccion, en relacion a
cruzamientos principalmente con la raza Duroc y razas procedentes del este de
Europa, ademas de existir riesgo de introgresion de alelos de jabali. Por ello se han
seleccionado para esta aplicacion aquellos polimorfismos que presentan distintos
alelos para la raza ibérica y dichas razas.

Para el gen MCT7TR se detectaron dos polimorfismos candidatos a
marcador racial para la raza Duroc, estos fueron el localizado en la posicién 1556 (que
constituye el haplotipo MC7R*4) y el localizado en la posicion 668 (en la regiéon no
codificante del gen).

Ambos fueron confirmados en un alto nimero de animales, sin embargo, el
emplear dos marcadores en un mismo gen (se heredaran ligados), no aportan mayor
informacioén, ya que ambos estan fijados en la poblacién Duroc, por lo que se escogio
para su empleo como marcador racial de la raza Duroc frente a Ibérico, el localizado
en la posicion 1556 debido a su facilidad de genotipado, mediante PCR-RFLP.

En este mismo gen también se establecié el haplotipo MC7R*1 como marcador
racial para el jabali (frecuencia de 0.903) frente a Ibérico, y se genotipé6 empleando la
metodologia de PCR-RFLP y analisis del tamafo de los fragmentos amplificados en un
secuenciador automatico (capitulo “l. Analisis del gen MC171R").

Para el gen Agouti no se detecté ningin polimorfismo candidato para ser
utilizado como marcador racial.

Para el gen Pink, se analizaron varias posiciones polimérficas como candidatas

a marcador racial para Duroc (posiciones 511 y 2462). De las posiciones analizadas,
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el polimorfismo localizado en la posicion 2462 del ADNc fue confirmado como
marcador racial para esta raza frente a Ibérico a través del genotipado a gran escala
empleando la metodologia de PCR-RFLP y detectando esta mutacion con una
frecuencia de 0.755 en las poblaciones de la raza Duroc (capitulo “lll. Analisis del gen

Pink”).

Los polimorfismos de los genes MC7R (posicion 1556) y Pink (posicion 2462)
candidatos a marcadores raciales para la raza Duroc fueron genotipados en ADN
procedente de productos elaborados, concretamente correspondian a tres muestras de
jamén curado.

Para ello se extrajo el ADN de los productos curados empleando el kit de
extraccion de acidos nucleicos “PUREGENE: DNA Isolation Cell and Tissue”
(GENTRA). Posteriormente se realizé el genotipado de ambos polimorfismos a través
de PCR-RFLP (BstU | para el SNP en posicion 1556 del gen MC7R y Aci | para el SNP
en posicion 2462 del gen Pink), como se menciona en los apartados anteriores.

Para el polimorfismo del gen MC7R (posicion 1556), los resultados que se
obtuvieron de las 3 muestras de jamén analizadas confirmaron que, en uno de ellos se
detectaba la presencia del SNP en posicion 1556 que constituye el alelo MC7R*4,

caracteristico de la raza Duroc, como se muestra en la figura 56.

Figura 56: Patrén electroforético del RFLP BstU I, utilizado para la discriminacion
del alelo MCIR*4 caracteristico de la raza Duroc en muestras de iamén curado
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1000 —
800 —>

500 —
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Fragmento caracteristico de la raza Duroc
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Para el polimorfismo localizado en la posicién 2462 del gen ADNc del gen Pink,
los resultados que se obtuvieron de las 3 muestras analizadas confirmaron que en la
misma muestra en la que se detectd el alelo MC7R*4 del gen MC1R, se detecta la
presencia de la base mutada para la posicion 2462, caracteristica de la raza Duroc,
como se muestra en la figura 57.

Figura 57: Patrén electroforético del RFLP Ac/ I, utilizado para la discriminacion de la
mutacion en el gen Pink caracteristica de la raza Duroc en muestras de jamon curado

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Fragmento caracteristico de la raza Duroc

Estos resultados indican que en esta muestra se detectan alelos pertenecientes
a la raza Duroc y por tanto se puede confirmar que esta pieza no es de origen puro
ibérico, sin embargo para las otras dos muestras analizadas, dado que para ninguno
de los dos marcadores se ha detectado la presencia de alelos Duroc, no se puede

descartar el origen ibérico de ambas piezas.

Por otro lado, se incorporaron a este estudio otro tipo de marcadores, 4
microsatélites (Figura 58) (sw413, alelo 157 pb; sw1057, alelo 187 pb; s0070, alelo
292 pb; sw24, alelo 102 pb) (Fabuel et al. Enviado) y 9 AFLPs (Figura 59) (Alves et
al., 2002).
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Figura 58: Electroferogramas de animales
Duroc (D) e Ibérico (Ib) mostrando un

marcador diagnéstico AFLP (M)

TRAZABILIDAD

Figura 59: Electroferogramas de los genotipos de
animales Duroc (D) e Ibérico (Ib) para el alelo
marcador del microsatélite SW413.
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La utilidad de un marcador genético para la discriminacién del origen racial
puede medirse por la probabilidad de exclusion del origen ibérico (Alves et al., 2001),
que es proporcional a la frecuencia alélica del marcador en la poblacion intrusa
(principalmente Duroc).

De esta forma se establece que la probabilidad de exclusion del origen ibérico
es P = 2kg;, siendo k la proporcién de genes Duroc en animales cruzados, que suele
tener valores de 1/2 o 1/4 (cruzados al 50% o 25%, respectivamente) y gi la
frecuencia alélica del marcador en la poblacién Duroc.
lado,

Por otro la probabilidad de aceptar por error una muestra como

procedente de un animal ibérico puro siendo cruzado es 1-P'&, y con un nimero total

N .
de marcadores N, la probabilidad de error conjunta es H(1-Pg_"1’).
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Por tanto, la probabilidad conjunta de exclusion del origen ibérico es:

N
Pec= 1- T1(1-Pe _‘3)1

Se han calculado las probabilidades de exclusion independientes y conjunta del

origen ibérico para los marcadores raciales de los genes del color MC7R y Pink, en

animales vivos, carne o productos con un 25% o 50% de genes Duroc:

(25 %) Pe "¢'f = 0.500
(25 %) Pe "M = 0.376

(50%) Pe ¢'® = 1.000
(50%) Pe PV = 0.755

Se han incorporado en el calculo de la probabilidad de exclusion conjunta del

origen ibérico los marcadores microsatélites y AFLPs. Las probabilidades de exclusion

obtenidas con esta informacién quedan representadas en la tabla 52.

Tabla 52: Calculo de la probabilidad de exclusion conjunta del origen ibérico puro

utilizando diversos marcadores diagnéstico, para un nimero de muestras de 1, 2, 3, 4y
5 de animales vivos o productos con un 25% o 50% de genes Duroc

25% genes Duroc

Ndmero de muestras analizadas 1 2 3 4 5
Marcadores

MCIR + Pink 0.693 0.906 0.971 0.991 0.998
MCIR + Pink + 4 psatétiles 0.854 0.979 0.997 0.999 1.000
MCIR + Pink + 9AFLP 0.933 0.996 0.999 1.000 1.000
MCIR + Pink + 4 psatétiles +9AFLP | 0.968 0.999 1.000 1.000 1.000

50% genes Duroc

Ndmero de muestras analizadas 1 2 3 4 5
Marcadores

MCIR + Pink 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
MCIR + Pink + 4 psatétiles 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
MCIR + Pink + 9AFLP 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
MCIR + Pink + 4 psatétiles +9AFLP | 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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Como se puede observar en la tabla anterior, a través del genotipado del gen
MC1R en animales portadores con un 50% de genes Duroc se puede excluir del
origen ibérico a partir de una sola muestra. Para animales portadores con un 25% de
genes Duroc, el uso de los 9 AFLP, 4 microsatélites y ambos genes del color
practicamente permite la exclusién del origen ibérico a partir de una sola muestra

(0.968).

Como se menciona anteriormente en el gen MC7R también se detecté un
candidato a marcador racial para jabali, éste fue el haplotipo MC7R* 1. Este haplotipo
no aparece fijado en jabali pero si aparece a frecuencia elevada (0.903) y no se
detect6 en ningin animal ibérico, por lo que se calculd la probabilidad de exclusion del
origen ibérico para animales portadores de un 50% y un 25% de genes de jabali, a
través del empleo de este marcador, aunque hay que corroborar estos datos debido al
reducido numero de muestras de jabali genotipadas.

(25 %) Pe M€ = 0.452 (50%) Pe MR = 0.903

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las técnicas basadas en el andlisis del ADN mas usadas para la identificacion
de especies y razas porcinas se basan en la amplificacion de ADN repetitivo o en la
amplificacion aleatoria de regiones polimérficas desconocidas:

Los microsatélites son los marcadores genéticos hoy dia mas populares por su
elevado polimorfismo y se utilizan frecuentemente para el diagndstico de paternidad e
identificacion individual. Se ha propuesto su empleo para la asignacion de muestras
anonimas a poblaciones conocidas mediante el calculo de la probabilidad de
pertenencia a una poblacion basado en las frecuencias alélicas de miuiltiples loci
(Davies et al., 1999; Go6tz & Thaller, 1998). Trabajos realizados sobre este tema
(Ovilo et al., 2000; Toro et al., 2000; Fabuel et al., Enviado), indican que son pocos
los alelos de microsatélites especificos de raza y se encuentran a bajas frecuencias lo
que reduce su potencial discriminante.

La técnica RAPD (Random Amplified Polymorphism ADN) es muy utilizada en la

caracterizacion de variedades vegetales y aplicada con éxito en la identificacion de
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razas bovinas (Gwakisa et al., 1994). El principal problema de esta técnica es su baja
repetibilidad, incompatible con un método de diagndstico fiable y rapido.

La técnica AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) ha sido empleada
con éxito en estudios genéticos de plantas y recientemente se ha extendido a
animales como ratas (Otsen et al., 1996), ganado bovino (Ajmone-Marsan et al.,
1997), gallinas (Herbergs et al., 1999) y cerdos (Ovilo et al., 2000; Alves et al.,
2002).

En los ultimos afios ha aumentado en gran medida el conocimiento del genoma
porcino de modo que el problema del origen racial puede abordarse con nuevos
enfoques metodolégicos basados en el analisis de la secuencia de ADN de genes
caracterizados en porcino.

Entre otros, el andlisis del ADN mitocondrial se ha utilizado extensamente
como marcador genético en estudios de poblaciones y mas recientemente en estudios
de autentificacion de la especie utilizada como materia prima tanto en productos
pesqueros como carnicos (Montiel-Sosa et al., 2000; Matsunaga et al., 1998). El
ADN mitocondrial porcino consta de 16.6 Kb y se ha secuenciado en su totalidad (Lin
et al., 1999). El andlisis de mutaciones puntuales del gen del citocromo b y de la
region D-Loop ha permitido identificar haplotipos caracteristicos de razas de origen
asiatico y europeo, asi como confirmar la introgresion via hembras de algunas de
estas razas (Alves et al., Enviado).

Por otro lado, los genes del color de la capa muestran un alto grado de
polimorfismo responsable de las distintas variantes fenotipicas, que pueden ponerse
de manifiesto mediante distintas técnicas de analisis molecular de facil y rapido
empleo. Dada la asociacién entre el color de la capa y la formacién de razas e incluso
poblaciones porcinas, se considera que los polimorfismos presentes en los genes que
controlan este caracter podrian ser buenos candidatos como marcadores diagnéstico
raciales y poblacionales y por tanto, podrian servir como herramienta Util en
problemas de determinacion del origen racial e incluso poblacional que posibiliten la
verificacion del origen genético de animales y productos y en estudios de diversidad.

En este trabajo se muestra como determinados polimorfismos para los genes

del color, que estan fijados en razas porcinas (como es el caso del haplotipo MC7R*4
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en Duroc), o estan a elevadas frecuencias (como el polimorfismo en el gen Pink
detectado en la raza Duroc (posicion 2642 del ADNc), junto a otro tipo de
marcadores, AFLP y microsatélites, permiten la exclusién del origen ibérico en un
animal que porte un 25% de genes Duroc.

Ademads, se ha probado el genotipado de estos polimorfismos en productos
elaborados, jamén curado, de forma que tanto el protocolo de extraccién de ADN
como el método de genotipado han resultados efectivos, aportando dos marcadores
raciales como herramienta util en problemas de identificacién del origen racial, tanto

para animales vivos como productos.

Para excluir el origen ibérico respecto a muestras portadoras de genes de jabali
no se cuenta con otros marcadores moleculares candidatos a marcadores raciales, y la
informacién aportada por el polimorfismo del gen MC7R no es suficiente para excluir

un animal como ibérico.

Respecto a la comparacion del tipo de marcadores utilizados para este tipo de
andlisis se podria destacar que el uso de los marcadores de tipo PCR-RFLP frente a
microsatélites y AFLPs resulta ventajoso desde el punto de vista del genotipado, tanto
por su sencillez como por su bajo coste y requerimientos de equipamiento. La técnica
de PCR-RFLP simplemente consiste en la amplificacion por PCR del fragmento que
contiene la posicion polimérfica utilizando oligonucleétidos sin marcar, una posterior
digestion con un enzima de restriccidn y visualizacion en geles de agarosa. La
metodologia de los AFLP requiere del empleo de varias enzimas de restriccion,
incorporacion de adaptadores, ligamiento y amplificacién por PCR y visualizaciéon en
geles de poliacrilamida, mas dificiles de manejo y mayor coste que los geles de
agarosa, o bien la amplificacién con oligonucle6tidos marcados con un fluor6foro, mas
caros, y posterior procesado de las muestras en un equipo de electroforesis capilar,
por tanto esta metodologia resulta mucho mas compleja que un PCR-RFLP. La
metodologia de los microsatélites es sencilla, ya que consiste en una amplificaciéon
por PCR con oligonucleétidos especificos, pero su visualizacion es mas compleja

respecto a la técnica PCR-RFLP ya que requiere bien el empleo de geles de
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poliacrilamida, o bien modificar los oligonucleétidos incorporando un marcaje
fluorescente, lo que encarece la técnica, y disponer de un equipo de electroforesis
capilar.

A pesar del bajo grado de polimorfismo que presenta generalmente un SNP
(bialélico), la informacion que puede aportar este tipo de marcadores en estos analisis
es importante, ya que con un solo SNP fijado en la poblaciéon Duroc, (posicion 1556
del gen MC17R), se puede excluir un animal del origen ibérico siendo portador del 50%
de genes Duroc, mientras que con 9 AFLPs se consigue una probabilidad de exclusion
de 0.968 (Alves et al. 2001). Por otro lado, para igualar o aumentar la probabilidad de
exclusion obtenida con el empleo de 9 AFLPs aplicados a una sola muestra portadora
de un 25% de genes Duroc (0.781), bastaria con emplear exclusivamente 3 SNPs
fijados en la poblacion intrusa (en este caso Duroc), consiguiendo una probabilidad de
exclusion de 0.875. Sin embargo, no es facil encontrar SNPs que estén por un lado
presentes a elevada frecuencia en una de las poblaciones y totalmente ausentes en la
otra, y ain mas dificil es que estén fijados en la poblacién intrusa, por lo que en este
tipo de analisis parece mas apropiada la combinacion del empleo de diferentes tipos
de marcadores.

Sin embargo, el problema real que se suele plantear es una situaciéon en la que
en una partida de animales o productos se quiere confirmar o excluir el origen ibérico,
por tanto el realizar el analisis en un nimero de muestras igual a dos, simplemente
con el empleo del panel de 4 microsatélites y ambos genes (MC7TR y Pink), se podria
practicamente excluir el origen ibérico en muestras portadoras de un 25% de genes
Duroc (0.997), lo que evitaria el uso de marcadores de tipo AFLP que encareceria y
haria mas compleja la metodologia. Y si se quiere confirmar o excluir el origen ibérico
a partir de un lote de muestras superior a dos, bastaria con el empleo exclusivamente
de los dos genes, MC7R*1 y Pink, con una probabilidad de exclusién de 0.971
evitando el uso también de los microsatélites, lo que facilitaria el proceso de

exclusion.
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MAPEO FINO DE QTL EN EL CROMOSOMA 6 PORCINO

VI. APLICACION DEL GEN MCIR COMO MARCADOR GENETICO PARA EL MAPEO FINO DEL
QTL EN EL CROMOSOMA 6 PORCINO

ANTECEDENTES

En estudios previos (Ovilo et al., 2000; Clop et al., en prensa), se detecté la
presencia de varios QTL en el cromosoma 6 para caracteres de crecimiento,
engrasamiento y contenido de acidos grasos en un cruce experimental F2 de las razas
Ibérico y Landrace, a partir de la informacion aportada por 7 microsatélites localizados
en este cromosoma (Figura 60).

Por otro lado, el anadlisis del gen MC7R ha permitido detectar polimorfismos
que hacen adecuado este locus como marcador, ya que esta localizado (Mariani et al.,
1996) en un extremo del cromosoma 6, region donde existe una baja informatividad

con los marcadores disponibles hasta el momento.

Figura 60: Mapa de ligamiento para el cromosoma SSC6, con 7
microsatélites

0 cM == s0035

43,7 cM == SW1057

56,8 cM == 50087
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149,3 cM == Sw2419
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Para estudiar el interés de este gen como marcador genético en primer lugar se

comprobd la localizacién genética o de ligamiento.

Para realizar la localizacién genética de este gen se hizo uso de la informacién
del genotipado de la insercion —CC- localizada en la posicion 896 del gen, realizado
mediante el analisis del tamafo de los fragmentos amplificados en un equipo de
electroforesis capilar, en el material correspondiente al cruce experimental Ibérico x
Landrace (31 Fo, 70 F1, 369 F2 y 87 F3). Para este cruce se dispone de informacién
del genotipado de 90 microsatélites repartidos a lo largo de los 18 autosomas,
obtenido para la realizacion de un barrido genémico de baja densidad.

Los datos del genotipado del cruce fueron almacenados mediante la utilizacién
del programa informatico GEMMA.

La informacién obtenida del genotipado de éste marcador y del resto de
marcadores de tipo microsatélite disponibles en este momento del cromosoma 6
(s0035, sw1329, sw1057, s0087, sw1376, sw316, sw71, s0228, DG32, sw1881,
sw1328, sw2419 y sw607) se utiliz6 conjuntamente para generar un nuevo mapa de
ligamiento para el cromosoma 6, para lo que se empledé el programa CRIMAP. De los
13 microsatélites citados 7 se habian genotipado previamente y otros 6 se han
incorporado en el presente trabajo para aumentar la densidad de marcadores y la
potencia del diserio para la deteccion de QTL.

La informacion de los microsatélites utilizados tanto para la generacion de este
nuevo mapa de ligamiento como para el analisis de deteccion de QTL aparece en la
tabla 53, donde se indica el nimero de alelos para cada marcador asi como la

informatividad y la heterocigosidad de los mismos.
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Tabla 53: Informacion de los marcadores utilizados para la construccion del mapa de
ligamiento del cromosoma 6 en el cruce experimental Ibérico x Landrace

Marcador Posicion cM N° alelos Ie Heterocigosidad
MCIR 0 2 1 1.00
s0035 147 4 0.79 0.77

sw1329 316 5 0.89 0.86
sw1057 63.4 6 0.85 0.94
50087 76.8 4 1 1
sw1376 93.4 6 1 1
sw316 103.4 7 0.85 0.84
sw71 111.3 5 0.87 0.79
50228 119.3 5 0.6 0.51
D632 122.8 8 1 1
sw1881 133.6 9 0.75 0.83
swi1328 164.4 6 091 0.90
sw2419 171.8 8 0.92 0.93
sw607 176.5 5 0.74 0.80

La informatividad ha sido calculada a través del indice de informatividad de Ron
(le) (Ron et al., 1995). le = 1-1/2(Pi+ Pj), donde Pi es la frecuencia del alelo Ai en la
muestra de hembras Landrace y Pj es la frecuencia del alelo Aj en la muestra de
hembras Landrace, aplicada a cada uno de los tres machos parentales. Como se
observa en la tabla anterior para los marcadores utilizados la informatividad de los
mismos en ningun caso es inferior a 0.6.

La heterocigosidad observada es la proporcién de heterocigotos observada en
una muestra de la poblacién. La heterocigosidad para cada uno de los marcadores fue
calculada, como el nimero de heterocigotos observado para cada marcador en la
poblaciéon F1 del cruce, de manera que para ninguno de ellos la heterocigosidad
observada fue inferior a 0.5.

Por otro lado, como se observa en la tabla anterior, los marcadores utilizados
se encuentran repartidos uniformemente a lo largo del cromosoma, a una distancia
media de 13.6 cM. El contenido informativo en el cromosoma aparece representado
en la figura 61, donde se observa que el contenido informativo a lo largo del

cromosoma en ningun caso es inferior a 0.5.
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Figura 61: Representacion grafica del contenido informativo aportado por los
marcadores a lo largo del cromosoma 6 porcino
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En el mapa genético resultante del analisis de ligamiento para hembras se
obtuvo un tamaiio para el cromosoma 6 de 204.5 cM y el gen MC7R quedé localizado
a una distancia de 18.2 cM del marcador mas préximo (s0035). Para machos el
tamaiio del cromosoma fue de 149.4 cM y el gen MC7TR quedé localizado a una
distancia de 10.3 cM del marcador s0035. Y para el promedio de ambos sexos el
tamaino del cromosoma 6 fue de 176.5 cM, quedando el gen MC7R a 14.7 cM de

50035, este ultimo es el mapa indicado en la figura 62.

Figura 62: Nuevo mapa de ligamiento promedio de ambos sexos
para el SSC6 incorporando el marcador MCIR

0.0cM —T1T— MCIR
147 cM
147 cM ——s0035
17 cM
31.7 cM —}—sw1329
31.8 cM
63.5 cM ——swl057 134 oM
76.9 cM —f— 0087
16.6 cM
935 cM ——swl376
103.4 cM —}—sw316 | 9.9 cm
1114 cM ——sw71 § cm
119.4 cM —}—s0228 c
122.9 cM — D632 lgg cAA
133.7 cM ——sw1881 8 ¢
30.7 cM
1644 cM —J—swl1328 74 cM
171.8 cM ——sw2419 47 M
1765 cM —— swb607 :

155



MAPEO FINO DE QTL EN EL CROMOSOMA 6 PORCINO

Los resultados de la localizacion genética del gen MC17R confirmaron, como se
esperaba, que éste se localiza en el extremo del cromosoma 6, en una regién en
donde no se disponia de ningln otro marcador de tipo microsatélite, lo que permitio
aumentar la informatividad de esta region.

Por otro lado, el orden obtenido de los marcadores en el cromosoma concuerda
con los mapas de ligamiento disponibles (Figura 63) y accesibles a través de la red

(PIGMAP, http://iowa.thearkdb.org/browser?species = pig&objtype=map; USDA MARC,

http://www.genome.iastate.edu/maps/marcmap.html)

las distancias asignadas no

difieren mucho de las asignadas en los mapas anteriormente mencionados.

Figura 63: Mapas de ligamiento para el cromosoma SSC6
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En este trabajo se han analizado los caracteres porcentaje de acido palmitico,
acido palmitoleico, acido estearico, area del lomo y porcentaje de grasa intramuscular.
Estos caracteres fueron medidos en los animales F2 a una edad promedio de sacrificio
de 175 + 0.3 dias y con un peso a la canal de 74 = 0.6 kg en nueve lotes distintos.

En la tabla 54 se representan los valores estadisticos de los caracteres
analizados, media y desviacion tipica para los caracteres porcentaje de acido
palmitico, acido palmitoleico, acido estearico, area del lomo y porcentaje de grasa

intramuscular.

Tabla 54: Registros fenotipicos de la F, para los caracteres analizados

Cardcter N Media oy
Acido palmitico 369 2103 142
Acido palmitoleico 369 2.49 0.38
Acido estedrico 369 10.93 1.30
Area lomo 448 33.97 5.08

% grasa intramuscular 449 151 0.56

El andlisis se realizé incrementando la densidad de marcadores de tipo

microsatélite e incluyendo el gen MC7R en el cromosoma 6 porcino.

2.1 Analisis de deteccion de QTL univariante

Para el analisis de deteccion de QTL se utiliz6 el programa informatico “QTL

Express”, disponible en la red (http://qtl.cap.ed.ac.uk/documentation/intro.html).

El programa “QTL Express” es un programa basado en el andlisis de regresion
en poblaciones F2 derivadas del cruce de dos lineas divergentes o de familias de
medios hermanos y donde se asume que el QTL tiene alelos fijados alternativamente
en cada una de las lineas parentales y los marcadores estan segregando y presentan

distintos niveles de informatividad.
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Este método fue desarrollado por Haley y Knott en 1992 y modificado
posteriormente por Haley et al. en 1994.

El modelo lineal usado para la regresion es:

| y = sexo + familia + covariable + caa + cad + e

donde,

y : fenotipo

ca: variable regresora del efecto aditivo, es la probabilidad (P(QQ)-P(qq))

cd: variable regresora del efecto dominante, es la probabilidad (PQq)

a: efecto aditivo

d: desviacion dominante

La familia y el sexo se incluyen como efectos fijos, en este caso hay 62 niveles
para la familia y 2 niveles para el sexo. Se consideraron como covariables el espesor
de la grasa dorsal para corregir el contenido en acidos grasos vy el peso de la canal
para corregir el porcentaje de grasa intramuscular y area del lomo.

La regresion se realizé en cada cM, regresando los fenotipos a los coeficientes
Cca Y cd. Para cada localizacion se calcula su valor de F, comparando el modelo donde
existe un QTL con un modelo en el que no existe dicho QTL. Las estimas de a y d se
calculan en la mejor posicion estimada, con un valor del estadistico F mayor. La
contribucion del QTL a la fraccidon aditiva de la varianza fenotipica explicada por el
modelo se calcula como h?= a?/2c?%.

Los niveles de significacion genémica necesarios para la interpretacion de los
resultados se tomaron del trabajo de Clop et al. (en prensa), ya que los datos
presentados corresponden aproximadamente a los mismos para los que se calcularon
estos niveles, estos son de 8.53, 10.39 y 13.07 al 5%, 1% y 0.1%,
respectivamente. Estos umbrales se calcularon mediante métodos de permutacion
(Churchill & Doerge, 1994), permutando durante 20000 tiempos por cada sexo y
familia a lo largo de los 18 autosomas. El umbral cromosémico al 5% considerado fue
de 5.20 (Ovilo et al., 2002).

Los resultados obtenidos del analisis de deteccién de QTL en el cromosoma 6,

utilizando el programa “QTL Express” aparecen representados en la tabla 55 y la
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representacion grafica de los mismos aparecen en la figura 64, donde se indican los

valores que toma F a lo largo de la extension del cromosoma para cada caracter.

Tabla 55: Resultados del andlisis de QTL, modelo univariante, en el cromosoma 6 porcino,

para el cruce Ib x L

Cardcter Posiciéh cM F a s.e d se h? qm

*Ac. palmitico 55 4.62 0.176 0.117 0.489 0.184 0.008

*Ac. palmitoleico 9 6.57 -0.063 0.035 -0.160 0.053 0.014

*Ac. estedrico 20 6.73 0.156 0.104 0.548 0.167 0.007

**Area del lomo 137 16.69 -1.834 0.393 1.609 0.565 0.065

**6rasa intramuscular 131 18.97 0.285 0.051 -0.14 0.071 0.132
*corregido por espesor de grasa dorsal ** corregido por el peso de la canal

Figura 64: Representacion grafica de los valores de F para los cinco
caracteres analizados a lo largo del cromosoma 6
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Como se muestra en la tabla y grafica anteriores se obtuvieron QTL
estadisticamente significativos para el area del lomo y para el porcentaje de grasa
intramuscular localizados a 131 y 137 cM. Sin embargo, no alcanzan la significacion
estadistica a nivel genémico los QTL detectados para los caracteres porcentaje de
acido palmitico, palmitoleico y estearico, pero el porcentaje de acido palmitoleico y
estearico si superan el umbral cromosémico (5.20), y el palmitico esta proximo a éste.

Para los caracteres area del lomo y porcentaje de grasa intramuscular se
detecté en un trabajo anterior (Ovilo et al., 2002), la existencia de un QTL con
efectos pleiotropicos para ambos caracteres, por lo que no se realizé el siguiente
analisis de pleiotropia.

Sin embargo, dada la relativa proximidad de los valores maximos de F para los
caracteres porcentaje de acido palmitico, palmitoleico y estearico obtenida en este
analisis, se procedié a realizar un contraste para determinar la existencia de pleiotropia

o ligamiento para los QTL detectados para estos caracteres.

2.2 Analisis de deteccion de QTL bivariante

Hasta el momento no se ha desarrollado un método que permita el analisis de
pleiotropia para mas de dos caracteres, de forma que se aplicé el método desarrollado
por Knott y Haley (2000) de andlisis de deteccién bivariante que es una extensién del
andlisis de regresion para la deteccion de QTL para caracteres sencillos (Haley et al.

1994).

El modelo en este caso es|Y= Xp + E |, donde:

Y: matriz n x t, siendo n el nimero de individuos F2 y ¢ el nGtmero de caracteres

X: matriz n x p, siendo n el nimero de individuos F2 y p el niimero de variables
(niveles de los efectos fijos: sexo(2) y familias(68), y covariables: peso de la canal y 2
funciones de la probabilidad genotipica para estimar el efecto aditivo y dominante para

las localizaciones consideradas).
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B: matriz que contiene las estimas para cada caracter de los efectos fijos, covariables
y efectos genotipicos.
E: matriz que contiene el error para cada caracter e individuo.

En este andlisis se realizan tres contrastes para cada par de caracteres. |. Test
para determinar la presencia de un QTL con efectos pleiotropicos sobre los dos
caracteres frente a la hipotesis nula de no existencia de QTL. ll. Test para determinar
la presencia de dos QTL ligados frente a la hipdtesis nula de no QTL. lll. Una
comparacién entre ambos modelos, un modelo en el que existen dos QTL ligados
frente a la hipotesis nula de un QTL con efectos pleiotrépicos.

Para cada localizaciéon, estos estadisticos se distribuyen aproximadamente
como una chi-cuadrado con cuatro grados de libertad para la hipdtesis nula de que no
exista un QTL, o con un grado de libertad para la hipétesis nula de un QTL con
efectos pleiotropicos.

Los limites de significacion necesarios para discriminar los modelos de dos QTL
ligados frente a un QTL con efectos pleiotropicos fueron calculados utilizando el
método “Bootstrap” no paramétrico (una simulacion de 1000 réplicas) (Lebreton et

al., 1998).

En la tabla 56 aparecen representados los resultados obtenidos del analisis
realizado con el modelo de un QTL con efectos pleiotropicos, dos QTL ligados y la
comparaciéon de un modelo en el que existen dos QTL ligados frente al modelo en el
que existe un QTL con efectos pleiotrépicos para los caracteres porcentaje de acido
palmitico, acido palmitoleico y acido estedrico, analizados dos a dos.

Para el modelo de pleiotropia el test se calcula en la posicién que explica la
mayoria de la varianza para los dos caracteres analizados conjuntamente. Para el
modelo de ligamiento el test se calcula para las mejores posiciones de cada uno de los
dos caracteres por separado.

No se realizé el calculo de los umbrales de significacién para el valor del test
estadistico para los modelos de pleiotropia y ligamiento ya que se considera que los

valores obtenidos superan los umbrales esperados.
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Tabla 56: Valores estadisticos de los modelos de andlisis de QTL utilizando el modelo
de pleiotropia (P), ligamiento (L) y L vs P de los caracteres porcentaje de dcido
palmitico (C16:0), dcido palmitoleico (C16:1) y dcido estedrico (C18:0). Valores del test

estadistico, estimas de los efectos aditivos y dominantes y posiciones.

Caracteres  Modelo  Valor Cardcter 1 Cardcter 2
1 2 Test  Posicién a(s.e.) d(s.e.) Posicién a(s.e) d(s.e.)

C16:0 C16:1 P 1759 53  0.32(0.11) -0.01(0.03) 0.59(0.19) 0.02(0.06)
L 30.00 55 0.32(0.10) -0.07(0.03) 10 0.55(0.16) -0.13(0.05)
LvsP 1241

C16:0 C18:0 P 1849 51 0.32(0.11) 0.19(0.10) 0.61(0.20) 0.29(0.17)
L 27.07 53 0.32(0.11) 0.23(0.10) 22 0.59(0.18) 0.45(0.16)
LvsP 8.58

C16:1 C18:0 P 1430 12  -0.07(0.02) -0.13(0.04) 0.17(0.07) 0.40(0.10)
L 1832 14  -0.07(0.02) -0.13(0.04) 23 0.24(0.07) 0.45(0.12)
LvsP 4.02

En la tabla 57 aparecen representados los limites de significacion obtenidos
mediante el método “bootstrap” para los caracteres, analizados dos a dos. Estos
umbrales son necesarios para la interpretacion de los resultados obtenidos en el

modelo de ligamiento frente a pleiotropia (L vs P).

Tabla 57: Valores de los limites de significacion para cada
pareja de caracteres, calculados mediante el método “bootstrap”

Limites de significacion al 99% al 95%
C16:0 - C16:1 7.49 5.13
C16:0 - C18:0 9.60 6.59
C16:1 - C18:0 10.26 6.50

Segln los resultados mostrados en la tabla anterior, para el par de caracteres

acido palmitico (C16:0) y acido palmitoleico (C16:1) tanto el modelo de pleiotropia
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como el de ligamiento son significativos cuando se comparan con la hipétesis nula de
no QTL, sin embargo, al comparar el modelo de dos QTL ligados frente a la hipétesis
nula de un QTL con efectos pleiotrépicos, el valor del test estadistico es significativo
(12.41) ya que supera el umbral de significacion calculado tanto al 5% como al 1%
(6.13 y 7.49, respectivamente), por tanto se puede rechazar la hipdtesis nula de
pleiotropia y se acepta el modelo de la existencia de dos QTL ligados, uno para cada
caracter.

Asimismo, para el par de caracteres acido palmitico (C16:0) y acido estearico
(C18:0) tanto el modelo de ligamiento como el de pleiotropia son significativos, y al
comparar ambos modelos, al igual que en el analisis anterior, el valor del test
estadistico también es significativo (8.58) al menos al nivel de significacién del 5%
(6.59), por tanto, se puede rechazar la hip6tesis nula de pleiotropia y aceptar que se
trata de dos QTL ligados, uno para cada caracter.

Sin embargo, para el par de caracteres acido palmitoleico (C16:1) y acido
estedrico (C18:0) ambos modelos (P y L) también son significativos, pero en este
caso el valor del test estadistico obtenido al comparar el modelo de ligamiento frente
al de pleiotropia no es significativo (4.02) ya que es inferior al umbral de significacion
calculado para este par de caracteres al 5 % (6.50), por tanto no se puede rechazar la
hipétesis nula de existencia de un QTL con efectos pleiotrépicos.

La figura 65, muestra los resultados graficos de los valores estadisticos del
QTL para acido palmitoleico y acido estearico en el cromosoma 6 para el test del
modelo pleiotrépico frente a la hipdtesis de no QTL.

Figura 65: Representacion grafica de los valores estadisticos para los

caracteres dcido palmitoleico y acido estedrico a lo largo del cromosoma 6
para el test de QTL con efectos pleiotrépicos frente al modelo sin QTL
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Como se muestra en los resultados del analisis de un solo QTL, se confirma la
presencia de los QTL para el area del lomo y porcentaje de grasa intramuscular. En un
trabajo anterior sobre este mismo material (Ovilo et al. 2000), se determiné la
presencia de estos QTL quedando localizados a 113 cM para el area del lomo y a 97
cM para el porcentaje de grasa intramuscular, con valores de F de 13.26 y 15.03,
respectivamente. En este trabajo, en el que se han incorporado mas marcadores, se
ha alargado el tamafio del cromosoma aumentando la informatividad y se obtienen
unas posiciones para estos QTL de 131 cM para el area del lomo y 132 cM para el
porcentaje de grasa intramuscular, con unos valores de F de 16.69 y 18.97,
respectivamente. Es decir, que la incorporacidon de nuevos marcadores hace que
aumente la potencia del test estadistico y que varien un poco las posiciones donde se
detectan estos QTL teniendo en cuenta que ha variado el tamaiio del cromosoma. En
un trabajo posterior (Ovilo et al., 2002) se confirma que estos dos QTL en realidad
corresponden a un unico QTL con efectos pleiotrépicos.

Por otro lado, los QTL sugestivos para el porcentaje de &acido palmitico,
palmitoleico y estearico detectados en un trabajo anterior en este mismo material
(Clop et al., en prensa), quedaron localizados en dicho estudio a 44 cM para el acido
palmitico, O cM para el acido palmitoleico y 13 cM para el acido estearico, con
valores de F de 5.51, 6.41 y 7.33, respectivamente, superando todos el umbral de
significacién cromosémica al 5% (5.20), pero no el umbral genémico. En este trabajo
al aumentar la densidad de los marcadores, se obtienen unas posiciones para estos
QTL de 55 cM para el acido palmitico, 9 cM para el acido palmitoleico y 20 cM para
el acido estearico, con valores de F de 4.62, 6.57 y 6.73, es decir, que las posiciones
de los QTL han variado de acuerdo con el cambio de longitud del cromosoma
considerado, pero los QTL siguen sin alcanzar el umbral de significacion gendémica,
aunque tanto el acido palmitoleico como el estearico siguen superando el umbral de
significacién cromosémica al 5% y el palmitico esta préximo.

De manera que al aumentar la densidad de marcadores, principalmente la

incorporacion del gen MC17R en el extremo del cromosoma, permite mejorar la estima
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de la posicion de los posibles QTL, principalmente para el acido palmitoleico, que
previamente habia sido localizado a O cM por la falta de cobertura cromosémica.

Sin embargo, dada la relativa proximidad de los QTL detectados para los
caracteres acido palmitico, palmitoleico y estedrico y la correlacion existente entre
estos carcteres, se podria sospechar de la existencia de un solo QTL con efectos
pleiotrépicos, por lo que se realizé el test de pleiotropia para estos caracteres tomados
de dos en dos, comparando el modelo en el que existen dos QTL ligados, frente al
modelo en el que se supone un tnico QTL con efectos pleiotropicos. Como resultado
de estos anadlisis el modelo mas verosimil, segin nuestros, datos es la existencia de
dos QTL ligados, uno para el acido palmitico, localizado a 53-55 cM confirmado en las
dos comparaciones (acido palmitico- acido palmitoleico y acido palmitico- acido
estedrico) y otro a 12 cM con efectos pleiotrépicos para los caracteres acido
palmitoleico y acido estearico.

Los efectos aditivos obtenidos en el andlisis (Tabla 56) concuerdan con las
diferencias observadas entre las lineas parentales del cruce, ya que los alelos ibéricos
producen un aumento de acido palmitico y estearico y una disminucién de acido
palmitoleico (Serra et al., 1998).

Por tanto, el empleo de métodos de deteccion de QTL considerando pares de
caracteres, es decir, contrastando la posibilidad de existencia de dos QTL ligados
frente a la hipotesis nula de un QTL con efectos pleiotropicos sobre dos caracteres,
permite a partir de la misma informaciéon no s6lo aumentar la precision en la estima de
la posicion de estos QTL, sino también aumentar la potencia de deteccion (Knott &
Haley, 2000). Esto queda reflejado en este analisis donde empleando el modelo en el
que se considera un Unico QTL frente a la hipotesis de no QTL, principalmente en el
caso del caracter acido palmitico, el valor de F obtenido no supera el umbral de
significacién cromosémica al 5%, sin embargo al considerar la existencia de dos QTL
ligados el valor del test estadistico alcanza la significacion estadistica, es decir
permite detectar la presencia del QTL.

El hecho de detectar pleiotropia para los caracteres porcentaje de acido
palmitoleico y estearico no es raro ya que en primer lugar aplicando el modelo de un

QTL frente a ningin QTL, los QTL “sugestivos” resultantes quedan localizados en
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posiciones relativamente préximas (9 y 20 cM), y por otro lado en el proceso de

biosintesis de estos acidos grasos hay etapas comunes, como se muestra en la figura

66 y por tanto el gen responsable de este QTL puede ser un gen que codifique para

alguna de las enzimas que participan en el proceso de elongacién o desaturacion

comun para ambos acidos grasos.

Figura 66: Esquema de la ruta de biosintesis de dcidos grasos
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Se han tratado de buscar posibles genes candidatos en esta ruta de sintesis y
degradacion de acidos grasos que pudieran corresponder, por localizacién comparativa
con la especie humana o por funcionalidad, a los genes responsables de estos QTL.

Existen multiples genes descritos que participan en la ruta de sintesis y
degradacion de acidos grasos, entre ellos el gen de la delta-9 -desaturasa (SCD),
localizado en el cromosoma 10 (10g923-q24) en la especie humana, regién que
presenta homologia con el cromosoma 14q porcino ; delta-6- desaturasa, localizada
en el cromosoma 11 (11q11) en la especie humana, region que presenta homologia
con el cromosoma 2p porcino; gen de la proteina similar a la delta-4- desaturasa
(HGNC), localizada en el cromosoma 14 (14g932.32) en la especie humana, region que
presenta homologia con el cromosoma 7q porcino; esterol-C5- desaturasa, localizada
en el cromosoma 11 de la especie humana, cromosoma que presenta regiones
homologas con los cromosomas 2p y 9p porcinos; elongasa de acidos grasos de
cadena larga (LCE), localizada en la especie humana en el cromosoma 4 (4q25),
region que presenta homologia con el cromosoma 8 porcino; gen que codifica para
una proteina similar a la elongasa de acidos grasos-2, localizado en el cromosoma 13
de ratén, cromosoma que presenta regiones homélogas con los cromosomas 2, 7, 14,
16 y 18 de porcino; DEGS (degenerative spermatocyte homolog, desaturasa de
lipidos), localizado en el cromosoma 1 (19q42.12) de humano, regién que presenta
homologia con el cromosoma 6p porcino. Aunque ninguno de estos genes puede
considerarse como candidato posicional, por mapeo comparativo, no se puede
descartar la posibilidad de que alguno de ellos tenga efectos sobre los caracteres

considerados.

167



DISCUSION GENERAL

LO =0 =U



DISCUSION GENERAL

MATERIAL BIOLOGICO

El material biolégico utilizado en este estudio ha correspondido principalmente
a animales pertenecientes a la raza lbérica, raza que ha permitido el estudio de la
coloracién de la capa por presentar una gran gama de tonalidades. Esta variedad en el
color de la capa incluye desde el color negro hasta el colorado (con una gradacion de
intensidad o cantidad de pigmento -retinto, colorado y rubio-), a diferencia de las
razas empleadas generalmente para estudios del color de la capa que muestran un
Unico patrén para el color ( Giuffra et al., 2000; Kijas et al., 1998, 2001; Marklund et
al., 1998) y que en muchos casos se basan en el analisis de cruces experimentales
entre razas que presentan colores de capa opuestos (negro-blanco, negro-colorado,
colorado-blanco) (Giuffra et al., 1999; Marklund et al., 1998).

Asimismo, se ha dispuesto de poblaciones ibéricas puras (inscritas en el Libro
Genealdgico del cerdo Ibérico), lo que ha permitido una caracterizacién mas precisa de
los alelos que determinan el color de la capa, evitando el problema ocasionado por la
introgresion de alelos procedentes de otras razas, ya que tradicionalmente se ha
establecido la asociacién de raza con un alelo para el color.

También se ha contado en este estudio con muestras de animales
pertenecientes a otras razas, bien para ser tomadas como referencia, para confirmar la
presencia en diversas razas de alelos descritos previamente (principalmente para el
gen MC17R) y supuestamente asociados a sus patrones de color caracteristicos, o bien
como es el caso de la raza Duroc y del jabali para confirmar que los polimorfismos de
los genes analizados tenian valor como marcadores raciales.

Por ultimo, se ha dispuesto de material procedente de un cruce experimental
Ibérico x Landrace (Ovilo et al, 2000), que ha servido como herramienta para realizar
andlisis de ligamiento para la construccion de mapas genéticos, para la localizacion
de nuevos genes y marcadores, y para la confirmacién de la aplicacion de estos genes
como marcadores en el andlisis de deteccion de QTL. Este tipo de estrategia se sigue
de forma generalizada principalmente para la localizacion genética de genes no

caracterizados en la especie objeto de estudio (Mariani et al., 1996).
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INTERPRETACION DE LOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES DEL COLOR

En este trabajo se han detectado distintos polimorfismos de tipo SNP e INDELS
en los tres genes objeto de estudio relacionados potencialmente con la coloraciéon de
la capa y se ha realizado una aproximacion a la interpretacion de las mutaciones
detectadas, empleando programas informaticos que permiten realizar una prediccién
de los dominios de la proteina y de sus estructuras secundarias a partir de los
cambios aminoacidicos generados por las mutaciones en las secuencia de ADN o
ADNc. De esta forma una mutacion en el ADN que genera un cambio conservativo
(aquel que no cambia el tipo de aminoacido) en la secuencia de aminoacidos es
potencialmente menos importante que un cambio no conservativo (aquel en el que
cambia el tipo de aminoacido). Igualmente un cambio aminoacidico que tiene como
consecuencia un cambio en la estructura secundaria de la proteina potencialmente
tiene mayor importancia por su posible repercusion en la estructura espacial de la
misma y por tanto en su funcionalidad, que una sustitucién aminoacidica que no
genere ningin cambio en la estructura secundaria de la misma.

Sin embargo, los resultados obtenidos de la aplicacion de los programas
informaticos de prediccion de estructuras secundarias no aportan informacién
concluyente. Estos programas se basan en el uso de informacion procedente de
secuencias homdlogas y llevan asociada una probabilidad que en muchos casos no
permite discriminar si es aceptable o no considerar que se produce un cambio. Sin
embargo existen determinadas situaciones, como es el caso del cambio producido por
la insercion —CC - en la posicion 896 del gen MC17R, que produce un cambio en el
marco de lectura de la secuencia y con ello una perdida de dominios funcionales con
lo que su estructura secundaria se ve claramente alterada. Por otro lado, los
programas utilizados para la determinacion de dominios a partir de la secuencia
aminoacidica de la proteina no permiten detectar mas que cambios drasticos en los
mismos, como por ejemplo la aparicion o desaparicion de dominios, de modo que
salvo este tipo de mutaciones que producen cambios en el marco de lectura de la
proteina o grandes inserciones/delecciones que provocan la desaparicion de dominios

funcionales, el resto de mutaciones no son evaluadas con este tipo de programas.
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Aunque se ha tratado de dar una interpretacion funcional a las mutaciones
detectadas a través de analisis de asociacidon con los patrones de color y predicciones
de dominios y estructuras secundarias, el establecimiento real del posible cambio
funcional consecuencia de estas mutaciones sélo puede ser confirmado a través del
estudio de las estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas y estudios
funcionales. Este tipo de andlisis se realiza principalmente en especies modelo,
humano y ratén, por lo que el estudio en porcino se realiza principalmente por
comparacion de los resultados obtenidos con estas especies.

Por ejemplo, la mutacion detectada en el gen MC7R porcino que genera un
cambio aminoacidico de Valina a Metionina en la posicion 92 de la proteina, ha sido
detectada igualmente en la especie humana sin atribuirsele ninguna implicacion
funcional, por lo que por homologia se concluye que no existe asociacién con

patrones de color en cerdo (Kijas et al., 1998).

ANALISIS DE LOS GENES MC17R, AGOUTI Y PINK

El gen MC7R esta implicado de forma muy directa en la generaciéon de los
patrones del color de la capa en porcino. Este trabajo ha permitido confirmar los
haplotipos presentes en otras razas porcinas europeas, con resultados coincidentes
con trabajos previos (Giuffra et al., 2000; Kijas et al., 1998; 2001), asi como la
identificacién de tres nuevos haplotipos (MCTR*7, MC1R*8 y MC1R*9). Por otro
lado, se ha establecido la asociacion de los distintos haplotipos para este gen con los
patrones de color en cerdo ibérico, de forma que para las lineas y poblaciones ibéricas
con color de capa negra queda fijado el haplotipo MC7R*3, mientras que para las
poblaciones con capa colorada aparecen los haplotipos MC7R*6 y 7. Un hecho que
no queda aclarado es el que aparezcan individuos con color de capa colorada que
presentan el alelo supuestamente dominante MC7R*3 que determina el color negro.
Explicaciones a este hecho podrian ser la existencia de loci modificadores que
interviene de forma directa en el proceso de melanogénesis, o bien que no exista una
dominancia completa del alelo MC7R*3, aunque parece claro (Sili6, comunicacion
personal), que en el cruce de animales negros (ibéricos Guadyerbas) con colorados

(ibéricos Torbiscales), siempre se obtienen animales con color de capa negro.
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Para el gen Agouti no se ha detectado asociacion de ningin polimorfismo con
ningln patrén para el color, al igual que en trabajos anteriores, a pesar de que en
especies como la humana y ratén se hayan detectado claras asociaciones con
alteraciones en los patrones de color. Las mutaciones detectadas en este trabajo y en
trabajos previos podrian estar implicadas en el otro papel funcional atribuido a esta
proteina como consecuencia de su accién ectépica, y por otro lado, las mutaciones
responsables de cambios en el patron de color de la capa en este gen podrian
corresponder a mutaciones reguladoras localizadas en regiones anteriores o
posteriores al gen y que no han sido detectadas.

Para el gen Pink, no caracterizado previamente en la especie porcina, se ha
obtenido su secuencia completa de ADN copia e intron 9 y se ha realizado su
localizacion. La localizacién del gen P en el cromosoma 15 porcino ha aportado nueva
informacién al mapeo comparativo entre la especie humana y cerdo ya que en la
region donde ha sido localizado el gen P no se habia establecido previamente
homologia con ninguna regién cromosémica en la especie humana. Por otro lado, del
andlisis de la secuencia nucleotidica del ADNc y del intron 9 de este gen en distintas
razas y poblaciones porcinas se han detectado 14 mutaciones puntuales, de las
cuales ninguna se pudo asociar claramente con ninguno de los patrones de color
caracteristicos de las razas estudiados, ya que no aparecen fijados en ninguna
poblacidn.

Sin embargo, a través del analisis de asociacion de los polimorfismos que
aparecen segregando en la linea Torbiscal y de sus interacciones con el color de la
capa, se ha podido detectar un efecto estadisticamente significativo del polimorfismo
localizado en la posicion 1920 del intrén 9 del gen P sobre la intensidad de color
medida a través del parametro L. Aunque se trata de una mutaciéon en una regién no
codificante podria bien tener alguna implicaciéon durante el proceso de splicing, ya que
esta localizada préxima al extremo 3° del intrén o bien estar en desequilibrio de
ligamiento con la mutacion causal no detectada. Ademas, se detectaron otros dos
efectos préoximos a la significacion estadistica, de un polimorfismo individual en el gen
P y de la interaccion de MC7TR y P con la intensidad de color (valor L), con una

explicacion funcional mas clara, ya que en este caso se trata de sustituciones que
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producen cambios en la secuencia aminoacidica de la proteina lo que justificaria una
implicacion funcional. En cualquier caso seria necesario aumentar el nimero de
muestras para confirmar la existencia de estos efectos o descartarlos de manera que
los analisis estadisticos realizados fueran mas equilibrados, ya que hay determinados
alelos, genotipos y polimorfismos que no han sido detectados en las muestras
genotipadas.

En resumen, el gen MC17R parece claro determinante del tipo de pigmento (rojo
o negro) en cerdo. Para el gen P se ha identificado un efecto sobre la cantidad de
color en animales de la linea Torbiscal, y posiblemente la interaccion de ambos genes
MC1TR y P intervenga en el proceso de regulacién de la cantidad y/o tipo de pigmento
ya que las proteinas codificadas por ambos genes estan implicados en el proceso de

sefalizacién intracelular necesario en el proceso de biosintesis de pigmentos.

TRAZABILIDAD

Respecto al empleo de los polimorfismos en los genes del color como
marcadores raciales (Utiles en estudios de trazabilidad, en este trabajo se han
detectado dos marcadores raciales (itiles para la deteccion de cruzamientos con la
raza Duroc. Estos son un polimorfismo en el gen MC7R y otro en el gen Pink, que
permiten junto con otros marcadores moleculares (AFLPs y microsatélites), la
deteccion en una muestra portadora de un 25% de genes Duroc, la presencia de los
mismos y por tanto su exclusion del origen ibérico. Ademas bastaria con el empleo de
estos dos genes como marcadores raciales para Duroc en un lote de muestras
superior a dos de animales portadores de un 25% de genes Duroc ,0 carne o
productos curados procedentes del mismo, para excluir este lote del origen ibérico.
Esto se ha confirmado tanto para animales vivos, lo que ha permitido detectar la
introgresion de genes pertenecientes a razas foraneas (principalmente Duroc), como
en productos elaborados.

Conviene destacar que estos polimorfismos han permitido confirmar el origen
heterogéneo de la poblacion Manchado de Jabugo, poblacién que en muchos casos se
ha considerado ibérica. Sin embargo, para ambos polimorfismos de los genes MMIC7R y

Pink, se detecta la presencia de alelos no caracteristicos de la raza ibérica. Estos
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alelos pueden proceder de Duroc, como es el caso claro del haplotipo MC7R*4 fijado
en esta poblacion. Otra posibilidad es que estos alelos procedan en su origen de
animales de la raza Berkshire, ya que se admite que en el origen de la poblacién
Manchado de Jabugo estuvieron implicados animales de la raza Large White y
Berkshire, hecho reconocido por los responsables de su conservacion y confirmado en
un trabajo realizado sobre ADN mitocondrial (Alves et al., Enviado). Dentro de esta
posibilidad podria estar el polimorfismo del gen Pink, ya que se desconoce el
genotipo para este polimorfismo presente en la raza Berkshire, aunque dado el
antecedente para el gen MC7R, se considera mas probable la procedencia de este
alelo de la raza Duroc.

Por otro lado, se ha establecido como marcador candidato para jabali frente a
ibérico el alelo MC7R*1 del gen MC17R, que aunque no aparece fijado en la poblacién
de jabalies (quizd por la introgresion de genes procedentes de cerdo doméstico) si
aparece a frecuencia elevada (0.903) y no ha sido detectado en cerdo ibérico. Aunque
hay que tener en cuenta que se ha dispuesto de un nimero reducido de muestras, por
lo que antes de establecer este haplotipo como marcador racial para jabali seria
conveniente su confirmacion en un nimero mas elevado de muestras.

La ventaja del empleo de estos marcadores frente a otros tipos es
fundamentalmente su facil, rapido y econémico genotipado, ya que se trata de una
amplificacion del fragmento polimérfico a través de PCR, su posterior digestion con un

enzima de restriccion y visualizacion en geles de agarosa.

GENES DE COLOR Y DETECCION DE QTL

Se ha evaluado la utilizacién de los polimorfismos de estos genes analizados
como marcadores genéticos para ser incorporados en los mapas de ligamiento,
especialmente el gen MCT7R por estar localizado en el extremo del cromosoma 6, en
una regiéon que hasta el momento era de baja informatividad ya que no se disponia de
ningiin marcador informativo en el extremo de este cromosoma para el cruce
experimental Ibérico x Landrace.

La insercion -CC - localizada en la posicion 896 del gen MC7R ha sido

utilizada para el andlisis de deteccion de QTL en el cruce experimental Ibérico x
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Landrace, donde previamente se habian detectado QTL o QTL “sugestivos”. Este
marcador junto con un aumento de densidad de los marcadores de tipo microsatélite,
sirvié para confirmar y afinar la posicion de los QTL para los caracteres area del lomo
y porcentaje de grasa intramuscular ademas de aumentar la potencia de deteccién.
Por otro lado, este aumento de densidad de marcadores en el cromosoma 6 porcino
permiti6 aproximar las posiciones de los posibles QTL para acido palmitico,
palmitoleico y estearico.

Sospechando de la existencia de QTL con efectos pleiotropicos dada la
proximidad de los QTL detectados y la relacion fisiolégica de los caracteres porcentaje
de acido palmitico, palmitoleico y estearico se procedi6 ha aplicar un test de
deteccion de QTL bivariante , de forma que la explicacion mas verosimil, teniendo en
cuenta los datos de que se dispone, era que esos tres QTL sugestivos que se obtenian
del analisis de deteccion de QTL para un solo caracter podrian corresponder a dos
QTL ligados, uno con efectos sobre el porcentaje de acido palmitico y otro con
efectos pleiotropicos sobre los caracteres porcentaje de acido palmitoleico y estearico.

Este tipo de analisis ha sido realizado anteriormente en el mismo material , con
una menor densidad de marcadores para el cromosoma 6, (Ovilo et al., 2002; Clop et
al., Enviado), de manera que el realizar este analisis de deteccion de QTL,
aumentando la informatividad a lo largo del cromosoma por la incorporacion de
nuevos marcadores, ha permitido confirmar determinados resultados con una mayor
potencia estadistica y obtener otros nuevos resultados. Por tanto, la incorporacion de
nuevos marcadores a los mapas de ligamiento permite afinar los analisis de deteccion
de QTL lo que facilita la bisqueda de genes candidatos posicionales que lleven a la
identificacion de las mutaciones causales de las diferencias fenotipicas en estos

caracteres.

PERSPECTIVAS
En vista de los resultados obtenidos en este trabajo y como continuacién a
éste, seria interesante realizar:
% En primer lugar, aumentar el nimero de muestras empleadas para el analisis de

asociacion de los polimorfismos de los genes MC7R y Py de sus interacciones con los
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patrones de color de capa colorada en la linea Torbiscal, lo que permitiria aclarar si
esos indicios de asociacién detectados en este trabajo son verdaderos o son efecto
del azar.

* Respecto al gen MC17R seria interesante confirmar la relacion de dominancia
existente entre los haplotipos MC7R*3, MC1R*6 y MC1R*7. Una posible estrategia a
seguir seria generar un cruce entre individuos heterocigotos para estos alelos y
observar la segregacion de color obtenida, lo que permitiria aclarar la existencia de
loci modificadores y su interaccién con el gen MC1R.

% Por otro lado, aumentar el nimero de muestras de jabali para establecer la
frecuencia del haplotipo MC7R*1 en esta poblaciéon, permitiria plantearse el empleo
del mismo como marcador racial de jabali frente a ibérico en estudios de trazabilidad.

*Respecto al gen P seria interesante analizar las regiones del gen que no han
sido analizadas en este trabajo, regiones reguladoras y resto de intrones, ya que
probablemente el SNP detectado en el intrén 9 del gen P responsable del efecto sobre
la cantidad de color en la linea Torbiscal detectado en este trabajo se encuentre en
desequilibrio de ligamiento con la mutacion causal responsable de dicho efecto.
Ademads se podria analizar si este efecto sobre la cantidad de color detectado en la
linea ibérica Torbiscal también se detecta en animales pertenecientes a otras razas
con color de capa colorada, como Duroc o Mangalitza, comprobando primero la
existencia de segregacion de los polimorfismos en estas poblaciones.

% Como muestran los resultados obtenidos de este trabajo, el color de la capa
pese a ser un caracter de facil apreciaciéon, estd sometido a un complejo sistema
regulador en el que potencialmente deben de intervenir un elevado nimero de genes,
por lo que se podria realizar el estudio de loci candidatos modificadores.

En general, se han descrito numerosos loci relacionados con el proceso de
regulaciéon de la sintesis y distribucion de los pigmentos y melanocitos en mamiferos.
A continuacién se hace un resumen de aquellos que se consideran de especial interés
en el determinismo del color y que han sido propuestos o caracterizados en diversas

especies de mamiferos (humano, rata, ratén, caballo y perro) (Tabla 58).
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Tabla 58: Genes propuestos y/o caracterizados para determinar el color de la piel

GEN PROTEINA FUNCION PORCINO
Concentration (C/TYR) tirosinasa cataliza el paso de tirosina a  Localizado 9 (p1.2-p1.4)
DOPA
Spotting (5/W) EDNRB interviene en el proceso de Localizado cromosoma 11
distribucién de los melanocitos
Slaty (5t/) TRP2 participa en la estabilizacién de Localizado en el
la tirosinasa cromosoma 11
Mahogany (Mg) Atractina  facilita las interacciones de las Localizado en el
proteinas que intervienen en el cromosoma 17
proceso de melanogénesis
Dilution (D) miosina V transporte de melanina No caracterizado
Brown/black (B) Trypl ayuda a la estabilizacién de la No caracterizado
tirosinasa
Mahoganoide (Md) Attractine  facilita las interacciones de las No caracterizada
proteinas que intervienen en el
proceso de melanogénesis
OAl (Oal) receptor-6 receptor de la proteina 6 No caracterizada
Underwhite (uw) MATP facilita el transporte de la No caracterizado
melanina
Ticking (T) -- interviene en la distribucion de No caracterizado
los melanocitos en areas
especificas
Silver (Si) silver -- No caracterizado

Super extension (SE)

No caracterizado

Brindle (K)

No caracterizado

Rufus (F) -- -- No caracterizado
Graying (6) -- -- No caracterizado
Merle (M) -- -- No caracterizado
Roan (R) -- -- No caracterizado

La nomenclatura asignada a estos genes puede ser algo confusa, ya que el
mismo gen descrito en varias especies, puede recibir en principio nombres distintos
pero posteriormente se puede confirmar su equivalencia. A su vez, un locus
identificado por primera vez a través de estudios de segregacién es denominado por
andlisis de deteccion de QTL, por anélisis de la secuencia génica o andlisis funcionales
con distinta nomenclatura cuando en realidad corresponde a un mismo gen. Asi en la
especie porcina se consideraba al locus Extension como el determinante del fenotipo
dominantemente negro y en andlisis moleculares se describié la existencia del gen
MC1R como implicado en la ruta de biosintesis de pigmentos, aunque posteriormente

se confirmé que ambos son equivalentes (Kijas et al. 1998).
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Varios de los genes mencionados en la tabla 54 pueden ser realmente alelos de
un mismo gen, ya que en general el establecimiento de un nuevo locus se realiza por
andlisis de segregacion de cruces entre animales que presentan fenotipos extremos
para el caracter estudiado, bien sea el tipo de pigmento, la cantidad o la distribucion
del mismo. Asi en porcino se consideraba un locus determinante del fenotipo cinchado
(Locus Belt), sin embargo, en estudios posteriores se determiné que en realidad se
trataba de un alelo del locus K/T, descrito previamente (Giuffra et al., 1999).

Entre los loci mencionados en la tabla anterior, podria resultar especialmente
interesante en el material empleado en este trabajo:

* El analisis de genes que codifican proteinas que intervienen de forma directa en
la inhibicion de la expresion del gen Agouti, estos son Mahogany y Mahoganoide,
cuya funcion parece fundamental en el proceso de deposicion del pigmento
phaeomelanina (rojo) en humano y ratén (Edeal et al., 2000; Miller et al., 1997). Por
tanto estos serian objeto de interés en el estudio de las lineas y poblaciones con color
de capa colorada de la raza Ibérica.

* Otro aspecto interesante de estudiar seria la interaccion de los genes MCTR y
KIT, propuesto por varios autores (Marklund et al., 1998; Giuffra et al., 1999;
Pielberg et al., 2002), ya que la interaccién de ambos parece determinar las variantes
en la distribucion del pigmento de la capa. Principalmente interesaria su estudio en los
animales F2 procedentes del cruce Ibérico x Landrace, ya que estos muestran una
enorme variedad de distribucién y tamafio de manchas blancas y negras.

% Por otro lado, un estudio del analisis diferencial de expresion génica permitiria
evaluar las diferencias de expresion provocadas por los polimorfismos detectados en
los genes analizados, principalmente para aquellos en los que se ha detectado un
efecto o indicio de efecto sobre la cantidad de color de la capa. Este tipo de estudios
proporcionaria informacion acerca de la expresidon del gen (inhibiciéon parcial o total, o
sobreexpresion) y ademas permitiria una bausqueda de posibles genes modificadores.

La evaluacion de la expresion génica es un camino efectivo para identificar
genes que estén implicados en la regulacion de caracteres de importancia econdmica
(Moody, 2001). En este sentido se han desarrollado numerosas metodologias que

permiten el anadlisis de la expresién génica. Un resumen de los métodos mas
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extendidos incluiria: hibridacién con un sustrato, método descrito por Sargent y Dawid
(1983) que consiste en hibridar ARNm en exceso con librerias de ADNc (Northern
blots); RT-PCR cuantitativa que permite la cuantificacion de ARNm; *“Differential
Display” basado en el ARN “fingerprinting” (Liang y Pardee, 1992); Secuenciacion de
EST (Adams et al., 1991; Okubo et al., 1992), basada en el tiempo en que aparece
una secuencia particular en una libreria de ETS de diferentes genes; Analisis seriado
de la expresion génica “SAGE” (Velculescu et al., 1995), que esencialmente es una
version acelerada de la secuenciacion de EST; Hibridacion usando microarrays
(Schena et al., 1995).

El determinar el tipo de metodologias a seguir para realizar un analisis de la
expresion génica depende del objetivo a seguir, de manera que, en general
metodologias del tipo “Differential Display” o microarrays, que permiten la bisqueda
indiscriminada de genes con diferencias de expresion, son Utiles por ejemplo en
estudios de cambio de expresion génica en un tejido por el empleo de un inductor
(Sayre et al., 2000; Green et al., 1996), cambios de expresion génica en un tejido en
diferentes lineas o razas animales (Li et al., 1996; Janzen et al., 2000), o cambios de
expresidon génica en tejidos sanos y tumorales (Ahmed, 2002). Por otra parte el
empleo de la metodologia de RT-PCR cuantitativa aplicada a un gen permite evaluar
las diferencias de expresién, a través de la cuantificacion del ARNm, observadas en
las variantes alélicas detectadas en este gen concreto, como en el trabajo realizado
por Yamaguchi et al. (2002) donde estudian en la especie humana el efecto de un
SNP en el gen MYH a través de la diferencia de expresion de su producto.

Por tanto, con el objetivo de evaluar la implicacién de la mutacion detectada en
el intron 9 del gen P, cuya interpretacion sobre el efecto en la cantidad de color no
parece clara, seria interesante realizar un analisis de expresién a través de la
metodologia de RT-PCR cuantitativa, de manera que permitiera determinar la cantidad
de mensajero sintetizado en el tejido, en este caso piel, en aquellos individuos
portadores de esta mutacién comparado con individuos que no portan dicha mutacion,
lo que determinaria si esta mutacion o una mutacién en desequilibrio de ligamiento

con ésta tiene realmente un efecto cuantitativo a nivel de transcripcién del gen.
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Como conclusiones del analisis realizado de los genes MCT7R, Agouti y Pink en la

especie porcina se destacan las siguientes:

Para el gen MC17R se han detectado 18 polimorfismos que caracterizan ocho
haplotipos distintos. Se han establecido claras asociaciones entre determinados
mutaciones en el gen MC7R con determinados patrones del color, como se refleja en
trabajos anteriores. Para la raza Ibérica, se ha establecido un clara asociacion entre
alelos para este gen y patrones de color, de forma que en los animales que presentan
un patrén de color dominantemente negro aparece en homocigosis el alelo MC7R*3,
mientras que en animales con capa colorada se detectaron, en general, la presencia
de los alelos MC7T7R*6 y MC1R*7. Sin embargo, ain no queda perfectamente
esclarecida esta correlaciéon por el hecho de detectarse animales que pese a tener un
color de capa colorado presentan el alelo MC7R*3, alelo determinante del color negro
y supuestamente dominante, en heterocigosis. Este hecho seria un indicador de la
complejidad del determinismo del color ya que implicaria la existencia de otros loci o
genes modificadores. A su vez ha permitido detectar la introgresion en poblaciones de

cerdos de la raza ibérica de alelos fijados para el gen MC7R en otras razas porcinas.

Para el gen Agouti se han detectado dos polimorfimos, pero ninguno
relacionado con los patrones de color existentes en la raza Ibérica, al igual que en
trabajos anteriores en porcino, a pesar de que en otras especies de mamiferos (ratén y
humano, principalmente), las mutaciones detectadas en regiones codificantes de este

gen juegan un papel fundamental produciendo alteraciones en los patrones de color.

El ADN copia del gen Pink ha sido caracterizado totalmente, al igual que su
intron 9, detectandose 14 polimorfimos de tipo SNP. Se ha establecido un efecto
estadisticamente significativo entre el polimorfismo localizado en la posicién 1920 del
intrén 9 del gen con la intensidad de color en la linea ibérica Torbiscal medida a través
del parametro L. Ademas la localizacion del gen en el cromosoma 15 porcino (q21-
q22) ha aportado nueva informacion para establecimiento de homologia entre el

cromosoma 15 humano y porcino.
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Se han detectado indicios de la existencia de efectos sobre la intensidad de
color de la interaccion de los genes MC7R y Pink en animales pertenecientes a la linea
Torbiscal. Ambos genes codifican proteinas implicadas en la sefializacién intracelular

del proceso de biosintesis de pigmentos.

EI polimorfismo localizado en la posicion 1554 del gen MC7R y el localizado en
la posicion 668 del gen Pink, quedan establecidos como marcadores diagndstico que
permiten, junto con la informacion aportada por otro tipo de marcadores, AFLP y
microsatélites, detectar en una muestra portadora de un 25% de genes Duroc, en
animales vivos o productos, la presencia de estos genes y por tanto excluir el origen
ibérico. Ademas la informacion aportada exclusivamente por ambos genes permite, a
partir de un lote de muestras superior a dos, excluir del origen ibérico a un individuo
portador de un 25% genes Duroc o carne o producto elaborado de este mismo. La
informaciéon aportada exclusivamente por el polimorfismo localizado en la posicion
1554 del gen MC17R permite excluir del origen ibérico, a partir de una sola muestra, a
un individuo portador de un 50% genes Duroc o carne o producto elaborado de este

mismo.

El alelo MC7R*1 queda establecido como candidato a marcador racial para el
jabali ya que permite discriminar la presencia de alelos de jabali dentro de las
poblaciones de cerdo ibérico, aunque para su confirmacidon es necesario el analisis de

un mayor numero de muestras.

La insercién localizada en la posicion 896 de la secuencia nucleotidica del gen
MC1R aporté un nuevo marcador molecular y permitié su incorporacion en el mapa de
ligamiento del cromosoma 6 disponible para el andlisis de deteccion de QTL del cruce
experimental Ibérico x Landrace. Esta informacién junto con la informacion aportada
por otros microsatélites permitié alargar el tamaiio del cromosoma y afinar y confirmar
la presencia de los QTL detectados en trabajos anteriores en el cromosoma 6 para los
caracteres area del lomo y porcentaje de grasa intramuscular, e incluso permitid,

aplicando un modelo de deteccion de QTL para pares de caracteres, determinar la
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existencia de dos QTL ligados, uno para el porcentaje de acido palmitico y otro con
efectos pleiotropicos para los caracteres porcentaje de acido palmitoleico y acido

estearico.
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RESUMEN

El objetivo planteado en este trabajo ha sido el analisis en la especie porcina de
tres de los genes que codifican proteinas implicadas en el proceso de regulacion de la
melanogénesis en mamiferos, estos son MC7R, Agouti y Pink. El trabajo se ha
centrado principalmente en la raza Ibérica, raza que presenta una gran diversidad de
tonalidades representadas por sus diversas variedades (desde negro a rubio), ademas
se han empleado muestras representativas de diversos origenes de cerdos domésticos
y jabali.

El gen MC17R ya habia sido estudiado en trabajos anteriores, detectandose la
existencia de seis alelos. En este trabajo se ha analizado, a través de secuenciacion
del producto de amplificacion, la totalidad del Gnico exén (950 pb) del gen y parte de
las regiones intronicas adyacentes, en total se han secuenciado 1828 pb en 26
cerdos pertenecientes a las razas Duroc, Landrace, Meishan, Pampa, Mangalitza
(colorado y golondrino), Vasco, Manchado de Jabugo, Ibérica (negra, colorada y
entrepelada) y jabali.

El resultado de este anadlisis ha permitido detectar 18 polimorfismos, 9 en la
regiéon codificante y otros 9 en la region no codificante del gen. La combinacion de
estos polimorfismos constituyen 8 haplotipos distintos, no se detecta la presencia del
haplotipo MCT7R*5. Entre estos destaca la deteccion de tres nuevos haplotipos:
MC1TR*7 constituido por la insercion de dos citosinas en la posicion 896 del gen
detectado en animales colorados de la raza lIbérica, MC7R*8 constituido por la
combinacién del haplotipo MC7R*6 junto a una deleccién en la region no codificante
(posicion 1797), detectado en animales con capa colorada de la raza Mangalitza y
MC1R*9 constituido por el alelo MC7R*1 junto a una transversion en la regién no
codificante (posicién 432) y detectado en animales con color de capa golondrina de la
raza Mangalitza.

Respecto al anadlisis de la diversidad genética en las poblaciones de la raza
Ibérica analizadas a través del genotipado a gran escala (metodologias de PCR-RFLP,
PCR-SSCP y analisis del tamaiio de los fragmentos amplificados), se ha detectado la
presencia del haplotipo MC7R*3 fijado en la poblacion de cerdos con capa negra, de
acuerdo con la funcionalidad atribuida a este haplotipo. Por otro lado, se ha detectado

la presencia de los haplotipos MC7R*6 y MC71R*7 a elevada frecuencia en las
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poblaciones con capa colorada (colorados y entrepelados) de acuerdo con la
funcionalidad atribuida a estos haplotipos, sin embargo también se detecta la
presencia del haplotipo MC7R*3 a baja frecuencia y en heterocigosis en estas
poblaciones, lo que no es compatible con la hipétesis tradicionalmente aceptada de
dominancia completa.

Por otro lado, el genotipado de estas poblaciones permitié detectar la
introgresion en dos poblaciones consideradas ibéricas de haplotipos detectados y
filados en otras razas porcinas, asi en un poblacién con color de capa negra se
detecto la presencia del haplotipo MC7R*2, alelo procedente posiblemente de la raza
de origen asiatico Large Black. En la poblacion Manchado de Jabugo, frecuentemente
considerada ibérica, a pesar de contar con un nimero reducido de muestras, se
detecté la presencia de cuatro haplotipos distintos, dando muestra de su
heterogeneidad, entre estos alelos destacé la presencia del haplotipo MC7R*4, alelo
fijado en la raza Duroc, lo que hace suponer que durante la recuperacion de esta
poblacion intervino algin animal con ascendencia Duroc.

El gen Agouti ha sido objeto de estudios previos en diversas razas de cerdo
detectandose la presencia de tres mutaciones, pero en ningin caso se ha podido
establecer asociacion con ningin patrén de color, a pesar de su importante papel en el
proceso de melanogénesis. En este trabajo el gen se ha analizado a través de
secuenciacion directa del producto de amplificacion de la secuencia completa de los
cuatro exones que lo constituyen junto a las regiones intrénicas adyacentes, en total
se han secuenciado 1537 pb en 7 poblaciones y razas porcinas.

El resultado de este analisis ha permitido detectar dos polimorfismos, una
insercion en el intrén 1 y una transversién en el exon 3, sin embargo ninguno de estos
polimorfismos ha podido asociarse con ninguno de los patrones de color analizados.

Hasta la realizacion del presente trabajo, el gen Pink no habia sido
caracterizado ni localizado en la especie porcina. El gen Pink tiene una estructura
compleja, en la especie humana y ratén esta constituido por 25 exones, por lo que se
ha realizado su andlisis sobre ADN copia procedente de muestras de ARN de piel.

El anélisis del mismo se ha realizado mediante secuenciacion del ADNc a través

del disefio de oligonucleétidos en las regiones mejor conservadas entre la especie
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humana y ratén y empleando la metodologia RACE para la caracterizacion de los
extremos 5°y 37, lo que llevé a determinar la secuencia completa del ADNc y del
intron 9. Posteriormente se ha realizado su localizacién fisica, empleando un panel de
células hibridas irradiadas, y genética o de ligamento a través de la construccion de
un mapa de ligamiento, quedando localizado en el cromosoma 15 (q21-q22) y
aportando nueva informacién al mapeo comparativo humano-cerdo.

En total se han caracterizado y analizado 3267 pb del ADNc y 2242 pb del
intron 9, detectandose 10 polimorfismos en el ADNc en 20 muestras de piel
analizadas pertenecientes a las razas Landrace, Large White, Duroc, Vietnamita,
Meishan e Ibérico (negro, rubio, colorado y entrepelado) y jabali y 4 polimorfismos en
el intron 9 en 12 muestras analizadas pertenecientes a las razas Large White, Duroc,
Ibérico (negro, rubio, colorado y entrepelado). De estos polimorfismos, los que
presentaron interés bien por producir cambio aminoacidico y aparecer en muestras
con un patréon de color concreto o bien por ser candidatos como marcadores raciales
fueron genotipados en un mayor niimero de muestras (metodologias PCR-RFLP, PCR-
SSCP, PCR alelo-especifica). Del resultado del genotipado de estos polimorfismos no
se pudo establecer una asociacidon directa con ningun patrén para el color, ya que
ninguno de estos aparece fijado. Sin embargo, durante el genotipado de animales
pertenecientes a poblaciones de la raza ibérica también se detect6 la introgresion de
genes pertenecientes a otras razas porcinas en las mismas poblaciones en las que se
detecté introgresion para el gen MC1R.

Por otro lado, en la linea Ibérica Torbiscal se realiz6 un analisis de asociacién
de los polimorfismos detectados en los genes MC7R y Pink (MC1R: alelos MC71R*3,
MC1R*6, MC1R*7; Pink: posicion 510 del exén 4, posicion 2040 del ex6n 18 y
posicion 1920 del intrén 9), con la pigmentacion de la piel medida mediante un
espectrocolorimetro. En este anadlisis se detectd un efecto estadisticamente
significativo entre el polimorfismo localizado en la posicion 1920 del intrén 9 del gen
Pink con la intensidad de color medida a través del parametro L (luminosidad), y este
efecto consiste en un aumento de la luminosidad por tanto una disminuciéon en la

cantidad de color en los individuos heterocigotos frente a ambos homocigotos.
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Dado el antecedente en humano en el que se habia detectado asociacion de la
interaccion de dos polimorfismos en los genes MC7R y Pink con la pigmentacion de la
piel en una poblacion humana vietnamita, se realiz6 un andlisis de asociacion de la
interaccion de los polimorfismos anteriormente mencionados en la poblaciéon de cerdos
ibéricos de la linea Torbiscal con el color de la capa, detectandose un efecto préximo
a la significacion estadistica entre la interacciéon del polimorfismo del gen MC7R y el
polimorfismo localizado en la posicién 510 del exén 4 del gen Pink con la intensidad
de color medida a través del parametro L.

Como aplicacion de los resultados del analisis de los polimorfismos de estos
genes se planteé su empleo como marcadores raciales. Se ha comprobado su utilidad
como marcadores raciales de Duroc frente a ibérico, por su facilidad de genotipado y
elevada informatividad, el polimorfismo localizado en posicién 1556 que constituye el
haplotipo MC7R*4 fijado en la raza Duroc y ausente en la raza Ibérica y el
polimorfismo localizado en posicion 2462 del gen Pink a frecuencia elevada en la raza
Duroc (0.755) y ausente en la raza Ibérica. Ademas los protocolos de genotipado
fueron verificados tanto en muestras de sangre como en productos curados. Por otro
lado, se ha calculado que con la informaciéon aportada por estos polimorfismos junto
con informacién disponible de otro tipo de marcadores (microsatélites y AFLPs) es
posible la exclusiéon del origen ibérico de un animal de genotipo % o 3 Duroc, o de
carne o productos elaborados con materia prima del mismo.

Un segundo ejemplo aplicado es el empleo del polimorfismo del gen MC7R
(insercion —CC- en posicion 896 del gen) como marcador genético en el extremo del
mapa de ligamiento del cromosoma 6 en un cruce experimental Ibérico y Landrace. Lo
que permitio, junto a la informacion procedente de la incorporacién de un mayor
nimero de microsatélites, confirmar la existencia de dos QTL detectados en trabajos
previos para los caracteres area del lomo y porcentaje de grasa intramuscular,
afinando las posiciones de los mismos y aumentando la potencia de detecciéon. Por
otro lado, para los caracteres porcentaje de acido palmitico, palmitoleico y estearico
este mapeo de alta densidad permitié afinar las posiciones de los QTL sugestivos
detectados en un trabajo anterior, principalmente para el acido palmitoleico. En

segundo lugar la aplicacion de un modelo de analisis estadistico de deteccion de QTL
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para pares de caracteres permitio concretar los efectos y posiciones de estos QTL,
detectandose dos QTL ligados, uno con efecto sobre el porcentaje de acido palmitico

y otro con efectos pleiotropicos sobre el porcentaje de acido palmitoleico y estearico.
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ANEJO 1. FOTOS DE CERDOS ANALIZADOS

Cerdo de la raza Meishan Cerdo de la raza Pampa

Cerdo de la raza Duroc Cerdos de la raza Mangalitza (colorado)
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ANEJO 1. FOTOS DE CERDOS ANALIZADOS

Cerdo de la raza Landrace

Cerdo de la raza Pietrain Cerdo de la raza Large White

Cerdo F; procedente del cruce
Guadyerbas x Landrace
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ANEJO 2. MC1R

Secuencia publicada del gen MCIR porcino (6enBank AF326520), localizando las
parejas de oligonucleétidos utilizadas para la secuenciacién y genotipado de polimorfismos

MCIRFW1
1 gcactgggggcgcecgagTeeggetgtagcgigictggagccggaggcctgeccttgaagtggticctggetgtgggcetgtgg

tgaccttttgcagaggaaacgggctgtgagggaagctctggcagccacceccgectccgggatgagetggagcgaggtececccage
atgtgaccagggtggcccccagcagtgcgecgggtgggggcggeggtcagggetggggcecgtectgagacagcaggecaggcea
ggggtgtctetgtgtcggggccgggagagggttggaagactcaggggcaggtccagggaagtcccgegetccacgectggegtg
gaggccggcgceggggtggegttggctgagcacaggcegaggttggccagagtgeggeggcetetgegetccaaggagecaggace

aactgggtgccccttgcacctceccggcaccaggeggagtgecggggcetecccacgtgegtececcgggeccacgeccgtcacgtggt

MCIRFW?2
cgccctcgggaggaggggctcaggcaggactttaaagatgcccagaaagAé'ctccgttctcctgggacctcagtcccccaccccg
MC1RSSCPf h MC1RRW1

gcctgcggcgaggcaggaggcetcaaaatgtccggaccigagegactgectctccagggaaacttggtggggaggtgggcetgage

acagagggtcctggccgggaaccgcctgggcctctctggeccgggecatgcccgggecacgttcggeccagccagggegagtgtg
MCIRA
ggggcacctctgggagccatgagctgagcaggaccceccgagagcgacgtgcccteectgeteccctggegggacgatgecegtg
~ MCIRSSCPr
cttggcccggagaggaggctgcetggcttccctcagcecteccgecgeccccagccgecccccgectcgggcetggecgccaaccagacce

MCIRB . MERL1
aaccagacgggcccccagtgcctggaggtgtccattcccgacgggctcttcctcagectggggetggtgagectegtggagaacyg

tgctggtggtggccgcecatcgccaagaaccgcaacctgcactcgeccatgtactacttegtctgetgectggecgtgtecggacctg

ctggtgagcgtgagcaacgtgctggagacggccgtgctgetgetgectggaggecgggegecctggecgeccaggecgecgtggtg
h MCIRRW?2
cagcagctggacaatgtcatggacgtgctcatctgcggctccatggtgtccagectectgettcctgggecgccatcgeccgtggaccg

ctacgtgtccatcttctacgcgctgcgcetaccacagcatcgtgacgetgeccecgegeggggcgggcecatcgeggccatctgggeg

EPIGI
ggcagcgtgctctccagcaccctcttcatcgcctactaccaccacacggccgtcctg&gggcctcgtcagcttcttcgtggccatg

- EXT4
ctggcgcetcatggcggtactgtacgtccacatgctggccecgggcctgeccagcacggccggcacatcgecccggcetccacaagacg

cagcaccccacccgccagggctgecggcectcaagggegeggcecaccctcaccatectgetgggegtettecctectetgetgggeac
MCIRFW3 ,

ccttcttecctgcacctcteccctegtcgtCetetgececccagcacceccacctgeggetgegtcttcaagaacgtcaacctetttetgge

cctcgtcatctgcaactccatcgtggaccccctcatctacgcecttccgcagccaggagctccgcaagaccctccaggaggtgetge

agtgctcctggtgaggggggacgggcgetggageccaggetgcggggctgagggcagtggtgecgtectgeggeccggttectac
) EPIG3
gtggctgg‘;cagccccttggcagagaggacgggccggacatctctgaaggtatggacgctggaccctctggggcccgacagagg
MCIRFW3
aagagccagcacttccaggaggcatggggagtgggggaggctggagagacggcggggagcgccacctccatccagagaccac

209



ANEJO 2. MC1R

cacgcccgcctttggggcgegcetctggggactttgcccecccactggggtgggacgtgtgcgggcagaagetgtccgggtgttget
cactgcaggacctcaggggaaggccttcgtgactgctagggaagcaggcgcagcgeccccggegg

Exén del gen MCT7R porcino, 963 pb

Pareja de oligonucleétidos MC1RFW1-MC1RRW 1, fragmento de 538 pb

Pareja de oligonucleétidos MC1RFW2-MC1RRW2, fragmento de 572 pb

Pareja de oligonucleétidos MERL1-EXT4, fragmento de 449 pb

Pareja de oligonucleétidos EPIG1-EPIG3, fragmento de 405 pb

Pareja de oligonucleétidos MC1RFW3-MC1RRW3, fragmento de 454pb

Pareja de oligonucleétidos MC1RA-MC1RB, fragmento de 203/205 pb

T

Pareja de oligonucleétidos MC1RSSCPf-MC1RSSCPr, fragmento de 174 pb
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Alineamiento de las secuencias aminoacidicas resultantes para los alelos del gen MCIR

detectados

Alelos

MC1R*1
MC1R*2
MC1R*3
MC1R*4
MC1R*6
MC1R*7

MC1R*1
MC1R*2
MC1R*3
MC1R*4
MC1R*6
MC1R*7

MC1R*1
MC1R*2
MC1R*3
MC1R*4
MC1R*6
MC1R*7

MC1R*1
MC1R*2
MC1R*3
MC1R*4
MC1R*6
MC1R*7

MC1R*1
MC1R*2
MC1R*3
MC1R*4
MC1R*6
MC1R*7

RPRRRPRP

60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
115
115

176
176
176
176
173
174

236
236
236
236
233
234

MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVEN
MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVEN
MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVEN
MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVEN
MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPHASGWPPTRPTRRAPSAWRCPFPTGSSSAWGWASWRT
MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRASGWPPTRPTRRAPSAWRCPFPTGSSSAWGWASWRT

VLVVAATAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNVLETAVILL LEAGALAAQAAVVQQL
VLVVAATAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNMLETAVEPLLEAGALAAQAAVVQQL
VLVVAATAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNVLETAVILL LEAGALAAQAAVVQQL
VLVVAATAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNVLETAVILL LEAGALAAQAAVVQQL
CWWWPPSPRTATCTRPCTTSSAAWPCRTCW-A---ATCWRRPCCCCWRRAPWPPRPPWC
CWWWPPSPRTATCTRPCTTSSAAWPCRTCW-A---ATCWRRPCCCCWRRAPWPPRPPWC

DNVNMDVL ICGSMVSSLCFLGATAVDRYVSIFYALRYHSIVTLP---
DNVNMDVL ICGSMVSSLCFLGATAVDRYVSIFYALRYHSIVTLP---
DNVNNVL ICGSMVSSLCFLGAIAVDRYVSIFYALRYHSIVTLP---RAGRATAATWAGS
DNVND)VL ICGSMVSSLCFLGAIAVDRYVSIFYALRYHSIVTLP---RVERATAATWAGS
SSWTMS-TCSSAAPWCPASASWAPSPWTATCPSSTRCATTASRCPARGGPSRPSGRAAC
SSWTMSWTCSSAAPWCPASASWAPSPWTATCPSSTRCATTASRCPARGGPSRPSGRAAC

RAGRATAATWAGS
RAGRATAATWAGS

VLSSTLFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTR
VLSSTLFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTR
VLSSTLFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTR
VLSSTLFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTR
SPAPSSSPTTTTRPSCWASSASSWPCWRSWRYCTSTCWPGPASTAGTSPGSTRRSTPPAR
SPAPSSSPTTTTRPSCWASSASSWPCWRSWRYCTSTCWPGPASTAGTSPGSTRRSTPPAR

QGCGLKGAATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
QGCGLKGAATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
QGCGLKGAATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
QGCGLKGTATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
AAASR PSPSCWASSSSAGHPSSCTSPSSSSAPSTPPAAASSRTSTSFWPSSSATPS
AAASRARPPSPSCWASSSSAGHPSSCTSPSSSSAPSTPPAAASSRTSTSFWPSSSATPS

Cambios aminoacidicos

211




ANEJO 2. MC1R

Prediccion de las estructuras secundarias para las proteinas codificadas por los haplotipos del

gen MCIR detectados

Conf: Confidence (O=low, 9=high)
Pred: Predicted secondary structure (l=helix, E=strand, I=coi|)

AA: Target sequence == Cambios aminoacidicos

Proteina MC1R*1

Conf: 977776433567788877653015788644578873113678889999999999998888

Pred: ccccocceocceeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeece i NNNNNNNNNRNNRRHH

AA: MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVENV
10 20 30 40 50 60

Conf: 878775037887843689999999999999999999999998626953613512446789

Pred: HHHHHHHC CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC CCEECCCCHHHHHHH

AA: LVVAAIAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNVLETAVLLLLEAGALAAQAAVVQQLD
70 80 90 100 110 120

Conf: 888899998878899999999764447552253224100663412100137878765333

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCC CCCCCEECHHHHHHHC CHHHHHHHHHHH

AA: NVMDVLICGSMVSSLCFLGATAVDRYVSIFYALRYHSIVTLPRAGRATAAIWAGSVLSST
130 140 150 160 170 180

Conf: 421003542278741144436688899988999999999962443344334650010000

Pred:  [iliEE BN ECE £-- HNNNRNRHARAHARRHERRRNEH C  CCCCCCcCoCHRCC

AA: LFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTRQGCGL
190 200 210 220 230 240

Conf: 1356789999999986215788776531148897720201121220003301149

Prod: iSRSNI o CCCoccoRNNNRRNNEE=CEEECeC

AA: KGAATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
250 260 270 280 290
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Proteina MC1R*2

Conf: 988775000266777766542026877656788863025678889999999999998888

Pred: ccccoccliccccecceeceeecceecceecceecee i NNNNNNNNNNRRRRHHN

AA: MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVENV

10 20 30 / 40 / 50 60

Conf: 888875147887834689999999999999976445666764406861063047899999

Pred: HHHHHHHC CCCCCCHHRHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHRH

AA: LVVAAIAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNMLETAVLPLLEAGALAAQAAVVQQLD
70 80 90 100 110 120

Conf: 999999999999899999999664536442253013321763513201227877777678

*roet: - AAHHFHAHHHFAAHFHAFHAFFCARAFFCCCo oo o HARRAR G CHAFHARHRAR

AA: NVMDVLICGSMVSSLCFLGAIAVDRYVSIFYALRYHSIVTLPRAGRATAAIWAGSVLSST
130 140 150 160 170 180

Conf: 888642146411000122201378889877799999999874321042224663223320

Pred: [EEEECCCCC: - -cMNNNHRNRNANANARRRRRREHE C CCCCCCCCCCCoC

AA: LFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTRQGCGL
190 200 210 220 230 240

ConfT: 2246678999999875013787666520017987763124563130235544059

prod:  EEEEREERRRRRRRSRRRS C o CCccccoRNNNRNNE 1 CC

AA: KGAATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
250 260 270 280 290

213



ANEJO 2. MC1R

Proteina MC1R*3

Conf: 978774100012247877411314777532457762013568889999999999988888

Pred: cecccecccecccecccccclicceccecceeceee i NNNNNNNNNNRNNRRHN

AA: MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVENV
10 20 30 40 50 60

Conf: 878875137887843689999999999999999999999998617842501204678889

vl HFHAHFHCCCCCCCHARHHAHHHHHHHHAHFHAHFHAHHHAHAHCCCEECCCHAHHHAFR

AA: LVVAAIAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNVLETAVLLLLEAGALAAQAAVVQQLD
/ 70 80 90 100 110 120

Conf: 888777788888899999999764446552253123100641221212247888887678

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCC CCCCCCCCHHHEEEECCHHHHHHHHHHH

AA: NVMNVLICGSMVSSLCFLGATAVDRYVSIFYALRYHSIVTLPRAGRATAAIWAGSVLSST
130 140 150 160 170 180

Conf: 888632788514430323215688999988899999999985010113320441220000

erod: - ERERECCCCCEEEe CRHNAHARHARHAHRRHAHHR  C HRHAHRHH - C HHHHE R

AA: LFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTRQGCGL
190 200 210 220 230 240

Conf: 0356789999999975004776555311148897742121000014345512149

Pred:  NSSAARHRRRHARRRHERARE C CCCCCCCCEEECCCEEEEEEEEECCT

AA: KGAATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
250 260 270 280 290
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Proteina MC1R*4

Conf: 978886332466678876542105787533478873025788899999999999998888

Pred: ccccocceoeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee NN NNNNNNRNNNRH

AA: MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPRLGLAANQTNQTGPQCLEVSIPDGLFLSLGLVSLVENV
10 20 30 40 50 60

Conf: 877763037887834789999999999999999999999998627944624303557789

pred:  [EEERECCCCCCocNNHHHRRAHRRAHAHHRHHRHARH == CCCCHRNRN

AA: LVVAAIAKNRNLHSPMYYFVCCLAVSDLLVSVSNVLETAVLLLLEAGALAAQAAVVQQLD
70 80 90 100 110 120

Conf: 888666677678889999999763536553265113101777888987788888887677

Pred: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCHHHHHCC CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

AA: NVMDVLICGSMVSSLCFLGATAVDRYVSIFYALRYHSIVTLPRVGRATAAIWAGSVLSST
130 140 150 160 170 180

Conf: 676414667324678787778899999878999999999987323200014664222331

pred - SR CCCo /MR RS  CCCCCCCCCCC

AA: LFIAYYHHTAVLLGLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHGRHIARLHKTQHPTRQGCGL
190 200 210 220 230 240

ConfT: 1245677899999875003787665420127888875001111325778875059

Pred:  iENNEARSRRRRRRSSRERS C CC CCCCccCoRBEEEEEEEEEECC

AA: KGTATLTILLGVFLLCWAPFFLHLSLVVLCPQHPTCGCVFKNVNLFLALVICNSI
250 260 270 280 290
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Proteina MC1R*6

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
. RTCWRCPARGGPSRPSGRAACSPAPSSSPTTTTRPSCWASSASSWPCWRSWRYCTSTCWP

Conf:
Pred:
. GPASTAGTSPGSTRRSTPPARAAASRARPPSPSCWASSSSAGHPSSCTSPSSSSAPSTPP

Conf:
Pred:
: AAASSRTSTSFWPSSSATPS

988764203215778777788878776787788878886666788776678887887888

MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPPASGWPPTRPTRRAPSAWRCPFPTGSSSAWGWSAAWPC
10 20 30 40 50 60

776788887888767778887877787887788778778868888888877888876788

70 80 90 100 110 120

888887777788888788888877688786788688788788888787876776655566

130 140 150 160 170 180

65677888874688888889

190 200
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Proteina MC1R*7

Conf: 988764203215778777788878776787788878886666788776678887887888
Pred:
AA: MPVLGPERRLLASLSSAPPAAPPASGWPPTRPTRRAPSAWRCPFPTGSSSAWGWSAAWPC
10 20 30 40 50 60

Conf: 776788887888767778887877787887788778778868388888877888876788
Pred:
AA: RTCWRCPARGGPSRPSGRAACSPAPSSSPTTTTRPSCWASSASSWPCWRSWRYCTSTCWP
70 80 90 100 110 120

Conf: 8888877777888388788888877683786788688788788888787876776655566
Pred:
AA: GPASTAGTSPGSTRRSTPPARAAASRARPPSPSCWASSSSAGHPSSCTSPSSSSAPSTPP
130 140 150 160 170 180

Conf: 65677888874633388889
Pred:
AA: AAASSRTSTSFWPSSSATPS
190 200
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Secuencias de oligonucleétidos para el gen MCIR

MCIRFW1: 5" - CC66CT6TG6C6TGTCTGGA -3°
MCIRRWI: 5 -AC66CGGCTTTCTG6GCATCTTTA -3°
MCIRFW2: 5" -AG66GCTCAGGCAGGACTTTA -3’
MCIRRW?2: 5" - CGACACGGCCAGGCAGCAGACGAA- 3’
MCIRFW3: 5" -6C6C66CCACCCTCACCATC -3’
MCIRRW3: 5" -C6CTCCCCGCCGTCTCT -3°
MERL1: 5" -R6T6GCCT66AGGTGTCCAT-3"
EXT4: 5" - GTAGTAGGCGATGAAGAGCGTGC -3°
EPIGL: 5" - C66CCATCTGG6C666CAGCEGTEC - 3°
EPIG3: 5" - GGAAGGCGTAGATGAGGGGGTCCA -3°
MCIRA: 5" - CCAGCCAGGGCGAGTGTG -3°
MCIRB: 5’ - CT66666CCC6TCTGETTGGTCTG -3°
MCIRSSCPf: 5" -CAAAATGTCCGGACCTGA- 3°
MCIRSSCPR: 5" -6TACTC6GACTCGTCCT-3’
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ANEJO 3. AGOUTI

Secuencia parcial publicada, exén 1 del gen Agouti porcino (GenBank n°® acceso:AJ251836)

acaacggggtttgtggactttgcctgcgtgaggcagattctagggcagggataccaaataatacagtagagaacctccagtttctce

AGFW1 >
aaaagtagcaaacacagggtatccatacagaaacatgtgagcatgcttaagtggcatgtgcagccccgectccccctaccagggg

tttgctcacagctacaacatcttgacaacctatttaaaccaacttgcagtaactggcaacaaagtatcattttctgacaagctgagtca

ttgagtctctgcagactttggaagagggaatccttcactgaaacactggagaaccaggggatcccagagaggtatgtaataaattcc

AGABIFW
actcagatattgggatttgtttccttttcctctttctttctttctccccccgccccatcacattcaaagagcaaacaaattgtttccacctt

gtcaagcaaggtgagaagaacattcataacttccttcattcttgagtgggtctgcatcaaaggattgagagagctaatagcacctgg

AGRW1
gtaattaagggtggcatctaagttatctgagagcactttgtatacgtgatagaattatccgaataggtaaatggtgtttcagatacttca

gcaaaatccaattacaggtctccaagtccattct
651

e Ex6n 1, 92 pb
s Pareja de oligonucleétidos AGFW1-AGFW1, fragmento de 355 pb

memOmmmmm Pareja de oligonucleétidos AGABIFW-AGFW1, fragmento de 143 pb

Secuencia parcial publicada, exon 2 del gen Agouti porcino (GenBank n°® acceso: AJ251837)

901
agagaccagttgcaattgcaatgcattctttttctctttgettcaatcttcctgecttecttgtctttetcacttectetetecatetetectett

ctctcttettecttcatcagttccecttecctgtectaagecttgetggeccteccagttccactgggacactggcatatggaatggggte

AGFW?2
ggagcaccagcccaaaggaacacaaagaaagcaggagggcacatccatttgccaggacccctgacccacctgactgacttctct

gtctcactcaggcctcccaggatggatgtcactcgectectcttagetaccctactggtatgectgtgettettcactgectccageca
cctggcacctgaggaaaagtccaaagatgaaagaagtctaaggagcaactcctccatgaacctgttggatttcccttetgtctctatt
gtgggtaagcagcctggcectggggceccagcectctgggcetctggectatgagaaggggcetgcaggatgttaaacacactccctaag
ctgataccaggatccattaccaggatccattgcctaagtcagaactccttcatgttcattcctcaaaaccaccctggaggaataaagt

AGRW?2
gccccttaactegtttaatttgggagagecctgectgeccacccatctaatatacaacttagcatgttagaggctctgagaaaccctaa

agtcaagacacttgctgaatatggtttaacttgagcatttctgaaacttattgaatcacagaactctttt1677
e Exon 2, 170 pb

s Pareja de oligonucleétidos AGFW2-AGRW2, fragmento de 373 pb
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Secuencia parcial publicada, exon 3 del gen Agouti porcino (GenBank n® acceso: AJ251837)

2281
8ggattcaatcaggtatgccaaaactctgagaaatgagaactagaattataagaaatacaagtccatccatctacaagacactgagtc

ccttttccagggecttcttagatttccectttgetttccctcagaagactcttaactctcagtacctggecccaggtcaacagecagge
AGFW3
taacaaacatctgctggcctaagtcccaagatgtgz'a'tctatccagttaacctttcatcctctccccagccctggggcttcccggagcc

ccctetgetecteccacttcattgcagetcagggtectcagaaactgactttgetegttttgtctatctttgaagcactgaacaagaaat

ccaaaaagatcagcagaaaagaagcggagaagagatcttccaaggtaggcctgggagttctcattgtggggttgagactaggcetta

aaagggagaacccctcaaaccctagctaagaactaaaagatttttcctgcctacatcccaaagaaactgaaagctaccaaaaaact

AGRW3
tcctggectccagecctgaaccagaccccagaagctgagettcgctaggcaagatggcettatctgctaaaaagceatcttecctatact

agcttacactctacctaaaatttcaccatcactcttctttcggattaatgaatgtttcccaaacctcagtc
2964
e Ex6n 3, 59 pb

s Pareja de oligonucleétidos AGFW3-AGRW3, fragmento de 310 pb

Secuencia parcial publicada, exon 4 del gen Agout/ porcino (GenBank n° acceso: AJ251837)

gatagcctcctgatctgttgtgaaggtagaactaacagggattcggatacaccaaaaggggaagaaaaagagacggtagtttaaaa

ccgtggagctgagtgggatccecctactgagagaagagggccaaatcgaagccagttaaattttgatgaggatagaggcaggtggg
gcaaggaattcccaggcagaggtgaggaagagtggggacgggcggaggtggacggcettgggcagcecccggcegtttccccacag
aaaaaggcttcgatgaagaaggtggcacagccccggeccccgeggcctgeccectgecgtggccaaccgcgacagetgcaagcece
tccggegetegectgetgegaccegtgegecttectgeccagtgecgettettccgeagtgectgetectgecgegtgcetcaacccceac
ctgctgagegegectgectcceggtggetggegeggecagggecaggttccccagacctgggggacccetectggggegcettgatcte
cagtaggtgtggcttcctaggaacgggtgcgggtgtggctactgacgttggggcggagetttcaggaggaggggcttcaaggaga

AGFW4
ctgggcgtgggcetctgctaaattccaaatacacgcaggcetgctcgaaggtgtgtg

6234

s Exon 4, 177 pb

s Pareja de oligonucledtidos AGFW4-AGRW4, fragmento de 499 pb
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Alineamiento de las secuencias aminoacidicas del gen Agout/ sin la mutacion, Ag (6), y con

la mutacion, Ag (A)

Ag(G)
Ag(A)

Ag(G)
Ag(A)

Ag(G)
Ag(A)

1 MDVTRLLLATLLVCLCFFTASSHLAPEEKSKDERSLRSNSSMNLLDFPSVSIVALNKKSK
1 MDVTRLLLATLLVCLCFFTASSHLAPEEKSKDERSLRSNSSMNLLDFPSVSIVALNKKSK

61 KISRKEAEHRSSKKKASMKKVAQPRPPRPAPCVANRDSCKPPALACCDPCAFCQCRFFRS
61 KISRKEAKHRSSKKKASMKKVAQPRPPRPAPCVANRDSCKPPALACCDPCAFCQCRFFRS

121 ACSCRVLNPTC
121 ACSCRVLNPTC

—— Cambio aminoacidico
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Prediccion de las estructuras secundarias para las proteinas codificadas para los dos alelos del

gen Agouti detectados

Conf: Confidence (O=low, 9=high)
Pred: Predicted secondary structure a=helix, E=strand, I=coil)

AA: Target sequence . . -
== Cambios aminoacidicos

Proteina Agouti (6)

Conf: 967899999999999997244233543454201047871120233356763212475145

Pred:
AA: MDVTRLLLATLLVCLCFFTASSHLAPEEKSKDERSLRSNSSMNLLDFPSVSIVALNKKSK
10 20 30 40 50 60

Conf: 667998876532028889986346887774134444424788887766444100001012
Preo - S HEEEHCC o CCocMBMMMEHCCCCCCCCCCCCCCOEEEEECC
AA: KISRKEAEKRSSKKKASMKKVAQPRPPRPAPCVANRDSCKPPALACCDPCAFCQCRFFRS
70 80 90 100 110 120

Conf: 14456525889
Pred: EEEEEE
AA: ACSCRVLNPTC

130

Proteina Agouti(A)

Conf: 967899999999999997237766654565421356773313664467753212475135

Pred:
AA: MDVTRLLLATLLVCLCFFTASSHLAPEEKSKDERSLRSNSSMNLLDFPSVSIVALNKKSK
ig 20 30 40 50 60

Conf: 656888877779999999986235787775012222314888887766444101112022
Pred:  NHHSSSESRENSHHSSSHEEIE CCcccccc R CcCccCCCCCCCCCCEEEEEECC
AA: KISRKEAKKRSSKKKASMKKVAQPRPPRPAPCVANRDSCKPPALACCDPCAFCQCRFFRS
70 80 90 100 110 120

Conf: 14456425889
Pred: EEEEEE
AA: ACSCRVLNPTC
130
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Secuencias de oligonucleétidos para el gen Agouti

AGFW1: 57 - 6CCCCGCCTCCCCCTACC -3°
AGRW1: 5" -TCCTTTGATGCAGACCCACTC -3’
AGFW2: 5" -CAGCCCAAAGGAACACAAAGAAAG -3’
AGRW2: 5" -66CAATGGATCCTGGTAATGG -3°
AGFW3: 5" -66CCTAAGTCCCAAGATGTGAT -3°
AGRW3: 5" -TTGGGATGTAGGCAGGAAAAAT -3’
AGFW4: 5" -ACCAAAAGGGGAAGAAAAAGAGA -3’
AGABIFW: 5 -AATTTGTTTCCTTTTCCTC -3°
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ANEJO 4. PINK

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del ADNc del gen P publicadas en la especie
humana y raton y parejas de oligonucledtidos disefiados para la secuenciacion completa del
ADNCc en porcino

humano 1 - TCTGAGT--TCTTACTTCGAAGGCTGTGCTCCGCTCACCATCCAGAGCGG
ratoén 1 .. CTGAG. . .TCTTAC. .C.AgGG.TGTGCTCCa. -CAC.A. . .AGAGC. .
Exén IT
humano 49 AGG--TGCGGACCTTAAACT-CACTCCTGGAGAAAGATCTGCAAGTGCGCAGAGAGAAGA
raton 58 ..G..T..GGAC..TAgACT .CACT.CTGGAGAgAGATC.GCgAGT . . .CAGA_AGA. A

humano 106 CTGGCAGTGGAG-CATGCATCTGGAGGGCAGAGACGGCAGGCGGTACCCCGGCGCGCCGG
ratén 115 ...GCAa.GGgG.CATGCg.CTaGAGaaCAaAGACa.CAGGC.G..C.C.G.CG.GC.GG

humano 165 CGGTGGAGCTCCTGCAGACGTCCGTGCCCAG-CGGACTCGCTGAACTTGTGGCCGGCAAG
ratén 164 .aGTaGAGCT.C..CAGACaTC..TGC...G.CGG.C.C....AACTT...GCC..CAga

humano 224 CGCAGGCTTCCTCGGGGAGCCGGTGGAGCTGACCCCTCGCACTCC----TGCCCCAGGGG
ratén 208 C.CAGG....CT.G..GA.CCG..aaA.CTG...CC....ACT.C....TG..CCAGG.a

humano 280 GGC---TGCCGGGCAGAGCTCTTGGGCTCCTGCAGGCCAGGAGTTTGCTTCATTCCTCAC
raton 263 GaC...TGC....CA_A...CT.G.G...CTGC.GG..AG.AG..T.CT..gTTCCT.A.
Exén IIT
humano 337 AAAAGGGAGGTCTCACTCTTCTTTGCCCCAGATGTCCAGCTCCAGGTCTAAAGATTCCTG
raton 318 .A.A.aGAG.T-T.gCTC..--TT.C.C.-GA.G-..AGCTCCAG.T..AAAGA..pa}S
5n T
humano 397 CTTTACAGAAAACACTCCTTTGCTGAGGAATTCCTTACAGGAGAAAGGGTCACGGTGCAT
raton 372 .TTTA.gGAAGACACTCCT.TGCT..GGAATTC.T. . CAaaAGAAAaGGTCACAG. . CAT
P-5 RACE R
humano 457 ACCTGTTTACCATCCAGAGTTCATCACTGCTGAAGAGTCTTGGGAAGACAGCTCTGCTGA
raton 426 gCCTGTT.A.CA.CCAGAATTCAT.gCTaCTGAAGG.TC.TGGGAAaA.gGC. .TaCTG.

humano 517 CTGGGAGCGAAGATACCTGCTAAGCAGGGAGGTGTCTGGTCTGTCTGCATCTGCCTCCTC
raton 478 CTGGGAGCaAAaATgC.TGCTggG.AaaGAGGT. .CTGaT.TGTCTGCAT. .GCCTCCTC

humano 577 CGAGAAGGGAGACCTTCTGGACAGCCCGCACATCCGACTCCGTCTTTCCAAGCTGAGGCG
ratoéon 530 .GAGAAa.GgGA.CTT..aGgCAG....CA..T..GA..CCa..T.TCCAAGCT.gGG.G

Exén V PSF Exén VI
humano 637 CTGTGTGCAGTGGCTGAAAGTCATGGGCCTGTTTGCCTTTGTGGTGCTGTGTTCTATTTT
raton 584 CTGTGTGCYGTGG.TaAAgaTCA.aGGC.TCTTTG. .TT.GTGGTGCT.TG.TCTATTTT

humano 697 GTTCAGCCTATATCCGGATCAAGGAAAGCTCTGGCAGCTGTTGGCCTTATCACCGCTGGA

ratén 639 aTTCAGCCTGTATCCGGA.CAAGGAAAG.TCTGGCAGCTGTTGGC . . TgTCACCGCTGGA
Exén VII P7R

humano 757 GAACTACTCCGTGAACCTTAGCAGCCACGTGGACTCCACGCTGCTGCAGGTGGACCTGGC

ratéon 696 aAACTACTC.GTGAACCT.AG.gG.CACG.GGACTCCA.G.TaCT.CAG.TGGACCTGGC

humano 817 AGGGGCCCTAGTGGCCAGTGGGCCGAGTCGTCCTGGGAGGGAAGAGCACATCGTGGTGGA
raton 753 AGGGGCC.TAaTGGC.gG.GGaCCaAGT.GT.C.GGGAaaGAAGAaCA .gTCGTGGTGG.
P2 Exén VITI
humano 877 GCTGACCCAGGATGACGCTTTGGGCTCCAGGTGGCGGCGGCCACAGCAGG TCACTCACAA
ratén 805 G.TGACCCAGa. .GACGC. . .GGGC. .CAGa.GGCGGCGaCCACAGCAG. TCAC. . ACAA

humano 937 CTGGACGGTGTATTTAAATCCGAGGAGAAGCGAGCACTCAGTGATGAGCAGGACCTTTGA
raton 862 _TGGAC.GT...TTTAAATCCa. . .AGAAG.GAGCAC. .gGTGgTGAGCAGaACCTTTGA

Exdn IX
humano 997 GGTACTGACCAGAéZ%ACGGTGTCCATCAGCATCCGGGCCTCCCTGCAGCAGACCCAGGC

ratén 915 GaTA.TGA.CAGYGAGYC.GT.TCCATCAGCATCCaGGCCTC.CT.CAaCAGAC.C.G.C
P5R
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969

1116
1026

1176
1083

1236
1140

1296
1200

1356
1258

1416
1314

1476
1372

1536
1429

1596
1489

1656
1546

1716
1605

1776
1663

1836
1722

1896
1778

1956
1834

2016
1890

2076
1950

2136
2010

2196
2066

2256
2121

T-GTCCCTCTTTTGATGGCTCATCAGTACCTCCGCGGAAGTGTAGAAACCCAGGTGACCA
T.GT.CCTCTTTTG.TGGC.CATCAGT.CCT..G.G.AAG.GT.GAAgQC.CAaGTGgCCA
Exén X
TCGCGACGGCCATCCTCGCGGGCGTCTACGCGCTGATCATATTTGAGATCGTGCACAGAA
. .GCGg.GGC.ATCCT.GCaGG.-GT-TA.aC.CTGATCATATTTGAGAT .GT .CACAGAA

CTCTGGCGGCCATGCTGGGTTCCCTTGCAGCACTGGCAGCACTGGCTGTGATTGGCGATA
C.CTGGCaGCCATG.TGGG. .C.CTTGCAGCACTaGCAGC. .TGGCTGTGYTTGG. GATA

x6n XI R
GECCCAGCCTGACCCATGTGGTGGAGTGGATTGATTTTGAGACGCTGGCCCTGCTGTTTG
GACCCAGCCTGACCCA .GTGGTGGAGTGGATTGATTT . GAGAC . CTGGCCCTGCTGTTTG

P1F Exén XII P2R
GCATGATGATCTTAGTAGCCATATTTTCAGAAACGGGATTTTTCGATTATTGTGCTGTAA
GCATGATGATCTTAGTAGCCGTATTTTCAGAAACAGGATTTTT .GATTA. TGTGCTGTAA

Exén XIIT
AGGCATACCGGCTCTCCCGGGGACGGGTGTGGGCCATGATCATCATGCTCTGTCTCATCG
AGGCATA.CaaCT.TC.CGaGGA . GaGTGTGGGCCATGATC. TCATGCT . TGTCTCAT.G

CGGCCGTCCTCTCTGCCTTCTTGGACAACGTCACCACCATGCTCCTCTTCACGCCTGTGA
C.GCCaTCCT.TCTGCCTTCTTaGACAA.GTCAC.AC.ATGCTCCT.TT.AC.CCTGT.A

Exdn XIV P3F
CCATAAGGTTGTGTGAGGTGCTCAACCTTGATCCAAGACKAGTCCTGATTGCAGAAGTGA
CCATAAGGTTaTGTGAaGTGCTCAA.CTTGATCCgAGACAAGTCCT .ATTGCAGAAGTGA

TCTTCACAAACATTGGAGGAGCTGCCACTGCCATCGGGGACCCTCCAAATGTCATTATTG
TCTTCACAAACATTGGAGGAGCTGCCACTGC, AT . GGGGACCC . CCAAATGT .AT.ATTG

P1R Exén XV
TTTCCAACCAAGAGCTGAGGAAGATGGGCCTGGACTTTGCCGGATTCACTGCACACATGT
TTTCCAA.CAQGAG . TGAGaAAaATGGGCCTGGACTT .GC.GG. TTCAC.GCACACATGT

TCATTGGGATTTGCCTTGTTCTCCTGGTCTGCTTTCCGCTCCTCAGACTCCTTTACTGGA
TC.T.GGAaATTTGCCTTGTTCTCCTGGTCT.CTTTCC.CTCCTCAGACT.CT.TACTGGA
Exén XVI
ACAGAAAGCTTTATAACAAGGAACCCAGTGAGATTGTTGAACTGAAGCACGAGATTCACG
ACAaAAAGCTTTATAACAAGGAQCC . AGTGAGAT .GT .GAACTGAAGCA .GAGATTCA .G

TCTGGCGCCTGACTGCTCAGCGCATCAGCCCGGCCAGCCGCGCAGGAGACAGCTGTGCGEC
TCTGGCG. . TGACTGC . CAGCGCATCAG . CCaGCCAGCCG . GAGGAGACAGCTGTGCG. -

GCCTGCTGCTGGGGAAGGTGCTGGCACTGGAGCACCTGCTCGCCCGGAGGCTGCACACCT
GC.TGCTGCTGGaGAAaGTGCT .GC.CTGGAGCA.CTGCT.GC.CaaAGG.TGCACAC.T

3

Exon XVIT ____PaF
TCCACAGACAGATCTCACAGGAGGACAAAAATTGGGAGACCAATATCCAAGAACTCCAAA

TCCACAGQCAQAT . TCACAGGAaGACAAAAATTGGGAGACCAATAT . CAAGAQCT . CAAA
— Exon XVIIT
AAAAGCATAGGATATCTGACGGGATTCTGCTCGCCAAATGCCTGACAGTGTTGGGATTTG
gAAAGCA _AGGAT.TC.GACaGGA.TCTGCT.G.CAAgTGCCTGACYGTG.TGGGATTTG
P3R Exdn XX
TTATCTTCATGTTTTTCCTCAATTCGTTTGTCCCTGGCATTCATCTTGATCTTGGATGGA
T.ATCT.CATGTT.TT.CTCAA.TC.TTTGTCCCTGGCATTCATCTTGATCTTGGATGGA

TTGCTATTCTGGGTGCCATCTGGTTGCTAATTTTAGCTGATATTCATGATTTTGAGATAA
TTGCTATTCTGGGTGCCATSg?GTTGCTAATTTTAGCTGATATTCATGA.TTTGAGAT.A

TTCTACACAGAGTGGAATGGGCAACCCTTCTGTTTTTTGCAGCGCTCTTTGTTCTGATGG
TTCTACACAGAGTaGAgTGGGCgAC.CTTCT.TT.TTTGCAGCaCTCTTTGT . CTGATGG

Exdn XXT P4R
AGGCATTGGCACATCTCCACTTAATAGAATATGTTGGAGAACAAACTGCTTTGCTAATAA
AGCCATTGaCACATCT .CACTTAgTAGAQTATGTTGGAGAACAQGACTGC. . TaCTAATAA

Exdon XXII
AGATGGTCCCAGAGGAGCAGCGCCTCATAGCCGCCATTGTCCTGGTGGTGTGGGTCTCAG
AGATGGT . CCAGAaGA .CAGCGC.T.g-AGC.GCCATTGTCCTGaTaGTGTGGGTCTCAG
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Exdn XXIIT
humano 2316 CCCTGGCGTCGTCCCTGATTGACAACATCCCGTTCACTGCTACCATGATTC8CGTGCTCC
raton 2177 CC.TGGCaTCaTCC.TGATTGACAACATCCCaTT.ACTGCTAC.ATGATTCC.GTaCTCC

humano 2376 TGAACCTGAGCCACGACCCTGAGGTTGGCCTGCCCGCACCGCCGCTCATGTATGCCCTGG

ratén 2233 TGAACCTGAGCCA.GACCCTGAaaTTaG..TGCC.GCAC.GCC.CTCATGTATGCCCTGG
Exdn XXIV

humano 2436 CCTTCGGTGCTTGCCTGGGAGGCAACGGGACACTGATTGGCGCGTCGGCAAACGTCGTGT

ratén 2290 CC_TCGGT%pvggggTGGGAGG_AA.GGGACACT-AT-GG-GCaTC.aCﬁﬁﬁiGT-GT-T

humano 2496 GTGCAGGGATTGCAGAACAGCATGGATATGGGTTCTCCTTCATGGAATTTTTCAGGCTGG

ratéon 2348 GTGCAGGAAT.GCAGAQ.AGCATGGYTATGGATTCTC. TTCATGGAATTTTTCAGG . TGG
—  Exén XXV

humano 2556 GCTTCCCAATGATGGTTGTGTCCTGCACTGTTGGGATGTGTTATCTCCTTGTGGCTCATG

ratén 2404 GCTTCCC.gTGATG.T.aTGTCCTGCAC.aTTGGGATGTG. TATCTCCT.aT.GCTCA.a

humano 2616 TGGTGGTGGGATGGAATTAATAGACATCCATCTATTGCTCGAAGACTAAAGGAAACTTCA
ratén 2459 T.GTGGTGGGATGGAATTAA.AG.CA.CCA.C.AT.a.T.G.AGAC.AAgaGAgACTT.A

humano 2676 TCCATCACAACCCATTAGTCATAAAACT-ACCCTGACCCCACTGTTTGAAGAAGAAAAGG
ratén 2515 TC.A.CA..A.C.AT.AG.CAT.Ag..T.A.C.T.A.C...C.G..T.AgG.gGAAg.- - -

humano 2735 TGCTTACCCTGGAGATGCTACAGAGACACAGTGGAATAG---ACCTTGACA-----—- CT
ratén 2564 _GCTT.CCC...AG...CT.CgaAGA.g.Aa.GGA. . AG...ACC.TGA.A. ... ... C.

humano 2785 AACACTCTAA-TTCAAGCGAATGTTGGAACACCATGACCTCCTCTGTGTGTCCTTTCTCC
ratén 2618 A.CA.TCT...TTCAgG.GQATG.TGGUA.AC.A. .. ... C.TCT.. oo T.CTCC

humano 2844 CCAAGGACAAAATGTAGAAAGATGTGAGATAACTTACTCAAGATTCCCCTCCAGAAAAAT
ratén 2659 C.g.aGACAAAA.GTgGgAAaA. ... .. A_AA_T.A._CAAGATTCCC. . ..gaAAAAAT

humano 2904 ACGTATGT-TTAAAAACCCTTCCTGCTATAC---ATAGGAAAAGACACACATCCACCTAA
ratén 2705 ACaTATaT.TTgAAAA...TTC.TG..AT.C...ATAaGAAA.Gg.gCA.ATCCACC.AA

humano 2960 A-ATTGACTGTACTGTTTAACTGTCAATTCTCCTGAGGCTAAACACAGTTTGTTTTTCTT
ratén 2759 A_A.T...TGT.C..TTTAg..GTCAATTCT....AaG.TA.AC. .AGTT..TT.T...T

humano 3019 GTAATCACTTTTCATGTTAAAATAATCAGCATTCAAATTGTATGCTTTCTGAATATAGAC

ratén 2806 GTAATCAC..T.CATGT.gAAATA....GCATTCAg.TTaTATa..... T.AATAT.G.C
humano 3079 TTT--CTGGGAAAAGGTTTACTGCTCGTAAGGAAACATTTTATGTATT-———-- AAAATAA
ratén 2857 TTT..CTGGGAAQAGa...A..a.T..TAAGaAAA _ATTTTQTGTATT..... AAAATAA

humano 3132 ACTGT-—-—-————-
ratén 2912 A TGT..........

= Pareja de oligonucleétidos P1F-P1R, fragmento de 273 pb
= Pareja de oligonucledtidos P2F-P2R, fragmento de 375 pb
— Pareja de oligonucleotidos P3F-P3R, fragmento de 564 pb
= Pareja de oligonucleétidos P4F-P4R, fragmento de 300 pb
= Pareja de oligonucleétidos P5F-P5R, fragmento de 379 pb
— Pareja de oligonucleétidos P6F-P6R, fragmento de 416 pb
— Pareja de oligonucleétidos P7F-P7R, fragmento de 305 pb
— Oligonucledtido P-5°RACE R, fragmento de 540 pb

= Oligonucledtido P-3"RACE F, fragmento de 700pb
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Secuencia nucleotidica del ADNc del gen Pporcino, indicando por la diferencia de color los

limites de los exones

1
TAAGCAGGTGGGATTCANGGCAGAGTACGCGGENTCCCTTAGGGGACAGCCTCCTCATCATTCAGAGCTCTCACCTTGGACC
AGTAACTCACTCTTGEAAGAGGATCAAGTCTTAAGTGAGAAGAGTEGCAACAGAAAATEICGTCTAGAGAACAGAGAAGG
CAGGCCGACCTCTEECETECTEEAGATEEAGCTCCCTCAGGCETCTECCCCCAGCCETECTEECCTAGGAAGTCTEEG6CTEE
T6GGACTCEACAGCAGCAACCACAQATCACAGCAGGEAGGCAGCAAGGCAGGCTCCCEEGGCCCCTACCTCAGTGGGGCTEET
GEGCAGAGCTGCTEEGTTCCTATEGACCAGGATTTTEGCCCATTCCTCACGGAGCGGAGETCTCACTETCCTTTCCCCAAGCA
TTTCAGCTCCAGGTCCAAAGACCCCTGCTTTACGGAAAACACTCCTTTGCTTGGAAGTTTCTCCCAAGAGGAAGGGTCACGE
TGCATACCTGTTTRCCHTCCAGAGTTCATCACTGCTGATGAACCTTGGEAGAACAGCTCAGCTGAGTEGGAGEEAGEAGCCC
TGCTGAGCACAGAGTTGGCAGTTTCTTCTGGATCTGCCTECACAGAGAAGGGGGAGCTTCTGGACAGCGCTCACATCAGGTG
CCATCTTTCCAAGCTAAGGTGCTETETGCAATGGCTGAAAGTCTCAGGCTTGTTTGTCTTTETG6TGCTEGTGCTCTATTTTA
TTTAGCCTETATCCAGATCAAGGAAAGTTCTGECAGTTETTEECTETETCACEEE TE6AAAGCTATTCTETGAACCTCAGE
AGCCATGCAGACTCCATGCTGCTCCAGGTGGACCTEGCAGGGGCCCTEETGECCAGCGETCCAAGTCATCTCGGGAAAGAAG
AGCATGTGGECC6TE6AGETGACCCAGGCTAACGCTCCAGGATCCAGGCGECEECE6GCCACAGCAGGTCACTCATAACTGGAC
GATATTTTTAAATCCAAGTGGAGGCGAGCACACGGTGATGAGCAGGACCTTTGAGGTTCTGAGCAGAGAGCCTGTTTCCAT
CAACATTCGAGCCTCCCTCCAGCAGACCCAGATTGTTCCTCTTTTGATGGCTCATCAGTACCTCC6TGCAAGCATTGAAGCAC
AAGTGACCATTGCTGCG6TCATCCTTECTEEGGTCTATETECTGATTATATTToAGATCh TocaTAGAACACTEGCEECTA
TETTGEETTCCCTTECAGCATTAGCAGCACTGECTEGTGATTGETGACAGACCTACCCTGACCCAGGTGETGGAGTGGATTGA
TTTTGAGACGCTGGCCCTECTETTTEE6CATCATCATCTTAGTAGCCATATTTTCAGAAACTGGATTTTTTGATTACTETGE
TGTAAAGGCATACCAACTGTCCCGGEGAAGAGTGTGEGCCATGATCATCATGCTGTGTCTCATTGCTGCTGTCCTTTCTGCC
TTCCTGGACAACGTTACCACGGCACTGCICTICACTCCTETGACCATAAGATTGTGTCGAGGTGCTCAACCTCEGATCCAAGAC
AAGTCCTGATTGCAGAGGTGATCTTCACAAACATTGEAGGAGCTECCACTECCATTE666ACCCECCAAATETCATTATTG
TTTCCAACCAGGAATTGAGGAAGATCRGECTGEACTTCECTEECTTCACCGCCCACATGTTTGCTGGGATTTGCTTTGTTCT
CTTGTTCTCCTTTCCACTCCTCAGACTCCTTTACTGGAACAGAAAGCTTTATAACAAGGAACCCAGTGAGATTGTTGAACT
GAAGCACEAGATCCACGTCTEECECTTGACTECACAGCGCATCAGCCCAGCCAGCECEGAGGAGACAGCEETTCEAGGCCTEE
TCCTEEAAAAGGTGCTETCACTGEAGCECCTECTEECCCEAAGGCTGCACAGCTTCCACAGACAGATCTCCCAGGAAGATAA
AAATTGGGAGACCAATATCCAGGAGCTACAGAAAAAGCACAGGATATCAGACAGGACTCTGCTCACCAAATEECTGACTET
ACTGGGATTGETCATCTTCATETTCTTTCTCAATTCCTLIGTCCCTGETETICATCTTGATCTCCGETGEGATTGCTATTCTG
GGTGCCATCTGGCTGCTAATTTTAGCTGATATTCATGATTTTGAGATAATTCTACACCGAGTAGAATGGGCGACCCTTCTG
TTCTTT6CAGCACTCTTTATTCTGATG6AGGCATTGGCACATCTCCACTTAATAGAGTATGTCGGAGAGCAGACTGCTTTE
CTAATAAAGATGGTCCCAGAAGATCAGCGCCTAGCAGCTGCCATCATCGTAGTAGTCTG66TGTC66CCATTGCCTCGTCCT
TGATTGACAACATCCCATTCACTGCCACCATGATTCCTGTGCTCCTGAACTTAAGCAGAGATCCTGAGATCAGCCTGCCTEE
ACCACHG TCATETACGCCCTEECCCTCGECECCTECCTEEEAGETAACGGEACACTGATTGEAGCATCAGCCAATETTGTTT,
GTGCAGGAATTGCAGAGCAGCATGGATATGGATTCTCTTTCATGGAATTTTTCAGGCTGEECTTCCCAATEGATGETTETCT
CCTGTATGGTTGGGATGTGTTACCTCCTTGTTGCTCACGTCGTGATGGGATGGAATAGGTATACAGTGTGTGAAGAC
TGAAGGACACTTGAGCCATCACCACCATCAGTAGAAAACTACCCCAAGACATTCTTTGGAGAAGAAAAGGTGCTTATTATG

....................

CAAGATTCTAAAATAGGAAAATATGTATATTTCAAAATACATCTTGCTATATACTCTGTAGGAAAAGACACAAATGTAA
TAATCCATTCCAAATGGTTTGTTTTGTTTAAATGTCACTTCTCCTGAGGCTEGTCAATAGTTTTTCTTCATGTAATCACTCT
TTATGTTAAAAAATGAGTATTCATATTGTATGCCCTCTGAATACATACTCTTCTTGEAAAAGGCATACAGTTGEGTAAGGA
AACATTATATATATTAAAAAATGTATTGTCCCTTGACCAAAGATCTTAGAATTTGTTAGTTTCTTAGATTTTTTTAGTAG
TTTACATTATATAAAATTGCATTCTATCCACTTGTGTTTTTCTCTGGCATTTTTAAGTCATTAAAAGTCCAAGAAATTTG
ATNTGC

3267

[ Posiciones polimérficas Codon de inicio y fin de la transcripcion

== Pareja de oligonucledtidos Pex4F-Pex4R, fragmento de 147 pb

== Pareja de oligonucleétidos Pex9F-Pex10R, fragmento de 2306 pb
== Pareja de oligonucleétidos Pex13F-Pex13R, fragmento de 100 pb
== Pareja de oligonucleétidos Pex16F-Pex16R, fragmento de 106 pb
== Pareja de oligonucleétidos Pex18F-Pex18R, fragmento de 102 pb

== Pareja de oligonucleétidos Pex23F-Pex23R, fragmento de 75 pb
== Oligonucleétido P5°RACE F . Oligonucleétido P3°RACE F ,, Oligonucleétido P3°RACE_2F
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Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la proteina P humana y porcinas (conteniendo los

SNPs detectados)
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MHLEGRDGRRYPGAPAVELLQTSVPS——----- GLAELVAGKRRLPRGAGGADPSHSCPR
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGL GSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS

GAAGQSSWAPAGQEFASFLTKGRSHSSLPQMSSSRSKDSCFTENTPLLRNSLQEKGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI

PVYHREF I TAEESWEDSSADWERRYLLSREVSGLSASASSEKGDLLDSPHIRLRLSKLRR
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYCPEF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYHIPEF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
PVYRREF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC

CVQWLKVMGLFAFVVLCSILFSLYPDQGKLWQLLALSPLENYSVNLSSHVDSTLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA

GALVASGPSRPGREEHIVVELTQDDALGSRWRRPQQVTHNWTVYLNPRRSEHSVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
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Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Humano
jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
Jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
Jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

294
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301
301

354
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361

414
421
421
421
421
421
421
421
421
421
421
421

474
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481

534
541
541
541
541
541
541
541
541
541
541
541

VLTRETVSISIRASLQQTQAVPLLMAHQYLRGSVETQVTIATAILAGVYALIIFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLINTFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLINTFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLINTFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLINTFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLINTFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLINTFEIVHRT
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT

LAAMLGSLAALAALAVIGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK

AYRLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTMLLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCL IAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCL IAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCL IAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCL IAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCL IAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
AYQLSRGRVWAMI IMLCL IAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI

DFAGFTAHMFIGICLVLLVCFPLLRLLYWN
DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN

FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRKNG
G
G
G
G
G

FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRKNGLYDFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
D
G
G
G
G

FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK
FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK
FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK

FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
FTNIGGAATAIGDPPNVI1VSNQELRK DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
FTNIGGAATAIGDPPNVI1VSNQELRK DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
FTNIGGAATAIGDPPNV I IVSNQELRK DFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN

ETAVRRLLLGKVLALEHLLARRLHTF
ETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
ETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
ETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
ETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
ETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
ETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF

RKLYNKEPSEIVELKHE ITHVWRLTAQRISPA
RKLYNKEPSE IVELKHE THVWRLTAQRISPA
RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPA
RKLYNKEPSE IVELKHE IHVWRLTAQRISPA
RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPA
RKLYNKEPSEIVELKHE THVWRLTAQRISPA
RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPA
RKLYNKEPSE IVELKHE THVWRLTAQRISPABREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
RKLYNKEPSE IVELKHE THVWRLTAQR I SPA ETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
RKLYNKEPSE IVELKHE IHVWRLTAQR I SPABPEETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
RKLYNKEPSE IVELKHE THVWRLTAQRISPABREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
RKLYNKEPSEIVELKHEITHVWRLTAQRISPABREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
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Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink
Pink

Humano
jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
jabalft
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

Humano
Jabali
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo
cerdo

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

SNP272
SNP510
SNP511
SNP794
SNP1208
SNP1666
SNP1808
SNP1858
SNP2040
SNP2462

594
601
601
601
601
601
601
601
601
601
601
601

654
661
661
661
661
661
661
661
661
661
661
661

714
721
721
721
721
721
721
721
721
721
721
721

774
781
781
781
781
781
781
781
781
781
781
781

834
841
841
841
841
841
841
841
841
841
841
841

HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDGILLAKCLTVLGFVIFMFFLNSFVPGIHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQ I SQEDKNWETN 1QELQKKHR ISDRTLLTKEVTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKELTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI

AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK

MVPEEQRLIAATVLVVWVSALASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSHDPEVGLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAI IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPE ISLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAT IVVVWVSAITASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAI IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPE ISLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAT IVVVWVSAITASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAI IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPE I SLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAT IVVVWVSAITASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAI IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPE I SLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAT IVVVWVSAITASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAI IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPE I SLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAT IVVWVWVSAITASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
MVPEDQRLAAAI IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPE ISLPAPPLMYALA

FGACLGGNGTLI1GASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCTVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL 1GASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL 1GASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
LGACLGGNGTL 1GASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL 1GASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCYLLVAHV
LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV

VVGWN = Diferencias humano-cerdo
VMGWN
VMGWN
VMGWN
VMGWN = Polimorfismos en cerdo
VMGWN
VMGWN
VMGWN
VMGWN
VMGWN
VMGWN
VMGWN

= Aminodcidos extra en cerdo,
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ANEJO 4. PINK

Prediccién de las estructuras secundarias para las proteinas codificadas por los haplotipos del gen

Conf:
Pred:
AA:

Pink detectados que provocan cambio aminoacidico

Confidence (O=low, 9=high)

Predicted secondary structure (I=he|ix, E=strand, I=coi|)

Target sequence
== Cambios aminoacidicos

Proteina Pink silvestre

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
- GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI

Conf:
Pred: ceceecceccecciiceccec N NMREEEE
- PVYRPEFITADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC

Conf:
Pred:
: CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA

Conf:
Pred:
- GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT IFLNPSGGEHTVMSRTFE

Conf:
Pred: CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHH
- VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIITFEIVHRT

Conf:
Pred:
: LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK

Conf:
Pred:
- AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI

Conf:
Pred:
- FTNIGGAATAIGDPPNVI IVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN

Conf:
Pred:
- RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPASREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF

955677765478763000000257876665642124422466546777788787766665

EEECCCCCCCCCCCCOCEEEEE
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
10 20 30 40 50 60

446762105776403566533677676532123445665345676123443455225200
eEccecccillllicccceeccceccceccceeccceoce MMMMMMMICCCEE

70 80 90 100 110 120

000542230466545441245401011000011223443100000166200001588878
EEECCCEEECCCCCCCCORMMBCCEEEEE

130 140 150 160 170 180

999998888999999999998406888622566762557523442002444137999723

EEEEEEECCCCCEEEEECCCCCCEEEEEEER

190 200 210 220 230 240

413303688887410378999854688543457530455578987379851688622289
CEEECCCCCCOC0CEEEEEEEEEQCCCCCC0C0C0EEEEEEEEEEQECCCCEEEEEQEEE

250 260 270 280 290 300

982488538998312557774135431231365115899999999999999986203214

EEECCCOEEEEEEECCCCCCCEEEEEEEEE

310 320 330 340 350 360

899999999999999706898888987426814899999999999999845758999999

370 380 390 400 410 420

886407963788999999999999875217799999999999999748970366789999

430 440 450 460 470 480

987787763148888888873043001489888999875589999999999988876324

490 500 510 520 530 540

467887705888889998775421132389874135789999887877676651257766

550 560 570 580 590 600
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Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

544441688643305540565655565146789999999999999861010204684046

HRQISQEDKNWETN IQELQKKHRISDRTLLTKCLTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
610 620 630 640 650 660

789999998850788888997308840589999999999999735689999988877653

ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
670 680 690 700 710 720

047653148999999999999999886899999999999998742145754367889999

MVPEDQRLAAAT IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
730 740 750 760 770 780

998742010044017999999999853897367787520148999999999999999875

LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
790 800 810 820 830 840

ANEJO 4. PINK
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Proteina Pink SNP posicion 510

Conf: 955677765478763000000257876665642124422466546777788787766665
Prod: CCCOCCCCCCCCCCOCEEECCCOCCCCCCCCCCEEEEECCCOCCEOCCECCCECCCaeee
AA: MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
10 20 30 40 50 60

Conf: 446762105776403566533677676532123445665345676123443455226220
Pred: coccccEECCCeoclliccocceceecceeceececcecceec M MMiCCCEE
AA: GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
70 80 90 100 110 120

Conf: 110642020466545441245402011000011223443100000166200001588878

Pred: EEGCCCEEECCCCCCCCORMMNCCEEEEE
AA: PVYCPEFITADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
130 140 150 160 170 180

Conf: 999998888999999999998406888622566762557523442002444137999723
red: SNSRI CCCOC00 == € £ SO000E £ FEO00C00EEEEEEED
AA: CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
190 200 210 220 230 240

Conf: 413303688887410378999854688543457530455578987379851688622289
Pred: BEEECCCCCCCCCCEEEEEEEEEQCCCCOCCCCOCEEEEEEEEEECBECEEEEEEEQEEE
AA: GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE
250 260 270 280 290 300

Conf: 982488538998312557774135431231364116899999999999999876124303
Prod: EEECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEEEECCCCNNNMNMNMNNNRHANARCCCHl
AA: VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT
310 320 330 340 350 360

Conf: 899999999999999706998888987426814899999999999999845868999999
Pred:
AA: LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
370 380 390 400
410 420

Conf: 886407963788899999999999875217799999999999999748970366789999

Pred:
AA: AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
430 440 450 460 470 480

Conf: 987787763148888888873043001489888999875589999999999988876324

Pred:
AA: FTNIGGAATAIGDPPNVI IVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
490 500 510 520 530 540

Conf: 467887705888889998775421132389874135789999887877676641257766
pred: cccocce i NNMMRMRRRAHCC o CC AN HNRNRRAHRHRHAHAHC CCCCC
AA: RKLYNKEPSEIVELKHEIHVWRLTAQRISPASREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF

550 560 570 580 590 600

ANEJO 4. PINK
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Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

544441688643305540565655565146789999999999999861010204684046

HRQISQEDKNWETN IQELQKKHRISDRTLLTKCLTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
610 620 630 640 650 660

789999998850788888997308840589999999999999735689999988877653

ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
670 680 690 700 710 720

047653148999999999999999886899999999999998742145754367889999

MVPEDQRLAAAT IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
730 740 750 760 770 780

998742010044017999999999853897367787520148999999999999999875

LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
790 800 810 820 830 840

ANEJO 4. PINK
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Proteina Pink SNP posicion 511

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

955677765478763000000257876665642124422466546777788787766665

EEECCCCCCOCCCCCCCEEEEE
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
10 20 30 40 50 60

446762105776403566533677676532123445665345676124443455225110
FECcccecillicceecceeccceeeceeeeceecec MiCCCEE
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
70 80 90 100 110 120

000522;30466545441245401011000011223443211113366125678899999

EEECCCEEECCCCCCOCCHMMICCEEEEE
PVYHPEF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
130 140 150 160 170 180

999999887788999877654020562031124200788722465346875127999831

EECCCCHMMMCCCCCCOEEEECCCCOOCEEEEEEEC
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
190 200 210 220 230 240

033304688887204788999843688765335554023157753378630477425089
CEEECCCCCC0C0E EEEEEEEEECCCCCCCCC0COCEEEEEEEEEQECCCCEEEECOEEE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE

250 260 270 280 290 300

974277168987100113574045301120576306899999999999999986124314

EEEQCCCEEEEEECCCCCCEECEEEEEEEE
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVT IAAVILAGVYVL I IFEIVHRT
310 320 330 340 350 360

899999999999999806898888887426805899999999999999845858999999
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
370 380 390 400 410 420
887507962678889999999999875217799999999999999738961477889999
AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
430 440 450 460 470 480

987777763148888888873043001489888999875589999999999988876324

FTNIGGAATAIGDPPNVI IVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFAG ICFVLLFSFPLLRLLYWN
490 500 510 520 530 540

467887705888889998775421132389874135789999887877676641257766

RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPASREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
550 560 570 580 590 600

ANEJO 4. PINK
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Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

544441688643205540565655565146789999999999999862001213674057

HRQISQEDKNWETN IQELQKKHRISDRTLLTKCLTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
610 620 630 640 650 660

889999998850788888997318840579999999999999735689999988877653

ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
670 680 690 700 710 720

047653148999999999999999886899999999999998742145764367889999

MVPEDQRLAAAT IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
730 740 750 760 770 780

998742010044017999999999853897367787520148999999999999999875

LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
790 800 810 820 830 840

ANEJO 4. PINK
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Proteina Pink SNP posicion 1666

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

955677765478763000000257876665642124422466546777788787766665

EEECCCOCCCOCCCOOCEEEEECCCCCCOCCEOCCCE0CCeace
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
10 20 30 40 50 60

346762105776403566533677676532123445665345676123443455225200
EEcccoccficcocceecccecceeccecceeecceMMMMMCCCEE
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
70 80 90 100 110 120

000542230466545441245402011000011223443211113366125678899999
EEECCCEEECCCCCCCeoHMCCEEEEECCeCceeceecceeceec NN MMNNRR
PVYRPEFITADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC

130 140 150 160 170 180

999999887788999877654020562031124200788722465346875127999831
EECCCOMMMMCCCCCCCEEEECCCCCOCEEEEEEEC
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
190 200 210 220 230 240

033304688887204788999843688765335554023157753378630477425089
CEEECCCCCCCECE EEEEEEEEEEECECCCCCECCOEEEEEEEEECOECECEEEECECEE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE

250 260 270 280 290 300

974277168987200224771256654320575314789999999999998874023214
EEECCCCEEEEEECCCCCCCOEEEEEEEECCCCCC HNNNNMNMHMMAHAHHCCCCHl
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT

310 320 330 340 350 360

899999999999999716998888997536814899999999999999845878999999
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
370 380 390 400 410 420

987507961677889999999999885316789999999999999638961477789999

AYQLSRGRVWAMI IMLCL ITAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
430 440 450 460 470 480

/

976676763147654633220364132463046778887899999999999999998630

EEE
FTNIGGAATAIGDPPNV I 1VSNQELRKMDLDFAGFTAHMFAG I CFVLLFSFPLLRLLYWN
490 500 510 520 530 540

135788840788889998765410032389874135789999887876666641257876

RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPASREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
550 560 570 580 590 600

ANEJO 4. PINK
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Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

545542688643315540566655576324568999999999999862113313674057

HRQISQEDKNWETN IQELQKKHRISDRTLLTKCLTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
610 620 630 640 650 660

889999999850788788997318850479999999999999735579999988776541

ATLGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
670 680 690 700 710 720

137664248999999999999998876799999999999998742145754367889999

MVPEDQRLAAAT IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
730 740 750 760 770 780

998754110044027999999999843894035776420168999999999999999865

LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
790 800 810 820 830 840

ANEJO 4. PINK
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Proteina Pink SNP posicion 1858

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

955677765478763000000257876665642124422466546777788787766665

EEECCCCCCOCCCOCCCEEEEECCCCCCCCCCOCCCaCCCeeee
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
10 20 30 40 50 60

446762105776403566533677676532123445665345676124443455225200
FECcccecillicccccceeccceeecceeeceecec Ml CCEE
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
70 80 90 100 110 120

000542230466545441245402011000011223443100000166200001588878

EEECCCEEECCCCCCOCCHMMCCEEEEE
PVYRPEF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
130 140 150 160 170 180

999998888999999999998406888622566762557523442002444137999723
EEEEEEEQOU00EEEEED000R0EEEEEEED
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
190 200 210 220 230 240

413303688887410378999854688543457530455578987379851688722289
CEEECCCCCCCE0CEEEEEEEEECECCCCCCCE0CEEEEEEEEEECOECEEEEEEEGEEE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE

250 260 270 280 290 300

982488538998312557774146531122476206899999999999999975123214

EEEQCCCEEEEEEECCCCCCEEEEEEEEEE

CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHH

VLSREPVS INIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRAS IEAQVT IAAV ILAGVYVL I IFEIVHRT
310 320 330 340 350 360
899999999999999706898888987426805899999999999999845758999999
LAAMLGSLAALAALAV IGDRPTLTQVVEW I DFETLALLFGMM ILVATFSETGFFDYCAVK
370 380 390 400 410 420
886407963788999999999999875217799999999999999738961477889999
AYQLSRGRVWAM I IMLCL IAAVLSAFLDNVTTALLFTPVT IRLCEVLNLDPRQVL IAEV
430 440 450 460 470 480
987777763148888878873143001479888999875589999999999999876324

FTNIGGAATAIGDPPNV I 1VSNQELRKMGLDFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
490 500 510 520 530 540

/

467887705777789988652420223688771577899999875776677765215775

RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPASPEETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
550 560 570 580 590 600

ANEJO 4. PINK
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Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

433452677520245431653436550378999999999999999850010015673046

HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKCLTVLGLVIFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
610 620 630 640 650 660

889999998840788888997318840579999999999999735678999998876652

AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
670 680 690 700 710 720

047753148999999999999998876899999999999998631235654357888999

MVPEDQRLAAAT IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
730 740 750 760 770 780

998632020055117999999999853896157787520058999999999999999875

LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
790 800 810 820 830 840

22469

VMGWN

ANEJO 4. PINK
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Proteina Pink SNP posicién 2040

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

955677765478763000000257876665642124422466546777788787766665

EEECCCCCCOCCCOCCCEEEEECCCCCCCCCCOCCCaCCCeeee
MRLENREGRPTSGVLEMELPQASAPSRAGLGSLGLVGLDSSNHRPQQGGSKAGSRGPYLS
10 20 30 40 50 60

446762105776403566533677676532123445665345676123443455225200
FECcccecillicccccceeccceeecceeeceececc MMMicCCEE
GAAGQSCWVPMDQDFGPFLTERRSHCPFPKHFSSRSKDPCFTENTPLLGSFSQEEGSRCI
70 80 90 100 110 120

000542230466545441245402011000011223443100000166200001588878

EEECCCEEECCCCCCOCCHMMCCEEEEE
PVYRPEF I TADEPWENSSAEWEGGALLSTELAVSSGSASTEKGELLDSAHIRCHLSKLRC
130 140 150 160 170 180

999998888999999999998406888622566762557523442002444137999723
EEEEEEEQOU00EEEEED000R0EEEEEEED
CVQWLKVSGLFVFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHADSMLLQVDLA
190 200 210 220 230 240

413303688887410378999854688543457530455578987379851688622289
CEEECCCCCCCE0CEEEEEEEEECECCCCCCCe0CEEEEEEEEEECOECEEEEEEEQEEE
GALVASGPSHLGKEEHVAVEVTQANAPGSRRRRPQQVTHNWT I FLNPSGGEHTVMSRTFE

250 260 270 280 290 300

982488538998312557774135431231365115899999999999999986203214

EEEQCCCEEEEEEECCCCCCEEEEEEEEEE

CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHH
VLSREPVSINIRASLQQTQIVPLLMAHQYLRASIEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRT
310 320 330 340 350 360
899999999999999706898888987426814899999999999999855758999999
LAAMLGSLAALAALAVIGDRPTLTQVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVK
370 380 390 400 410 420
886407963788999999999999875217799999999999999748971366789999
AYQLSRGRVWAMI IMLCLIAAVLSAFLDNVTTALLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVI
430 440 450 460 470 480
987787763148888888873043001489888999874489999999999999886224
FTNIGGAATAIGDPPNV I 1VSNQELRKMGLDFAGFTAHMFAGICFVLLFSFPLLRLLYWN
490 500 510 520 530 540
568888705887889988775530243289871356889999875777777653047876

RKLYNKEPSEIVELKHE IHVWRLTAQRISPASREETAVRGLLLEKVLSLERLLARRLHSF
550 560 570 580 590 600

ANEJO 4. PINK
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Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

544565887631025540530115675145679999999999999850232024584157

HRQISQEDKNWETNIQELQKKHRISDRTLLTKCVTVLGLV IFMFFLNSFVPGVHLDLGWI
610 620 630 640 650 660

899999998840788788997308840479999999999999735689999988876652

AILGAIWLLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFILMEALAHLHLIEYVGEQTALLIK
670 680 690 700 710 720

047653148999999999999999876799999999999998742145654367889999

MVPEDQRLAAAT IVVVWVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSRDPEISLPAPPLMYALA
730 740 750 760 770 780

997643010044027999999999853897367787520148999999999999999875

LGACLGGNGTL IGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCMVGMCY LLVAHV
790 800 810 820 830 840

22469

VMGWN

ANEJO 4. PINK
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ANEJO 4. PINK

Secuencia obtenida para el intén 9 del gen P, localizando los oligonucleétidos utilizados para la

secuenciacidn y deteccion de polimorfismos.

1
—————————————————
GTCATCCTTGCTGEGETCTATETEGCTGATTATATTTGAGGTACTTGCACGCCTGCTCTCCTGGETTTATCTGTGCCCACAA

GTAAGTATAGTATTTTAACATTCTAGGCACTAGGGATGEETTCTGGCTTGCTTCTTAATTAAATTGAAATACTCTTTCT

TTCCTAGAAAGTAACATTTCCCCCATTCCAGGTAGAAAATTGCTCTGTACTGGAATATTTTCTGAATCTTGGCAATTAAC
ATATCCAAGATGAGTTTTCCACTTECACAAAGTCTGACCCTGAGGEEACAGETGETEPATCTCTCTGAGTCTCAGGATCT
TCCTCTETGAGATGGGCACAGTCAAATATCCCCATCTACTTCATAGGATTGTGTGCATGTGATAAGGGCCTGGEGGACCT

TGG6GCTACATGTGEEAAAGATTGTTATTATCTCTTAATGTTTATCAACTCATTTAAGGAGGCTTTTCACAAATGATCTC

ATGTCCCATAAATTTAGTATTTCTTTTTTTATCAGCTAGATAGCAAAATTCTATGCCTTTGAGTTCAGTAATTATAGAA
TTTETTATCTTT66TGATGACACATTTCCTTAATTTTTCATGTTCCTTATAGTTTTGCATTGCTGCTTTCTTACTTTAAG
TTACAGACACCTCTTCCAGTCTTCACTAGTTETATTCAGGETG6CTCATACTGTTTGCTGETGCTCTTAAACCTGAGGCTTT
CTCTTAGCTCACCTGETATGEACACTCCTGCTGCATTCTTCTTGCTTCTTTTCATGGCAGGETTTGTAACCTTCTTGETTC
TTACAGCTCACGAGGCTGECTECTEEAAATCTCTCTTETETCTTCCAGGAGATEETECT ACAGCTCTAGTTCTCTCTTE6C
CATAGACCAGGCCTGTTTACTGECAGCACTGCATTTACTCTTGACCAGGGGTGCTCTCACCATCACACAGGGGGCACGTAC
AAAGGAGCTATTTTGCAATGAGAGGAAAGAGAAGGGTGTTAGGTGTGTCTGCAAGCCTTGGAGAGATCCTAGCGTGAGT

TTCTCCCAGAGETTTETGETCAGACTTCCTGCTCGAAGTGECCEAGTGCAGTCAGCAGGAAGTGTTCCTTCAATGCCCTTTGA
TGTTCTCATTTGACTCCTCCTGACCACCCTCCTTGTAGTCACGGAGGCCCTGCCTGAGTECACTGETECTGGGEGAGAGAA

GTGGGTTCTCCAGCTGTETCCTECACAACTGGGEAAGCCTAGAACTCACTGCTATCCTTCCCTATCCCATGCTCTCGTECTG
CCCTATGTCTGGETCAAAAGCCTAAGGCTCAAGGTGETTCCATCCTTCAAAATCTAGGTGGAACTAGCCATACCCCCTETG
CTTTGCTGE6TGCACTEE6TGCTGEAACTTGCAGTETGAAGCATCACCAGGCAGCAATGECCCTTCCTTTETAGTCTTTCT
GCCATGCAGGCCCTTGCCCTTCAGGCCTGTGATCGEAGGAGGAAACCCTGETGATCTCTGAGATGCCTTCAGTGTTATTCT
TTGATTGTCTTAGATAGTAGGTATCCGCTTCTGCTGAGATGGCCEACTAGTCTCCCCATTGTCTTGATGTTAACTAACTC

TTG6CTTCTGCTEEGETTECAGATCTTTATTAATATCTTATCAGATTTGGCCATGTCTTTTTGTGTAAATTCTCATGAGT
TTCCATTTAGACAGGCCAAATTTTTAAGCTCTGCTTCCATTTTGATTACTAGTTCCATCTTTAAGTCATTTTTTTTTCCT
CTCTCACTTTGCTAAGAGCATTCAGGTGETTTCCTCAATCCTTTGCTTAGAAACAGACCCAATATGGAGTCAGATTTGTT

GTTCCCTATTATGCTAATACCAGTACAAGCTTCTETGCCTTTTAAACCCCTETGGATTAGAATGCAATAATGTTAGTGERG
AGTCTGTTGGAGTTTGEAGCAGAGAAAGGTTTATTGCAGGGCCAGGCAAGGAGATGACTGGCTCATGCCCCTCAAATATC
CCTAACTCCCACAATCAGAATTGTAAAGCATTCTTAAAAGGCAAGGTGAGGGGAGGGCATGGTTGATTGETTGTTGCAAA
CTTCTTGGTGCAGAAATCCTTTGTTCTTGTAGCTGTCCACAGAGETCAGTTCACAATGTTCCCGTAAACCTCCAACAAGAT
ACATGTTATATTTCAGAGAGGAGCTAAAGCAGAGGATATGEGGGAAGGATATGCCCCAGGAAGGCCCATAGGGTCCTGCT
CAGTTACAGTAATTTTTCETGTTTCTTTCTAGATCGTTCATAGAACACTGECEECTATETTGEETTCCCTTGCAGCATTA

GCAGCACTG6CTGTGATTGGTGA 2242

En letra negra aparece representada la secuencia intrénica obtenida y las regiones exdnicas adyacentes

aparecen con color gris

Pex9F
N PZXIOR [] Posiciones polimérficas

= Pin9F
= Pex10RII
= Pin9R
= Pin9RII
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ANEJO 4. PINK

Disefio de oligonucleétidos para realizar el genotipado del SNP en posicion 1920 del intrén

9 del gen P a través de la metodologia de PCR alelo-especifica

CTCACTTTGCTAAGAGCATTCAGGTGGTTTCCTCAATCCTTTGCTTAGAAACAGACCCAATATGGAGTCAGATTTGTTGT

TCCCTATTATGCTAATACCAGTACAAGCTTCTGTGCCTTTTAAACCCCT GTGGATTAGAATGCAATAATGTTAEGTGAG
nt 1920

TCTGTT66AGTTTG6AGCAGAGAAAGGTTTATTGCAGGGCCAGGCAAGGAGATGACTGGCTCATGCCCCTCAAATATCCC

TAACTCCCACAATCAGAATTGTAAAGCATTCTT, AAAAGGCAAGGL GAGGGGAGGGCATGGTTGATTGGTTGTTGCAAAC

TTCTTG6TGCAGAAATCCTTTGTTCTTGTAGCTGTCCACAGAGGTCAGTTCACAATGTTCCCGTAAACCTCCAACAAGAT

— Oligonucleotido PCR-Cf, especifico para el nucleotido C
-------- Oligonucleétido PCR-Tf, especifico para el nucleétido T

— Oligonucledtido PCR-r
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ANEJO 4. PINK

Secuencias de oligonucledtidos para el gen Pink

P1F: 5" -CTGTTTGGCATGATGATCTTAGTAG -3°
P1R: 5" - GGCAGCTCCTCCAATGTT -3°
P2F: 5° -CG6GC6GCCACAGCAGGTC -3°

P2R: 5" -GGCCAGCGTCTCAAAATCAA -3°
P3F: 5" -AACCTCGATCCAAGACAAGT -3°
P3R: 5" -AAGATGAATGCCAGGGACAA -3°
PAF: 5° -AATATCCAGGAGCTACAGAAAAAG -3°
P4R: 5" -TGCCTCCATCAGAACAAAGA -3°
P5F: 5" -GCCTGTTTGCCTTTGTGET -3°
P5R: 5" -ATAGACCCCAGCAAGGATG -3°
P6F: 5° -GAGTAGAATGGGCGACCCTTCTGT -3°
P6R: 5" -AAGCCCAGCCTGAAAAATTCCATG -3°
P7F. 5° -GAAAGGGTCACGGTGCATACCTGT -3°
P7R: 5" -CAGCCAACAACTGCCAGAACTTTC -3°

Pex4F: 5° -GTCACGGTGCATACCTGTT -3°
Pex4R: 5" -AGCTCCCCCTTCTCTGTGG -3°
Pex13F: 5" -CCCGGGGAAGAGTGTGG -3°
Pex13R: 5" -GGAGTGAAGAGGAGTGCCGTGGTA -3°
Pex16F: 5" -AGATCCACGTCTGGCGCTTGACTG -3°
Pex16R: 5° -AGGCGCTCCAGTGACAGCACCTT -3°
Pex18F: 5" -CACAGGATATCAGACAGGACT -3°
Pex18R: 5" -AAGATGAATGCCAGGGACAA -3°
Pex23F: 5" -TCCTGTTGCTCCTGAACTTAA -3°
Pex23R: 5" -AGGGCCAGGGCGTACAT -3°

Pex9F: 5° -ATCCTTGCTGGGGTCTATGT -3°
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ANEJO 4. PINK

Pex10R: 5°-AGCCGCCAGTGTTCTATGA -3°
Pin9F: 5" -TAAACCTCCAACAAGATACA -3°
Pin9R: 5° -CTCAGCAGAAGCGGATACC -3°
Pin9RII: 5° -GCAGGGCCTCCGTGACTACAAG -3°
Pex10RII: 5° -GCTAATGCTGCAAGGGAACC -3°

P-5°RACE R/Pe5’R: 5" -TCCCACTCAGCTGAGGCTGTTCTCCCAAG -3°
Pe5'F: 5" -GTGAGAAGAGTGGCAACAGAAACA -3°
P-3"RACE F: 5" -TGCAGGAATTGCAGAGCAGCATGGA -3°
P-3"RACE 2F: 5" -TGCAAGATAGCCAAGATTCTAAA -3°
Pe3’F: 5" -ATGGATATGGATTCTCTTT -3°
Pe3’R: 5" -CATTTGTGTCTTTTCCTAC -3°

PCR-Cf: 5" -GTGCCTTTTAAACCCCTGTGGATTAGAATGCAATAATGTTAGC -3°

PCR-Tf: 5" -GTGCCTTTTAAACCCCTGTGGATTAGAATGCAATAATGTTACT-5
PCR-r: 5" -ACTCCCCTCCCGTACCAACTAA -3°
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