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RESUMEN

En & presente trabgjo se estudia un polimorfismo del gen de la hormona de crecimiento
porcina (GH) en distintas poblaciones de cerdos de las razas Ibéricay Duroc y se andliza la
asociacion de variantes alélicas con caracteres de crecimiento y composicion de la canal, en
una muestra de 199 cerdos ibéricos de la estirpe Torbiscal. Esta poblacién esta compuesta de
dos lineas, una linea de conservacion y otra seleccionada para crecimiento magro, que
presentan diferencias dignificativas en agunos de estos caracteres productivos. El
polimorfismo utilizado es ddl tipo PCR-RFLP (Hhal) y se localiza en e segundo exén del
gen. El estudio de asociacion del polimorfismo se realizd utilizando un modelo animal en el
gue e genotipo del gen GH se incluye como efecto fijo. A pesar de las evidencias previas de
asociacion de este polimorfismo con distintos caracteres de interés econémico y de la
diferencia en las frecuencias aélicas de las dos lineas estudiadas, no se detecta asociacion de
este marcador con ninguno de los caracteres analizados en el presente trabgo.
Palabras clave: Cerdo, Gen de la hormona de crecimiento, Gen candidato, Caracteres de
crecimiento y composicion corporal.
SUMMARY
Hhal POLY MORPHISM OF THE GROWTH HORMONE GENE IN IBERIAN PIGS:
RELATION WITH PRODUCTIVE TRAITS

In this work we analyze a polymorphism in the porcine growth hormone gene (GH) in
different populations of Iberian and Duroc pigs, and we study the association of the different
alleles with growth and carcass traits in a sample of 199 Iberian pigs from the Torbiscal
strain. This population includes two lines, the conservation line and a selected one, which

present significant differences in some of the productive traits. The polymorphism used is a



PCR-RFLP (Hhal) localized in the gene’s second exon. The association study was performed
using an animal model in which the genotype was included as a fixed effect. Instead of the
previous association evidences of this polymorphism with several economic traits and the
difference in the aldic frequencies between the studied lines, we could not detect any
association of this marker with the traits analyzed.
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Introduccion

Los estudios de asociacion de genes candidatos son un método adecuado para la
identificacion de genes relacionados con caracteres productivos, y son utilizados actualmente
como dternativa o complemento a los experimentos de deteccién de QTLs mediante €
barrido gendémico con marcadores an6nimos. Estos dos tipos de estudios permiten la
aplicacion de la tecnologia del ADN a conocimiento de la base genética de los caracteres de
interés econdmico. Por otro lado, la aproximacion del gen candidato facilita € desarrollo, en
caso de confirmarse asociaciones significativas entre el gen y dichos caracteres, de kits
moleculares que harian més asequible e empleo de esta informacién molecular en la megjora
genética de animales domésticos.

El gen de la hormona de crecimiento (GH), se suele considerar buen candidato para ciertos
caracteres productivos, habiendo sido objeto de multiples estudios de asociacion, debido a la
relacion directa que esta hormona muestra con € crecimiento y la composicién corpora, ya
que es d principa factor endocrino en la regulacion del desarrollo muscular. El gen GH esta
localizado en cerdos en el brazo corto del cromosoma 12, constituido por 5 exones y con un
transcrito total de 1.7 Kb. En los dltimos afios se han desarrollado mdiltiples trabajos que han
permitido identificar numerosos polimorfismos en este gen, principamente del tipo PCR-
RFLP, en la region flanqueante 57, segundo exdn y regiones intronicas (DWORAK et .,

1997; JANG et a., 1996; KUCIEL et a., 1992). En muchos de estos trabajos se ha tratado de



encontrar alguna asociacion entre los distintos polimorfismos y caracteres de composiciéon de
la cana y engrasamiento con resultados, en general, contradictorios. Segin CASAS
CARRILLO et d. (1997) € efecto de la sustitucion de una base en la region promotoray en €
segundo ex6n del gen sobre e crecimiento y la composicién de la cana en cerdo es trividl.
NIELSEN et al. (1995) sugieren la existencia de diferencias en la actividad transcripcional
entre distintas variantes del gen GH, afectando a caracteres de crecimiento en cerdo.
DWORAK et a. (1996) encuentran cierta asociacion con la ganancia diaria en peso, KNORR
et a. (1997) concluyen que € gen GH esta relacionado con la variacion observada en
engrasamiento y sugieren gque el efecto puede atribuirse a variantes dentro del propio gen'y no
aQTLsligados.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en € estudio de la asociaciéon del
polimorfismo PCR-RFLP, Hhal descrito por LARSEN y NIELSEN (1993) con caracteres de
crecimiento y composicion de la cana en poblaciones de cerdo de laraza Ibérica

Material y métodos

El polimorfismo fue analizado en 428 animales de los cuales, 250 corresponden a la estirpe
Torbiscal, donde se cuenta con una linea seleccionada para mejor crecimiento magro en
relacion con la linea control (SILIO et a., 1997), 30 animaes de la estirpe Guadyerbas
(TORO et al. 2000) y 48 animales inscritos en € Libro Genealdgico y correspondientes a
otras estirpes de la raza Ibérica. También fueron analizados 44 animales pertenecientes a
distintos origenes de laraza Duroc.

Los genotipos fueron identificados por PCR-RFLP. Para la reaccion de PCR se utilizaron
cebadores especificos (LARSEN y NIELSEN, 1992), que permiten la amplificacion de un
fragmento de 605 pb, comprendido entre las posiciones +61 y +665, incluyendo € primer y

segundo exo6n del gen de la hormona de crecimiento porcino.



El protocolo de genotipado se realizd6 como se describe en € trabgjo de OVILO et al.
(1999). Los genotipos fueron identificados por la aparicion de fragmentos con los siguientes
tamarios, estimados a partir de la secuencia publicada del gen GH (Genbank, n° de acceso:
M17704): alelo C1: 605 pb; aelo C2: 496 y 109 pb; alelo C3: 447 y 158 pb; alelo C4: 447,
109y 49 pb.

Los andlisis de asociacion del polimorfismo con los caracteres medidos se realizaron sobre
un subgrupo de 199 animales, pertenecientes a ambas lineas de la estirpe Torbiscal: 148
Conservacion (Torbiscal-C) y 53 Seleccion (Torbisca-S). Los caracteres anaizados en e
estudio fueron: crecimiento en recria (GMD1), medido como ganancia de peso diaria desde €l
destete hasta €l inicio del periodo de ceba; Espesor de grasa dorsal, medido a los 100 Kg;
Crecimiento en ceba (GMD2), medido como la ganancia de peso diaria desde que finaliza el
periodo de recria hasta € sacrificio y porcentajes sobre peso de la cana de jamones, paletas y
lomos.

El andlisis estadistico de asociacion fue realizado con € programa PEST, para estimar €l
efecto de cada genotipo sobre los caracteres medidos. EI modelo lineal usado incluye como
efectos fijos la linea (dos niveles), afio (tres niveles) y genotipos del polimorfismo Hhal (tres
niveles), y en @ andlisis de las piezas nobles el peso de la cana como covariable. Para cada
carécter andizado fueron estimados dos contrastes: la diferencia entre los genotipos
homocigotos (2a=C3C3-C4C4), y d efecto dominante, estimado como la desviacion de los
genotipos heterocigotos de la media de los genotipos homocigotos (d=C3C4-
1/2(C3C3+C4C4)).

Para redizar estos andlisis se llevd a cabo la estimacion previa de componentes de
varianza, mediante maxima verosimilitud restringida, utilizando € programa VCE. El modelo
de andlisis fue similar a descrito previamente, excluyendo € efecto del polimorfismo,

disponiéndose de registros productivos de 510 machos castrados (343 de la linea C y 267 de



la linea S), sacrificados en los Ultimos seis afios. El total de animales en la genedogia
ascendi6 a 1004.
Resultados

Se andiz6 € polimorfismo en las distintas poblaciones de ambas razas, encontrando la
presencia de solo dos aelos (C3 y C4) de los cuatro previamente descritos, con la Unica
excepcion de un anima Duroc con genotipo C1C4. El predominio de estos al€los esta en
concordancia con los resultados de experimentos previos en distintas razas porcinas en las
gue, a pesar de aparecer |os cuatro alelos descritos, presentan generalmente los alelos C1y C2
abajafrecuencia(HANDLER et al., 1996; JANG et d., 1996; KUCIEL et al., 1998).

En el cuadro 1 se presentan las frecuencias relativas para cada genotipo en cada una de las
poblaciones estudiadas. Se puede observar la existencia de los tres genotipos en Torbiscal-C,
Torbiscal-S y Duroc, mientras que en la estirpe Guadyerbas solo aparece representado €l
alelo C3. Respecto a grupo de otros animales ibéricos, a tratarse de un conjunto muy
heterogéneo, formado por pequefias poblaciones cerradas, comprende estirpes donde aparecen
los dos aelos representados a distintas frecuencias, a excepcion del caso de Coronado, donde
solo aparece representado €l alelo C3, en concordancia con la otra estirpe de cerdo Negro
Lampifio (Guadyerbas).

Las frecuencias genotipicas difieren entre las dos lineas de |a estirpe Torbiscal (C* = 44.59,

p< 0.0001), sendo significativamente mas frecuente e aelo C3 en Torbiscal-Sy € C4 en
Torbiscal-C

En e cuadro 2 se presentan la media, desviacion tipica y rango de variacion de los
caracteres registrados en los 510 animales Torbiscal con informacion fenotipica disponible.
En d cuadro 3 figuran las estimas de los parametros genéticos (heredabilidades y
correlaciones genéticas) de estos caracteres. En e célculo de estas estimas se ha asumido

correlacion nula entre los grupos de caracteres de crecimiento y rendimiento de piezas nobles.



Las estimas de cocientes de varianzas (heredabilidades y correlaciones) obtenidas para los
caracteres de composicién corporal son algo més elevadas que las encontradas en la literatura
para este tipo de caracteres. Estos elevados valores pueden deberse a que las condiciones de
mango, sacrificio y despiece de los animales han sido relativamente homogéneas a lo largo
de los seis afios de control. Se han detectado diferencias genéticas entre las lineas Torbisca
(S-C), que son estadisticamente significativas para € espesor de grasa a 100 Kg y €
porcentaje de paletas sobre el peso de la canal.

En & cuadro 4 se indica la diferencia entre los genotipos homocigotos (2a) y e efecto
dominante (d) de los genotipos encontrados sobre los caracteres de crecimiento y
composicion de la cana. Estos resultados corresponden a los 199 animales Torbiscal de los
cuales se dispone de informacion fenotipica y genotipica. Ninguno de los efectos observados

alcanza significacion estadistica.

Cuadro 1
Frecuencias genotipicas parad polimorfismo Hhal
Table 1
Frequencies of genotypes for Hhal polymorphism
Poblacién N C3C3 C3C4 C4ac4
Torbiscal-C 229 0.280 0.563 0.157
Torbisca-S 121 0.636 0.331 0.033
Guadyerbas 30 1 0 0
Otros ibéricos 48 0.396 0.354 0.250
Duroc 44* 0.163 0.488 0.349
* Seidentificé un animal con genotipo CL/C4.
Cuadro 2
Datos productivos utilizados en € andisis
Table 2
Productive data used in the analysis
Caracteres Media DT Rango de variacion
GMD1 (g/d) 387 43 242 —512
GMD2 (g/d) 521 74 246 — 746
Espesor grasa dorsal (mm) 26.7 4.7 149-38.5
Peso canal (Kg) 126.9 11.6 90.9 — 160.4
% jamones 16.8 0.8 144-20.2
% paetas 114 0.6 9.9-139
% lomos 3.0 0.3 21-43




Cuadro 3
Heredabilidades (diagonal) y correlaciones genéticas de caracteres de crecimiento y canal

Table 3
Heredabilities (diagonal) and genetic correlations of growth and carcass traits
Caracter GMD1 GMD2  Espesor grasa % jamones % paletas % lomos
GMD1 0.48(.04) A Y, Ya Ya Y
GMD2 0.19(.14)  0.29(.07) A A A A
Espesor grasa  -0.34(.11) -0.42(.18) 0.56(.09) E E
% jamones A A A 0.88(.09) A Yy
% paletas A A A 0.73(.07) 0.47(.08) A
% lomos A A A 0.52(.08) 0.47(.08) 0.85(.08)
Errores tipicos entre paréntesis.
Cuadro 4

Efectos aditivo y dominante del polimorfismo GH Hhal sobre caracteres de crecimiento y
composicion de la canal

Table 4
Additive and dominant effects of GH Hhal polymorphism on growth and carcass traits
Caracter 2a d
GMDL1 (g/d) 5+11 5+7
GMD2 (g/d) -4+ 18 3+11
Espesor grasa dorsal (mm) -1.27 £ 0.95 -0.86 + 0.57
% jamones -0.09 £ 0.17 -0.06 £ 0.10
% paletas -0.01+0.12 0.03 + 0.07
% lomos 0.01 + 0.06 0.01+0.04

Discusion

La administracion exdgena de GH produce en los animaes un aumento en la masa
muscular y una reduccién del engrasamiento, asi como una mejora en € indice de conversién
y en la ganancia diaria de peso. Por otra parte existen estudios moleculares que relacionan
ciertas variantes aélicas con diferencias en la actividad transcripcional del gen que codifica
esta hormona. Esto implica que los distintos alelos del gen puedan ser responsables de
distintos niveles plasméticos de GH y por tanto también de parte de la variacion observada en
los caracteres de crecimiento y engrasamiento.

El polimorfismo Hhal utilizado en este trabajo esta localizado en € segundo ex6n del gen
y modifica la composicion aminoacidica de la proteina codificada lo que hace suponer que

podria modificar su actividad hormonal. Por otra parte, la diferencia significativa observada



en las frecuencias aédlicas en las dos lineas de la egtirpe Torbiscal indicaria una posible
asociacion de estos aelos con los caracteres sel eccionados.

Entre los diversos experimentos previos que han detectado diferencias fenotipicas en
caracteres productivos asociadas a las distintas variantes moleculares del gen, varios han
analizado e polimorfismo Hhal, siendo los resultados bastante dispares. Entre ellos, en €l
trabgjo de DWORAK et al. (1996) se describe la asociacion de este polimorfismo con la
ganancia diaria de peso. Sin embargo, los dos caracteres de crecimiento GMD1 y GMD?2,
analizados en € presente trabajo no han mostrado asociacion con las variantes del gen, con lo
gue no se ha podido confirmar el efecto descrito previamente para el primero de éllos.

KNORR et al. (1997) han descrito la asociacion del polimorfismo analizado con distintos
caracteres de engrasamiento en poblaciones procedentes del cruce de las razas Meishan X
Pietrain, mientras que esta asociacion no se detecta en los cruces de Jabali con Pietrain. Estos
autores sugieren que esta diferencia entre poblaciones podria deberse a que € efecto de la
somatotropina porcina depende del potencia genético para deposicion grasa de laraza, siendo
mayor en razas muy grasas no seleccionadas. En este sentido cabria esperar también una
influencia de este gen sobre la deposicion grasa en la poblacion Ibérica utilizada en este
estudio. Entre los caracteres de engrasamiento que muestran asociacion en |os trabgjos citados
estd e espesor de la grasa dorsa andizado también en este trabgjo. Sin embargo, los
resultados obtenidos en la poblacién Ibérica no permiten confirmar la asociacion del gen GH
con este caracter.

MOSER et a. (1996) detectan, en cruces experimentales Jabali x Pietrain y Meishan x
Pietrain, efectos significativos del polimorfismo Hhal sobre distintos caracteres de
composicion de la canad. Sin embargo, la asociacion del polimorfismo con aguno de los

caracteres de composicién de la canal registrados en este trabajo no ha podido confirmarse.



Por otra parte existen también trabajos que coincidiendo con nuestros resultados descartan
la asociacion de distintos polimorfismos en € gen, entre ellos e RFLP Hhal, con varios
caracteres de crecimiento y composicion de lacana (CASAS-CARRILLO et a., 1997).

Considerando €l conjunto de resultados de distintos trabagjos relativos al gen GH, podria
sugerirse que € efecto observado en algunos de los trabajos que analizan e polimorfismo
Hhal, podria ser debido a otro polimorfismo en e mismo gen, de modo que la deteccion del
efecto en los estudios de asociacion dependiera de la fase de ligamiento con e marcador
analizado y de los haplotipos presentes en cada poblacién. Otra explicacion podria ser que €
efecto se debiera a otro gen o genes proximos, aunque ello parece en principio menos
probable. Los numerosos experimentos realizados de mapeo de QTLs en porcino no han
aportado resultados relevantes en esta region y tampoco se conocen en €l cromosoma 12 otros
genes candidatos para caracteres de crecimiento o composicion corpora. La dificultad de
asignar un efecto fenotipico a un polimorfismo concreto detectado en un gen es un problema
comun de la estrategia del gen candidato, que en este caso se pone en evidencia debido ala
gran cantidad de trabagjos relativos a distintos polimorfismos que se han realizado sobre € gen
de la hormona de crecimiento.

Por otro lado en la interpretacion de los resultados de asociacién de genes candidatos,
también hay que tener en cuenta que en e efecto de un determinado alelo o haplotipo influye
el ambiente genético y las interacciones con otros genes que también afectan a estos
caracteres productivos, como es el caso de los genes relacionados con €l g e somatotrépico
cuyas interacciones son conocidas (NIELSEN et al., 1995).
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