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RESUMEN

El sindrome de estrés porcino (PSS) es una enfermedad hereditaria monogénica recesiva relacionada con el gen receptor ryanodina (Ryr1). Utilizando
PCR-SSCP y PCR-RFLP se tipificaron genéticamente 14 individuos de cerdos comerciales con el rasgo sindactilia (Casco de Mula-CM), 21 San
Pedreiios -SPy 100 Zungos- ZN. Las razas CM y SP tuvieron las mismas frecuencias alélicas (F(H) = 0.79 y F(h) = 0.21), mientras que en los cerdos
ZN no se encontro el alelo recesivo (h). La heterocigosidad (He) fue de 0.28% para los cerdos CM y 0.23% para los SP. La He para la muestra
poblacional fue de 0.066.
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ABSTRACT

The Porcine Stress Syndrome is a hereditary monogenic recessive disease related with Ryanodine Receptor gen (Ryr1). Using PCR-SSCP and PCR-
RFLP 14 animals of commercial breed with Mule foot characteristic (CM), 21 San Pedreiio breed (SP) and 100 Zungo breed (ZN) were genotipificated.
Allelic frequency for CM and SP was the same (F(H) = 0.79 y F(h) = 0.21), while in ZN there was no evidence of recessive allele (h). Heterocigosity

(He) was 0.28% for CM and 0.23% for SP. He value for population sample was 0.066.
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INTRODUCCION

En los ultimos treinta y cinco afios el objetivo del
mejoramiento ha sido la seleccién de cerdos magros. A
partir de la década de los afios sesenta este progreso se
asoci6 en las razas Landrace, Pietran y Poland China,
inicialmente en Bélgica y Alemania, con desorden
neuromuscular, alta mortalidad, canales con carne pa-
lida, blanda y exudativa (PSE) o carne oscura, dura y
seca (DFD) por el sindrome de estrés porcino (PSS) o
hipertermia maligna (HM) (Shen ez al., 1992; O"Brien,
1995; Calvo et al., 1997).

La enfermedad est4 controlada por un gen recesivo
del cromosoma 6, llamado inicialmente halotano y en la
actualidad receptor de la ryanodina (Ryrl) (Fujii ez al.,
1991; Dekkers, 1999), constituido por 15.105 nucledtidos
y con dominancia del alelo normal, por lo cual los indi-
viduos pueden presentar genotipos sanos (homocigotos

dominantes), portadores (heterocigotos) o enfermos
(homocigotos recesivos) (Minkena et al., 1977; Calvo
et al., 1997). El gen hace parte de un trio que codifica
el canal liberador de calcio (CRC) y que se expresa en
el miisculo esquelético y en las células cerebrales de
Purkinje (Harrison, 1981; O’ Brien, 1995).

Las pruebas para la deteccion van desde no inva-
sivas (halotano, electromiografia) hasta las de caricter
invasivo (contractura con cafeina-halotano, medicién
de calcio libre en sarcoplasma y test de la contractura
in vitro con rianodina) (Barranco et al., 2005).

La genética molecular puso en evidencia en seis
razas la relacion entre PSS y la sustitucion de una timina
por citosina en el nucleétido 1843 (Fujii et al., 1991), que
lleva al cambio de una arginina por cisteina en la posi-
cion 615 del CRC. Otsu ez al. (1992) y Calvo et al. (1997)
establecieron el diagndstico basado en PCR-RFLP. Orita

275



ACTA AGRON (PALMIRA). 57 (4) 2008, p 275-278

et al. (1989) y Nakajima et al. (1996) desarrollaron el
método PCR-SSCP como técnica sensible y de menor
costo para la deteccioén de la mutacion.

El objetivo de la investigacion fue contribuir al
conocimiento de la diversidad genética de los cerdos
criollos colombianos al evaluar la variabilidad de los
genes implicados en el control del PSS.

MATERIALES Y METODOS

Como material genético se utilizé el banco de
ADN de cerdos criollos de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Palmira (100 individuos Zungo, 21 San
Pedrefio y 14 cerdos comerciales con el rasgo sindactilia o
Casco de Mula). Las muestras de ADN se diluyeron a un
volumen total de 100 zl a 10 ng.ul” de concentracién.

Para estandarizar las condiciones de PCR se
evaluaron diez individuos. La amplificacion se realizé
siguiendo la metodologia descrita por Nakajima et al.
(1996) con las siguientes modificaciones: 0.2 mM de cada
DNTP, 1.25 mM de cada cebador (Forward 5-TCC AGT
TTG CCA CAG GTC CTA CCA-3’ y Reverse 5-ATT
CAC CGG AGT GGA GTC TCT GAG -3’), 2.5 mM
de MgCl2, 1X Buffer Taq, 1U de Tag DNA polimerasa
a un volumen final de 25 pl, aumento en la concentra-
cién del gel de poliacrilamida al 12% (100:1 acrilamida
— bisacrilamida) y el uso de glicerol (5%) para mejorar
la separacion de las bandas. Las muestras se sometieron
a un perfil térmico de 95 °C durante 5 min, seguido de
35 ciclos de 95°C por 1 min, 62°C por 1 min, 72 °C por
1 min y una extension final a 72 °C por 7 min. La am-
plificacion se llevo a cabo en un termociclador PTC 100
Programmable Termal Controller (MJ. Research, Inc).
Los fragmentos amplificados se visualizaron en un gel de
agarosa al 1.2% y el tamafio se compard con un marcador
de peso molecular de 100 pb Fermetas ®.

Para la PCR-SSCP los productos amplificados se
separaron mediante electroforesis usando una cdmara
Whatman Biometra de 93 x 147 mm y geles de poliacri-
lamida al 12% (100:1 acrilamida — bisacrilamida) con
5% de glicerol. Cada muestra (10 ul) se mezcl6 con 3 pul
de buffer desnaturante (95% formamida, 0.25% azul de
bromofenol, 0.25% xylene cyanol), se sometieron a 95°C
durante 5 min y se pusieron en hielo inmediatamente.
Se cargaron 8 ul de la mezcla y se corri6 el gel a 150
voltios durante 12 h a 4°C aproximadamente, en buffer
TBE 0.5X. La tincion se realizé usando sales de plata
(Sambroock et al., 1989).

Para la PCR-RFLP 10 ul producto de amplifi-
cados por PCR se incubaron con 5U de la enzima de
restriccion Alw211 (Hgi Al) (sitio de reconocimiento;
-5°GT (A) GCT (A) 1C3) durante 6 h a 37°C y luego
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se sometieron a 65°C durante 20 min para inactivar la
enzima. Luego 5 ul de cada muestra digerida se mezcld
con 1 ul de proteinasa K (10ug/ul) e incub6 durante 1
h a 37°C para desnaturalizar la enzima de restriccion.
La muestras se mezclaron con 1 ul de buffer de carga
(0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xylene cyanol,
60% de glicerol) y se separaron mediante electrofore-
sis en geles de poliacrilamida a 6% (37:1 acrilamida
— bisacrilamida). Se cargaron 5 ul de la mezcla y se
corri6 el gel a 150 voltios durante 45 minutos en buffer
TBE 0.5X. La tincién se realiz6 usando sales de plata
(Sambroock et al., 1989).

Una vez tipificados genéticamente todos los
individuos se calcularon las frecuencias de los alelos
y se estimo la heterocigosidad mediante el programa
TFPGA® (Tools for population genetic analyses) ver-
sién 1.3 de 1997.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se amplificé el fragmento de interés de 659 pb
(Figura 1) correspondiente a la zona con la mutacién
puntual en el gen Ryr 1. Los patrones de migracion de
las bandas permitieron identificar los alelos del gen en
PCR-SSCP. Las bandas del genotipo homocigoto do-
minante (HH) migraron a mayor distancia. La primera
banda para el genotipo HH migré la misma distancia
que la segunda banda para el genotipo hh; la condicién
heterocigota (Hh) mostré patrén de movilidad inter-
medio (Figura 2).

La PCR-RFLP del fragmento de 659 bp digerido
con la enzima Alw21I generé fragmentos de 524 y 135-
bp para el genotipo HH; de 524, 358, 166 y 135-bp para
el genotipo Hh y para el genotipo hh fragmentos de 358,
166 y 135-bp (Figura 3).

La identificacion de la mutacién puntual en el gen
Ryrl se mostré por el cambio en el patrén de digestion
de la enzima en la banda de mayor tamafio (524 bp
genotipo HH) que se cortd en dos fragmentos, uno de
358 y otro de 166 bp.

Los individuos de raza Zungo presentaron genoti-
po HH (Tabla 1), lo que indica que no se han cruzado con
razas que presentan el alelo h y puede explicar la cria

Tabla 1. Frecuencias genotipicas y génicas en la muestra
poblacional porcina utilizando PCR-SSCP y PCR-RFLP.

Genotipo

Frecuencias genotipicas

San Pedrefio Casco de Mula Zungo
HH 14 9 100
Hh 5 4 0
hh 2 1 0
f(H) 0.79 0.79 1.00
f (h) 0.21 0.21 0
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E Figura 1. Fragmento de
Nt interés en el gen Ryr 1 para
ggggg et cada raza. Se observan en
m— los carriles, de izquierda
— a derecha: Marcador de
a— peso molecular, Zungo 15,
Zungo 90, San Pedreiio 5,
100bp o control, Casco de Mula 8.
1 2 3 4 5 6 7 8
2% banda
Figura 2. genotipo hh
Patron de
bandas con
PCR-SSCP de 12 banda
cerdos criollos genotipo H
(Carriles 1y 2
genotipo HH;
Carriles 3, 4,
7 y 8 genotipo
Hh; Carriles
5y 6 genotipo
hh).

Figura 3. Patrén de bandas ge-
nerado al digerir con la enzima
Alwl. (Carril 1 Marcador de
peso molecular 100bp; Carriles
2,3, 8y 9 genotipo HH; Carri-
les 4 y 5 genotipo Hh; Carriles
6y 7 genotipo hh).
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en explotaciones campesinas en condiciones climéticas
contrastantes como las costas atldntica y pacifica. Esta
caracteristica, unida a la rusticidad y adaptabilidad,
ratifican la importancia de la conservacion de las razas
criollas. En los cerdos “Casco de Mula” cruzados con
hibridos comerciales la frecuencia para el alelo h se
atribuy6 al cruzamiento.

Los valores de heterocigosidad (Tabla 2) fueron
de 0.28 para CM, 0.23 para SP y 0.0 para ZN. La he-
terocigosidad para toda la muestra poblacional fue de
0.066. Nakajima et al. (1996) encontraron una hetero-
cigosidad mads alta (0.12), lo cual puede deberse a una
muestra poblacional mds grande (606) y heterogénea
de razas comerciales (Pietran, Landrace, Large White,
Duroc y otras).

Tabla 2. Porcentaje de heterocigosidad en razas porcinas.

Raza Individuos Heterocigosidad estimada
Casco de Mula 14 0.28
San Pedrefio 21 0.23
Zungo 100 0.0
Todas las razas 135 0.066

Si se mantienen baja la frecuencia del alelo h
y la heterocigosidad dentro de cada raza se evitardn
descendencias portadoras (Hh) y positivas a la enfer-
medad (hh).

Como las técnicas PCR-SSCP y PCR-RFLP son
codominantes y detectaron heterocigotos y homocigotos
para el gen h, la genotipificacién de reproductores (ma-
chos y hembras) permitird seleccionar individuos que
no presenten el alelo y en una generacion se eliminard
el sindrome de estrés porcino en la poblacién.

CONCLUSIONES
Se estandarizaron las técnicas moleculares PCR-
SSCP y PCR-RFLP para la deteccion del sindrome del
estrés porcino.
Los cerdos de la raza Zungo no presentaron el alelo
recesivo, en cerdos comerciales la frecuencia fue 0.29.
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