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RESUMEN

Doscientas treinta y cuatro cerdas de 5 razas distintas (2 rusticas y 3 comerciales) fueron
analizadas para una region del citocromo B (Cyt B) del ADN mitocondrial (ADNmt). Para
secuenciar esta region se utilizé la técnica de la pirosecuenciacion. Esta técnica de
secuenciacion en tiempo real esta basada en la deteccion de la reaccion de luminiscencia
gue se produce a unirse un nucledtido especifico ala cadena en extension. El objetivo de
este experimento era determinar el origen europeo o asidtico de las 5 poblaciones
mencionadas anteriormente. Se detectaron 3 haplotipos distintos, uno de origen europeo y
dos de origen asiético. Se describe ademas, un nuevo haplotipo originado por mutacion o
por recombinacion genética. Estos resultados concuerdan con trabajos anteriores y con
documentos histoéricos.

SUMMARY

Two hundred thirty four sows from 5 different breeds (2 rustic and 3 commercial ones)
were analyzed for a region located on cytocrome B (Cyt B) by using mitochondrial DNA
(mtDNA). We used the pyrosequencing technique for sequencing this region. This method is
based on real-time sequencing and the detection of the bioluminiscence produced when
each nucleotide is incorporated in the growing DNA chain. The objective of this experiment
was to determine the asian or european origin of the five pig breeds mentioned above.
Three different haplotypes (one european and two asian) were found. Moreover, we
describe a new haplotype created by mutation or genetic recombination. These results
agree well with other published papers and with historical documents.

INTRODUCCION

Actualmente el estudio de polimorfismos genéticos estd avanzando hacia el uso de
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Este avance provoca la aparicion de nuevas
técnicas de andlisis de SNPs mas rapidas y eficientes como por eemplo la
pirosecuenciacion.

En un trabajo reciente de Giuffra et a (2000) se han descrito 4 SNPs localizados en
unaregion del Cyt B del ADNmt porcino. Dichos SNPs se han utilizado como marcadores
para determinar e origen europeo o asidico de las lineas maternas de diferentes
poblaciones de cerdos (Sus scrofa). Larazon de utilizar SNPs localizados en el ADNmt se



debe a su alta tasa de mutacion que le permite ser usado frecuentemente como marcador
filogenético para comparar poblaciones poco distanciadas genéticamente.
OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo esla determinacion del origen filogenético dela
linea materna de 5 poblaciones porcinas espafiolas pertenecientes a 5 razas distintas
mediante el uso de la pirosecuenciacion.
MATERIAL Y METODOS

material animal

Se compone de 234 cerdas de 5 poblaciones distintas, 2 rusticasy 3 comerciales, todasellas
espariolas.

—

-5 cerdos de unalinea de raza | bérica con alta consanguinidad (IB).

-5 cerdos de raza mallorquina (PN ).

r
-112 cerdos de raza L andrace de unamismalinea genética (LD).

-43 cerdos de raza Large White de una misma linea genética (LW).

(-69 cerdos de raza Pietrain de unamisma linea genética (PT).

Pirosecuenciacion (Ronagui et al., 1998)

Esunatécnicade andlisisdel ADN basada en la secuenciacion en tiempo real, sobre
producto amplificado, de fragmentos internos de pequefio tamarfio. La estrategia utilizada
consiste en la deteccion de bioluminiscencia que se produce por laaccion delaLuciferasa
al incorporarse |los deoxinuclettidos trifosfato (AN TP) ala cadena en extension (Fig. 1). La
incorporacion de un dNTP libera un grupo pirofosfato (Ppi) (1a). La ATP sulfurilasa
convierte el PPi en ATP en presenciade ADP (1b). EI ATP junto con laluciferasa cataliza
la conversiéon de luciferina a oxiluciferina y la emision de luz. La deteccion de la luz
emitida permite establecer el nimero y orden de los nuclebtidos incorporados en la
reaccion de secuenciacion.

Los nucledtidos se dispensan por separado y en el orden deseado, sabiendo, por
tanto, cual se incorpora en cada momento y posibilitando €l establecimiento de
correlaciones entre el pico de luz con el nucledtido que se afiade en cada momento.

El instrumento de secuenciacion usa tecnologia INK-JET para proporcionar con
exactitud los volumenes requeridos de los distintos reactivos y ademas dispone de una
cdmara CCD para detectar laluminiscencia.
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Mediante la reacciéon de PCR, se amplificé una regién de 131 pares de bases del

citocromo B del ADN mitocondrial. La reaccién de pirosecuenciacion se realiz6 sobre una
region de 12 pares de bases del producto amplificado que presentaba 4 SNPs.
L as reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 20 m que contenian 2
ng de DNA gendémico, 3.0 mM de MgCl2, 50 mM KCl, 15 mM Tris-HCI apH 8, 200 mv
dNTPs, 0.5 unidades de AmpliTag Gold (Perkin Elmer), 10 pmol del cebador forward
(5"-GCCTACGCTATTCTACGTTCA-3) y 10 pmol del cebador reverse (5-GTGGTCG
AAATATTATGC -37). Para activar la AmpliTag Gold se realiz6 una etapa inicia de
activacion a 95 °C durante 9 minut os, seguido de 45 ciclos con un perfil térmico dea 94 °C-
45" ,50°C-45"y 72°C-45".

Posteriormente se realizaron | as reacci ones de secuenciacion en un volumen final de
40 m que contenia 20 mM Tris-Acetato, 5 mM de MgCl2, 15 pmol del cebador de
pirosecuenciacion (5-ATTAGGATGGAGGCT-3) y producto amplificado purificado
mediante Dynabeads. El producto resultado de la secuenciacion era el descrito en la
figura2.

Figura 2
producto secuenciado:
POSICION: 15045 15041 15038 15036
v v Yy Y
4 SNPs: AWTAGXGCYAZC
v v Yy Y

CIT G/A C/TG/A



La combinacion de estos 4 SNPs permite caracterizar 4 haplotipos que pueden ser
utilizados como marcadores filogenéticos del origen de la linea materna de los animales
analizados (Fig. 3)

Figura 3
WXYZ WXYZ
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EIl CACA All CATG
RESULTADOS

Se presentaron 3 de los 4 haplotipos descritos en lafigura 3. Ademas se encontré un
nuevo haplotipo no descrito hasta la fecha'y con un patron mixto entre el europeo y €l
asiético a cua llamamos AE (ver tabla de resultados).

Tabla de resultados

E I E Il Al All AE

IB 5 0 0 0 0

PN 4 0 0 0 1*

LD 94 0 18 0 0

LW 19 0 24 0 0

PT 40 0 2 27 0

TOTAL 162 0 44 27 1
*TGCA
DISCUSION

De los 10 animales de razas espafiolas autoctonas, 9 individuos (5 IB 'y 4 PN)
presentaron un haplotipo tipicamente europeo. Estos datos concuerdan con el hecho que
son animales que provienen de poblaciones muy cerradas, en las que la introgresion de
animales de otras razas ha sido muy escasa. A su vez son poblaciones con una alta
consanguinidad, o que unido al bajo nimero de animal es analizados en las dos pobl aciones
permite pensar en la posible existencia de sesgo en |os resultados obtenidos.

Un animal PN presentd un haplotipo no descrito anteriormente (TGCA), 1o que
podria deberse a una mutacién puntual en el ADNmt 0 a un caso de recombinacion
genética. De hecho, algunos trabajos recientes describen desequilibrio de ligamiento en el
ADNmMt de animales superiores como el hombre o el chimpancé sblo explicable por la
existencia de recombinacion genética (Awadalla et al., 1999).

Las lineas comerciales espafiolas (LW, LD y PT) presentan individuos Al que
indican la presencia de genes de origen asiatico (probablemente Meishan) de procedencia



materna como se describe en otros trabajos y en documentos histéricos (Giuffra et al. ;
2000).

En el caso concreto de los animales LW se detecta una proporcion mucho mas
elevada del tipo Al que en los animales de la poblacién LD o PT, lo que concuerda con los
hechos que fueron los britanicos los que, durante los siglos XVI11 y XIX, importaron un
mayor numero de hembras Meishan para cruzarlas con sus razas autoctonas. En la muestra
de PT espafiola se detecta la presencia elevada de animales All, que seran secuenciados
para entender la diferenciafilogenética entre los dos tipos asiaticos Al y All.

El estudio del ADNmt solo sirve paradeterminar €l origen de lalineamaterna delos
animales por lo cual, en nuestro caso concreto sdlo podemos indicar la introgresion de
hembras asiéticas en | as pobl aciones europeas. No obstante, estudios recientes no descartan
la posibilidad de encontrar herencia mitocondrial de origen paterno (Strauss ; 1999). Para
determinar si también se introdujeron machos asiéticos seria necesario estudiar marcadores
localizados en el cromosoma'Y (Jobling; 1995).
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