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1. INTRODUCCION
1.1.CERDO CRIOLLO COSTERO

Introduccion del cerdo en América

Los cerdos domésticos ingresaron a América en 1493, durante el segundo viaje de
Cristobal Colon, donde visito islas caribefias como La Espafiola (actualmente Haiti y
Republica Dominicana). Facil de transportar y de mantener durante los viajes, el cerdo fue
una excelente fuente de alimento para los conquistadores. A partir de su introduccion, fue
expandiéndose por las nuevas colonias principalmente del Caribe y norte de Sudamérica
(Patifio, 1970). Por la costa atlantica de Sudamérica, los primeros cerdos arriban al puerto
de San Vicente en el litoral del actual estado de San Pablo, Brasil, en 1532; provenientes
de la peninsula Ibérica y posiblemente de las islas de Cabo Verde y Canarias, escalas
previas a llegar a América (Justo, 1996).

En el afio 1536 llegan con Pedro de Mendoza los primeros cerdos al Rio de la Plata,
durante la primera fundacion de Buenos Aires. Unos afios después, en 1541, se
abandona este primitivo asentamiento dejando algunos ejemplares en libertad (Giberti,
1985; Iriart, 1997), a partir de los cuales se originan las primeras poblaciones ferales de
Argentina, ocupando rapidamente las planicies y serranias de la actual provincia de
Buenos Aires (Morris, 1742; Cardiel, 1930; Sanchez Labrador, 1936). Estos primeros
ejemplares tenian sus origenes en razas ibéricas tanto hispanicas (Negra lampifia, Rubia
andaluza, Gallega, Manchado de Jabugo y Perigordina) como Portuguesas (Bizarra y
Alentejana), asi como también de razas locales de las Islas Canarias, Cabo Verde y de
los asentamiento portugueses de Rio de Janeiro, escalas del viaje de Mendoza hacia el
rio de La Plata (Freitas y Rosado, 2014).

Actualmente las poblaciones de cerdos ferales o cimarrones® ocupan una amplia regién
del pais, una de las mas importantes en cuanto a su tamafo y antigiiedad (casi cinco
siglos) es la establecida en la region de la Bahia de Samborombdn (este de la provincia
de Buenos Aires) siendo su acervo genético de origen europeo (Acosta et al.,, 2017),

especificamente del tronco ibérico (Figueroa, 2014).

! Poblaciones ferales o “cimarronas”: Se refiere al establecimiento de poblaciones de
especies domesticas que fueron introducidas y que se han establecido en el medio
silvestre. Es decir, los animales que dan origen a poblaciones ferales son siempre
animales domésticos como ganado bovino, caprino, porcinos, equinos o perros, gatos etc.
(Lever, 1985).



Los factores medio ambientales influyen en los aspectos productivos, pero, quizas, la
cualidad méas importante del cerdo criollo es su capacidad de adaptacibn a las
condiciones adversas, lo que le ha permitido su sobrevivencia y la perpetuacion de la
especie (Benitez Ortiz, 2001)

Los cerdos ferales de la Bahia de Samborombdn pertenecen al tipo denominado cerdo
criollo costero. Los cuales poseen pelaje negro abundante y hocico alargado como
caracteristicas morfologicas distintiva (Figura 1). Son descendientes directo de cerdos
introducidos por los colonizadores espafoles durante los primeros afios de la conquista
americana; donde gracias a su gran capacidad de adaptacion al medio, dieta omnivora y
éxito reproductivo, han establecido e incrementado su namero significativamente. Los
productores locales mantienen cerdos criollos costeros, obtenidos mediante la caza, que
se adaptan a las condiciones de cautiverio para el consumo familiar, produccién de
chacinados y para obtener cruzas con otras razas. Segun relatos de los productores, las
ventajas que posee el cerdo criollo costero es que las cerdas paren entre cuatro y ocho
lechones llegando, generalmente, el 100% de las crias al destete. Ademas, poseen
resistencia a distintas enfermedades y se adaptan facilmente a una alimentacién de
residuos o subproductos consumiendo menor cantidad que una raza mejorada (Carpinetti
et al., 2016a).
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Figura 1: Cerdo Criollo Costero asilvestrado de la Bahia de
Samborombdén (Tomado de Carpinetti et al., 2016a)

Produccién porcina en Bahia de Samborombdn

La provincia de Buenos Aires es la de mayor importancia respecto a su produccién
porcina, con un 27,91% del stock nacional (MINAGRI 2017).

En la Cuenca del Salado (Figura 2), y especialmente en la region que rodea a Bahia de
Samborombén, la produccién porcina se da en establecimientos diversificados, que
pertenecen a productores familiares y tienen a los cerdos como una produccion
complementaria, que cumple tanto con propdsitos de autoconsumo, como asi también de
venta de excedentes. Se caracterizan por la precariedad de sus instalaciones en todas las
etapas de produccion, por la utilizacion de alimentos no especificos para porcinos y por la
utilizacion de razas rusticas adaptadas a estos sistemas. La region esta integrada por los
partidos de Punta Indio, Chascomus, Castelli, Tordillo y Gral. Lavalle, en ella existe una
importante cantidad de productores porcinos de nivel familiar, los cuales comparten el
ambiente con una de las mayores poblaciones de cerdos silvestres del pais (Figura 3)
(Pérez Carusi et al., 2009; Merino y Carpinetti, 2003).

Teniendo en cuenta la importancia de los cerdos criollos en la produccion porcina de la
Cuenca del Salado y otras zonas aledafias a la Bahia de Samborombdn, es necesario

caracterizar a este recurso zoogeneético. Por un lado, para establecer su potencial como



producto carnicero y por otro para fomentar su conservacién. Una de las formas para

caracterizarlo es mediante la utilizacion de marcadores moleculares.

®
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Figura 2: Bahia de Samborombén y los principales partidos de la Cuenca del Salado
con produccién porcina familiar (Punta Indio, Chascomus, Castelli, Tordillo, Gral.
Lavalle) (Fuente: elaboracion propia en base a GoogleMaps).



Figura 3: Cerda criolla costera en sistema de produccion familiar con su
primera camada. Las Tahonas Provincia de Buenos Aires. (Tomado de
Carpinetti et al., 2016a)

1.2.MARCADORES MOLECULARES

La informacion sobre la diversidad genética es esencial para optimizar tanto las
estrategias de conservacion de los recursos zoogenéticos como las de utilizacién. Dado
gue los recursos para la conservacion son limitados, suele ser necesaria una priorizacion.
Las nuevas herramientas moleculares permiten la identificacién de genes implicados en
un conjunto de caracteres, incluyendo los caracteres adaptativos, asi como los
polimorfismos que causan la variacién genética funcional (FAO, 2010).

El avance en la biotecnologia del ADN permitié innumerables aplicaciones entre las que
se encuentra la deteccion de genes de interés productivo o marcadores moleculares
asociados a calidad de carne (De Vries et al., 1999). Actualmente se conocen dos genes
de efecto mayor cuya segregacion esta estrechamente relacionada a la calidad de carne
en cerdos, el gen receptor de ryanodina 1 (RYR1, por sus siglas en inglés) o Halotano y el
gen que codifica para la subunidad gama 3 de la proteina cinasa activada por AMP
(PRKAGS3, por sus siglas en inglés) o Rendimiento Napole (RN). También se describieron
genes de menor efecto como el gen receptor de melanocortina 4 (MC4R, por sus siglas
en inglés) y el gen que codifica para la proteina de union a acidos grasos de tipo cardiaco
(FABP3 o H-FABP3, por sus siglas en inglés). A continuacion, se describen estos cuatro

marcadores moleculares asociados a calidad de carne en cerdos.



Gen Halotano

El sector productor de cerdos, a nivel mundial, se ha esforzado en seleccionar cerdos
magros. Sin embargo, a partir de la década de los sesenta, se observo que los resultados
de seleccion iban unidos a una alta mortalidad por estrés. Se detecté que la seleccion de
reproductores con mejores caracteristicas magras y mayor desarrollo muscular implicaba
animales enfermos o portadores de la enfermedad Sindrome de estrés porcino (PSS, por
sus siglas en inglés) o Hipertermia maligna (HM), trasmitiendo a la descendencia el
caracter (Calvo et al., 1997).

El gen RYR1, también llamado gen Halotano, posee una expresion tejido especifico
(musculo esquelético estriado y células de Purkinje en el encéfalo) que codifica para la
proteina Receptor de Ryanodina 1 o Canal liberador de Calcio (CRC) encargado de la
regulacion del transporte de calcio durante la contraccion muscular.

Este gen posee un alelo con una mutacién puntual recesiva en su cadena de ADN y en su
forma homocigota produce el PSS que puede conducir a la muerte del animal en
condiciones de estrés. Ademas, provoca la aparicibn de carnes con aspecto palido,
blando y exudativo (PSE) (O Brien, 1995; Bonelli y Schifferli, 2001; Martinez-Quintana et
al., 2006).

Esta mutacion autosdmica recesiva consiste en la sustitucion de una citosina por una
timina en la posicion 1843 de la secuencia de ADN del gen ryrl, ubicado en el cromosoma
6pl1l-g21 del cerdo, que lleva a la sustitucion de una arginina por una cisteina en la
posicion 615 del CRC del animal afectado (Fuijii et al. 1991).

Los animales con homocigosis recesiva del gen ryrl presentan una activacion
hipersensible del CRC, facilitando su apertura e inhibiendo su cierre, lo que conduce a
una liberacion de calcio continia desde el reticulo sarcoplasmico hacia el citosol del
miocito, aumentando su concentracion. El metabolismo aerdbico, la glucogendlisis y la
glucdlisis se incrementan, agotando el ATP, la glucosa y el oxigeno, produciendo un
exceso de diéxido de carbono, acido lactico, potasio y calor en la sangre, esta
temperatura aumenta ya que la capacidad del animal de perder calor mediante sudor es
practicamente nula, esto hace que sea particularmente sensible a las temperaturas
elevadas, especialmente cuando otros mecanismos de pérdida de calor, como la
vasodilataciéon, se ven comprometidos a consecuencia de la respuesta al estrés. Ademas,
presentan un desorden en el balance de iones intra y extracelular, llevando asimismo a un
acumulo de agua en la célula. La asociacion marcada entre la respuesta al estrés

fisiologico, con hipercatecolemia, produce paro cardiaco. Esta anomalia lleva a un estado
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de contraccion permanente de la célula muscular provocando hipertrofia, con el
consiguiente aumento del desarrollo muscular (Fuji et al., 1991; O Brien, 1995).

Los cerdos con la mutacion en su forma homocigota recesiva presentan afectada la
composicion del tipo de fibra muscular y el tamafio de la fibra, incrementando el
porcentaje de fibras glucoliticas, lo cual conduce a una aceleracion de la disminucién del

pH post-mortem y a la aparicion de carnes PSE. (Lefaucheur, 2001).

Rendimiento Napole

El gen PRKAG3, también conocido como Rendimiento Napole (RN), codifica para la
subunidad gama 3 de la proteina cinasa activada por AMP y esta ubicado en el
cromosoma 15g21-22 del cerdo (Naveau, 1986; Milan et al., 1996). Este gen, posee una
mutacion puntual que remplaza una guanina por una adenina en la posicion 1849 de la
secuencia de ADN y provoca una sustitucion del aminoacido Arginina por una Glutamina
en la posicion 200 (R200Q) de la proteina PRKAGS3, este genotipo se observé solo en la
raza Hampshire (Milan et al., 2000). Esta mutacion afecta la calidad de la carne y baja el
rendimiento para embutidos, debido al aumento del contenido de glucogeno en el
musculo. Esto genera un mayor potencial glucolitico y como consecuencia carnes con un
pH final (24 hs post mortem) mas bajo (<5.5) (Monin y Sellier, 1985; Naveau et al., 1985).
Este pH méas bajo conduce a un doble aumento de la pérdida por goteo, un color méas
palido y una mayor pérdida de liquido durante la coccion (Gariepy et al., 1997).

Su locus esta determinado por dos alelos, RN- (desfavorable) y rn+ (Le Roy et al., 1990).

Receptor de Melanocortina 4

El gen Receptor de Melanocortina 4 (MC4R), localizado en el cromosoma 1922 del cerdo
(Kim et al., 2000a) posee una mutacién puntual de una guanina por una adenina que
provoca un cambio en la cadena de aminoacidos sustituyendo al aspartato en la posicion
298 por una aspargina (asp298asn). Las células que presentan MC4R con el amino&cido
asn298, poseen una menor actividad del receptor y menor acumulacion de cAMP
intracelular en respuesta a la hormona estimulante de melanocitos a (a-MSH,) en
comparaciéon con células que poseen MC4R con asp298 (Kim at al., 2004).
Interesantemente, los individuos homocigotos para el alelo G presentan menor deposicion
de grasa dorsal, menor crecimiento diario y menor consumo de alimento que los

individuos homocigotos para el alelo A (Kim et al., 2000b).
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El desarrollo de cerdos domésticos modernos implicé una seleccion intensiva, que se
centré en un mayor crecimiento en condiciones de alimentacion ad libitum, y esas razas
(por ejemplo, Duroc y Hampshire) tienen una alta frecuencia del alelo MC4R asn298 que
se asocia con un mayor crecimiento y rasgos de ingesta de alimento. Sin embargo, en
razas en crecimiento no seleccionadas (por ejemplo, Meishan chino y jabali europeo) el
alelo asp298 MC4R esta completamente fijado (Kim et al., 2000a; Kim et al., 2000b).

Proteina de unién a acidos grasos de tipo cardiaco

Las proteinas de union a acidos grasos intracelulares (FABP) comprenden una familia de
proteinas que se unen a acidos grasos de cadena larga mediando su transporte en la
célula (Storch y Thumser, 2000).

La proteina de union a acidos grasos de tipo cardiaco (HEART-FABP o H-FABP3), es una
proteina de 15 kDa conocida por su abundante presencia en los tejidos (intestino, higado,
rifidn, glandula mamaria y corazon incluyendo musculo esquelético rojo) e involucrada en
la captacion o utilizacién de acidos grasos de cadena larga (Glatz et al., 2003). El gen
FABP3 también esta relacionado con la acumulacién de adipocitos y con la calidad de la
carne, afectando la variacion fenotipica del contenido de espesor de grasa dorsal y grasa
intramuscular (Gerbens et al., 2000; Li et al., 2010).

Dicho gen se encuentra ubicado en el cromosoma 6g21-26 del cerdo (Gerbens et al.,
1997) y presenta distintos polimorfismos, que en condicibn de homocigosis generan
diferencias significativas, en distintas razas, para contenido de grasa intramuscular,

espesor de grasa dorsal y peso corporal (Gerbens et al., 1999).

La importancia del presente trabajo radica en la caracterizacion de un potencial recurso
zoogenético aun no explorado como es el cerdo criollo costero, utilizado por productores
locales para consumo y venta de productos elaborados. Se estudiard la presencia,
variabilidad y frecuencia de diferentes marcadores moleculares que estan asociados a
calidad de carne con el objetivo de aumentar el conocimiento y hacer un mejor uso de
este recurso genético como asi también promover su preservacion como fuente de

diversidad genética

2. HIPOTESIS
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Los cerdos criollos costeros no presentan variabilidad para marcadores moleculares

asociados a calidad de carne.

3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo general:
Analizar marcadores moleculares asociados a calidad de carne en cerdos criollos

costeros de la Bahia de Samborombon.

3.2.0bjetivos especificos:
» Obtener las frecuencias alélicas de los genes RYR1, PRKAG3, MC4R y FABP3 en
la poblacion de cerdos criollos costeros.
» Determinar las frecuencias genotipicas de los genes RYR1, PRKAG3, MC4R y

FABP3 en la poblacion de cerdo criollo costero

4. PALABRAS CLAVES

Gen Halotano- Rendimiento Napole- Cerdos silvestres- Sindrome de estrés porcino-
carnes PSE- MC4R- FABP3

5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Area de estudio

La Bahia de Samborombon es el humedal mixohalino mas extenso de la Argentina
(244.000 has), esta ubicada en el noreste de la provincia de Buenos Aires, se extiende a
lo largo de 150 kildbmetros sobre la costa occidental del estuario del Rio de la Plata, desde
Punta Piedras (35° 27°S; 56° 45°0) hasta Punta Rasa (36° 22°S; 56° 35°0). Abarca en su
extension, una franja terrestre variable de 2 a 23 km de ancho y una porciéon de aguas
someras hasta la isobata de 3,5 metros. Constituye una zona de interaccion entre los
ecosistemas acuatico y terrestre, y de mezcla entre las aguas del Rio de la Plata y el
Océano Atlantico, lo que crea condiciones ecoldgicas particulares que le permite ser el

sustento de una gran biodiversidad (Figura 4) (Carpinetti et al., 2016a).
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Figura 4: Humedal de la Bahia de Samborombon, Buenos Aires, Argentina
(Fuente: Volpato, 2017)

5.2.Toma de muestras

Se tomaron muestras de tejido muscular de 41 ejemplares de los cuales 15 pertenecen a
machos y 26 a hembras, provenientes de poblaciones ferales de cerdos criollos costeros

cazados en la zona del Canal 1 de la Bahia de Samborombdn (Figura 5), durante las
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tareas de control implementadas por personal del Organismo Provincial para el Desarrollo
Sostenible (OPDS) y que se desarrollan mensualmente dentro del proyecto “Vigilancia
epidemiologica en la poblacion de cerdos silvestres de la Bahia Samborombon:
implicancias para la salud publica, la produccién animal y la conservacién de la
biodiversidad”. Las muestras se conservaron en alcohol 96% a -20°C en el Banco de
Muestras de tejido del Centro de Bioinvestigacion de la UNNOBA.

57" 200'W sroow

Figura 5: Zona de muestreo: Canal 1. Bahia de Samborombon,
Buenos Aires, Argentina. (Fuente: Carpinetti et al., 2016b)
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5.4.Extraccion de ADN

Se tomo6 200 mg de tejido y se colocé en un tubo Eppendorf de 2 ml. Se agregd 1 ml de
solucion de digestion (2% p/v CTAB, 1,4 M NaCl, 15 mM EDTA pH 8, 10 mM Tris/HCI pH
8), mas 5ul de proteinasa K (20 mg/ml). Se colocé en bafio con agitacion a 56°C
overnight. Luego, se agreg6 1ml de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1. Se tomé 700 pl de
la fase superior y se transfirié a un tubo eppendorf de 1,5 ml. Seguidamente, se adiciono
700 pl de isopropanol a -20°C y 70 ul de acetato de sodio 2,5 M. Se mezclé hasta la
aparicién del ADN.

Posteriormente, se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos y se descartd el
sobrenadante. Al pellet, se le agregdé 1ml de etanol 70%, se mezcl6é bien y se volvio a
centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se dejo secar

el pellet. Por ultimo, se resuspendio en 100ul de agua bidestilada y se almacen6 a -20°C.

5.5.RFLP- PCR

> PCR

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 25 ul conteniendo 200
mM de cada dNTP, 6,5 ml de 5X Buffer PCR (Promega) con una concentracioén final de
1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de cada primers, 1 U de Tag polimerasa (Promega) y 100 ng
de ADN gendmico.

Los pasos de PCR fueron llevados a cabo en un termociclador Veriti 96-Well de Applied

Biosystems segun se detallada en la Tabla 1.

» Digestion enzimética

Luego de la amplificacion, a una alicuota de 10 ul del producto de PCR se le adicion6 5ul
de H,O bd y 0,4ul de la respectiva enzima de restriccion (Tabla 1). El producto digerido se
sometié a electroforesis en gel de agarosa al 2% con 0,1 mg/ml de bromuro de etidio,
visualizado con Transiluminador UV y fotografiado usando una camara digital Kodak
EasyShare Z759.

16



MC4R

Tabla 1: Condiciones de PCR vy digestion enzimatica para RFLP-PCR

Forward: 5-GTGCTGGATGTCCTGTGTTCCCT-3’

Primers
Reverse:5-CTGGTGACATAGTTGATGAGGTTTG-3
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 min. 1
94°C 30 seg.
Programa de
i 68°C 30 seg. 40
ciclado
72°C 30 seg.
72°C 7min 1
15°C 0 1
Enzima Tiempo | Temperatura
Digestion
Cfol (Promega) 2 hs. 37°C
bri Forward 5" GGAACGATTCACCCTCAACT 3’
rimers
Reverse 5 AGCTCTGCTTCTTGCTGTCC 3’
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 min. 1
94°C 30 seg.
Programa de
i 68°C 30 seg 40
ciclado
72°C 30 seg
72°C 7 min. 1
15°C & 1
Enzima Tiempo | Temperatura
Digestion
BsrBI (Promega) 2 hs. 37°C
bri Forward: 5-TACCCTGACCATCTTGATTG-3
rimers
Reverse: 5-ATAGCAACAGATGATCTCTTTG -3
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 min. 1
94°C 30 seg.
Programa de
i 55°C 40 seg. 40
ciclado
72°C 30 seg.
72°C 5 min. 1
15°C 0 1
Enzima Tiempo | Temperatura
Digestion
Taql (Promega) 2 hs. 65°C
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bri Forward: 5-ATTGCTTCGGTGTGTTTGAG-3’
rimers
Reverse: 5-TCAGGAATGGGAGTTATTGG-3
Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 5 min. 1
94°C 1 min.
Programa de i
o . 62°C 1 min. 35
o ciclado i
< 72°C 1 min.
LL
72°C 10 min. 1
15°C 0 1
Enzima Tiempo | Temperatura
Digestion
Haelll (4U) (Promega) 2 hs. 37°C

5.6.Frecuencia alélica y genotipica

La frecuencia genotipica se determind dividiendo el numero de cada genotipo sobre el
namero total de genotipos. La frecuencia alélica se obtuvo mediante la suma de la
frecuencia genotipica del homocigota del alelo correspondiente y la mitad de la frecuencia

genotipica de los heterocigotas correspondientes a cada marcador

6. RESULTADOS

6.1.Marcadores moleculares

6.1.1. Gen Halotano

La PCR genera un fragmento de 134 pb que contiene un sitio de corte para la enzima de
restriccion Cfol y genera dos fragmentos de 49 y 85 pb. El alelo dominante (N) de tipo
salvaje (WT, por sus siglas en inglés) posee una C que es reemplazada por una T en el
alelo recesivo desfavorable (n), esto conduce a la pérdida del sitio de corte para la enzima
de restriccion. Por lo tanto, cuando el alelo recesivo esta presente, se observa un
fragmento de 134 pb. De las 41 muestras analizadas todas presentaron los fragmentos
pertenecientes al alelo N (Figura 6). Por lo tanto, no se detectd la presencia del alelo

desfavorable del gen RYR1 causante de PSS y de carne PSE (Gréfico 1)
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HALOTANO
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49p

Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observan los
fragmentos luego de la digestion con la enzima Cfol. Calle 2, 3 y 4:
fragmentos de 85 pb y 49 pb correspondiente al alelo N del marcador
molecular halotano. Calle 1: marcador molecular de 100pb.
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Gréfico 1. Numero de genotipos homocigota dominante (NN),
heterocigota (Nn) y homocigota recesivo (nn). La totalidad de los cerdos
criollos costeros analizados fueron NN.



6.1.2. PRKAG3

El fragmento generado por PCR tuvo una longitud de 249 pb, donde la digestion
enzimatica generd fragmentos de 215 y 34 pb de longitud para los individuos normales
(r+rn+); 249, 215 y 34 pb para los individuos heterocigotas (RN- rn+) y un solo fragmento
de 249 pb para los individuos afectados (RN-RN-), producto de la pérdida del sitio de

corte para la enzima BsrBI provocado por la sustitucion de una G por una A (Figura 7).

Rendimiento Napole

1 2 3 4 5
e
| —
215pb < ——

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observan los
fragmentos luego de la digestion con la enzima BsrBl. Calle 2:
homocigota recesivo, fragmento de 215 pb correspondiente al alelo rn™.
Calle 3: homocigota dominante, fragmento de 249 pb, correspondiente al
alelo RN'. Calles 4 y 5: heterocigota, fragmentos de 249 y 215 pb. Calle
1: marcador molecular de 100pb.

Caso contrario al gen Halotano, el marcador molecular RN presenta un alelo dominante
con una mutacién puntual desfavorable (RN y un alelo recesivo WT (rn*). Por lo tanto,
los genotipos afectados seran homocigota dominante (RN RN") y heterocigotas (RN rn”).
Las muestras de cerdos criollos costeros analizadas presentaron variabilidad para el
marcador en cuestion, obteniéndose 5 genotipos homocigota dominante, 12 heterocigotas
y 24 homocigotas recesivos (Grafico 2) con una frecuencia de 0,12, 0,29 y 0,59,
respectivamente (Grafico 3). La frecuencia del alelo WT (™) fue de 0,73 y 0,27 para el
alelo RN (Grafico 4).
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Grafico 2: Nimero de genotipos para el marcador Rendimiento Napole.
Homocigota dominante (RN" RN, heterocigota (RNTtn") y homocigota
recesivo (r* r"). El nimero de genotipos analizados fue 5, 12 y 24,
respectivamente

FRECUENCIAS GENOTIPICAS

rn+/rn+; 0,59

RN/RN; 0,12

RN/rn+; 0,29

HMRN/RN mRN/m+ mrnt+/rn+

Gréfico 3: Frecuencia genotipica para el marcador molecular Rendimiento Napole
de las muestras analizadas de cerdos criollos costeros. Observandose la mayor
frecuencia para el genotipo homocigota recesivo favorable.
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FRECUENCIAS ALELICAS
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W Frecuencia alelica RN~ m Frecuencia alelica rn+

Gréfico 4: Frecuencia alélica de los alelos dominante (RN) y recesivo (rn*) de
las muestras analizadas de cerdos criollos costeros.

6.1.3. H-FABP3

El fragmento amplificado por PCR posee 816 pb y en su secuencia hay cuatro sitios de
corte para la enzima de restriccion Haelll. Los alelos se indicaron con las letras D y d,
respectivamente. Donde el alelo d se define por la presencia de 4 fragmentos con
longitudes de 405, 278, 117 y 16 pb. El alelo D, posee un polimorfismo generado por una
mutacién puntual que sustituye una G por una C, provocando la pérdida de un sitio de
corte para la enzima y fusionando los fragmentos 405 y 278 generando uno nuevo de 683
pb. Por lo tanto, dicho alelo genera 3 fragmentos de 683, 117 y 16 pb (Figura 8) (Gerbens
et al., 1997).
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observan los
fragmentos luego de la digestibn con la enzima Haelll. Calle 2:
homocigota dominante, fragmentos de 683 pb y 117 pb correspondiente
al alelo D. Calle 3: homocigota recesivo, fragmentos de 405, 278 y 117
pb, correspondiente al alelo d. Calles 4, 5y 6: heterocigotas, fragmentos
de 638, 405, 278 y 117 pb. Calle 1: marcador molecular de 100pb.

De las 41 muestras analizadas 21 individuos presentaron el genotipo DD, 16 individuos
presentaron genotipo Dd y 4 individuos presentaron el genotipo dd (Grafico 5). Se
determind que las frecuencias genotipicas de los individuos homocigota dominante,
heterocigota y homocigota recesivos fue de 0,51, 0,39 y 0,10, respectivamente (Grafico 6)

y que la frecuencia alélica de D fue 0,71 y la frecuencia alélica de d fue 0,29 (Gréafico 7).

NUMERO DE GENOTIPOS
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40
35
30
25
20
15
10

DD Dd dd
Grafico 5: Numero de genotipos correspondiente al marcador molecular H-

FABP3. EI mayor numero de individuos analizados posee el genotipo
homocigota dominante DD.
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FRECUENCIAS GENOTIPICAS
Dd
0,39
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0,10

0,51
MDD mDd mdd

Gréfico 6: Frecuencias genotipicas del marcador molecular H-FABP3. Se observo
mayor frecuencia para los genotipos DD.

FRECUENCIAS ALELICAS

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1

H Frecuencia alélicaD @ Frecuencia alélica d

Gréfico 7: Frecuencias alélicas de los alelos dominante D y recesivo d en
cerdos criollos costeros.

6.1.4. MC4R
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Un fragmento de 226 pb se generd por la amplificacion mediante PCR conteniendo el
polimorfismo en el sitio de corte para la enzima de restriccion Tagl. Luego de la digestion
enzimética se pudo observar que la presencia del alelo con el nucle6tido G generd dos
bandas, una de 156 pb y otra de 70 pb. El alelo con la sustitucién de A en lugar de G,
arroj0 una sola banda de 226 pb, esto se produjo por la pérdida del sitio de

reconocimiento para la enzima de restriccion (Figura 9).

MC4R
1 2 3 4 5 6 7
156ph ¢+ W— — —— e
70pb < - -

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa 2%. Se observan los fragmentos
luego de la digestion con la enzima Tagl. Calle 2 y 3: homocigota para el
alelo G, fragmentos de 156 y 70 pb. Calle 4 y 5: homocigota para el alelo A,
fragmento de 226 pb. Calles 6 y 7: heterocigotas, fragmentos de 226, 156 y
70 pb. Calle 1: marcador molecular de 100pb.

El receptor de melanocortina 4 también presento variabilidad en las muestras analizadas
de cerdos criollos costeros. Se determind que 3 individuos presentaron el genotipo
homocigota para el alelo WT que contiene G, 16 individuos fueron homocigotas para el
alelo mutante que contiene A y 22 individuos fueron heterocigotas con una frecuencia
genotipica de 0,07, 0,39 y 0,54, respectivamente (Grafico 8 y 9). La frecuencia alélica fue

de 0,66 para Ay 0,34 para G (Gréfico 10).
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Grafico 8: Numero de genotipos para el marcador molecular MC4R.
Observandose una mayoria de genotipos heterocigotas.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS

GG
0,07

HGG mGA mAA

Gréfico 9: Frecuencias genotipicas del marcador molecular MC4R de cerdos
criollos costeros de la Bahia de Samborombon.
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Grafico 10: Frecuencia alélica del marcador molecular MC4R. Se observé mayor
frecuencia para el alelo A

7. DISCUSION

En el presente estudio se determind la variabilidad existente de cuatro marcadores
moleculares asociados a calidad de carne en cerdos criollos costeros de la Bahia de
Samborombén. Estos marcadores fueron ampliamente estudiados en diferentes razas
porcinas sujetas a seleccion artificial altamente demandadas en el mercado porcino. Solo
unos pocos estudios se realizaron en cerdos criollos, poniendo de manifiesto la poca
importancia que a estos se les da.

En Argentina, ain no se han caracterizado las poblaciones de cerdos criollos con
marcadores moleculares asociados a calidad de carne, siendo este el primer analisis de
estas caracteristicas. Mientras que en distintos paises de Latinoamérica ya se registran
estudios de caracterizacion molecular en cerdos criollos (Gonzélez Sarabia, 2011; Pardo
Saray, 2016), como también los hay en cerdo ibérico y jabali europeo (Padilla et al.,
2010).

Con respecto al gen Halotano, los cerdos criollos costeros no presentaron el alelo
desfavorable (n) del gen Halotano, obteniendo todos genotipos homocigotas dominantes
(NN). Este resultado coincide con otros estudios realizados en poblaciones de cerdos
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criollos de América Latina (Rodriguez, 2004; Hernandez et al., 2008; Gonzélez Sarabia,
2011). En cerdos criollos de Colombia (Hernandez et al., 2008), se encontraron casos
Halotano positivos y portadores del gen desfavorable recesivo, este resultado se atribuyo
al cruce de estos cerdos con razas comerciales de establecimientos de productores
porcinos.

El alelo con la mutacion recesiva desfavorable se origind en las razas Pietrain y Landrace
Belga producto de una intensa seleccion, donde los genotipos Halotanos positivos
muestran una gran incidencia en estas poblaciones en comparacién con otras razas
(Webb, 1982). Los productores locales de la region que utilizan cerdos criollos costeros de
la Bahia de Samborombon son de escasos recursos y cuentan con instalaciones
precarias. Posiblemente no tienen en sus planteles cerdos de razas comerciales como la
Pietrain o Landrace Belga ya que estas razas son mas costosas y requieren de
instalaciones sofisticadas para su manejo. Esto descarta la posibilidad de una posible
introgresion de la mutacion recesiva del gen Halotano a la poblacion de cerdos criollos
costeros. Ademas, las condiciones ambientales desfavorables en las que se desenvuelve
el cerdo criollo costero son incompatibles con el PSS causado por esta mutacion, lo que
provocaria seleccion natural contra individuos positivos. Por lo tanto, en cuanto a este gen
la poblacién de cerdos criollos costeros tiene una ventaja en comparaciéon con los cerdos
domeésticos de los criadores. Pudiendo en el futuro ampliar esos analisis con vistas a la

utilizacién de carne en sus diversos modos.

El marcador molecular Rendimiento Napole, provoca la condicion de carne acida en
presencia del alelo con la mutacibn dominante RN™ en su forma homocigota. Esta
condicion solo se observa en poblaciones de cerdos que tengan algin componente
genético de la raza Hampshire o en poblaciones con ascendencia Hampshire (Miller,
2000). Pocos estudios se han realizado en relacién a este marcador molecular en cerdos
criollos de América Latina. Tres razas de cerdo criollo colombiano no presentaron el alelo
RN en ninguno de los ejemplares muestreados (Pardo Saray, 2016). Por otro lado,
Gonzalez Sarabia (2011) obtuvo variabilidad en el marcador rendimiento Napole en
genotipos de cerdos criollos mexicanos. Inesperadamente, el cerdo criollo costero
también presento variabilidad para el marcador molecular RN, observandose frecuencias
alélicas similares.

Andlisis filogenéticos de distintas poblaciones del cerdo pel6bn mexicano arrojan una

relacion genética con distintas razas modernas, incluyendo la raza Hampshire,
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dependiendo de la zona de muestreo, demostrando que existe la interaccidon entre los
cerdos criollos y las razas comerciales (Lemus y Alonso, 2005).

La raza Hampshire se introdujo en Argentina en el afio 1918, siendo una de las razas mas
utilizadas junto con la raza Duroc (Vieites, 1997). Por lo tanto, la presencia del alelo RN
en la poblacién de cerdos criollos de la Bahia de Samborombdn podria ser explicada por
la introduccibn de razas modernas portadoras, como la Hampshire, o cerdos
descendientes de esta raza en los establecimientos de produccion porcina que tienen

interaccion con los cerdos criollos costeros silvestres.

El marcador MC4R mostré variabilidad presentando una mayor frecuencia del alelo Ay la
frecuencia de genotipos homocigotas fue mayor para AA. Estos datos se contraponen a
los obtenidos en jabali europeo y en cerdo Ibérico, donde predomina el alelo G (WT) y los
genotipos homocigotas GG, incluso en las poblaciones de jabali europeo el alelo A esta
ausente (Ovilo, 2006). Por lo general, altas frecuencias del alelo A se encuentran en las
razas comerciales las cuales han sido seleccionadas a favor de una mayor velocidad de
crecimiento y consumo de alimento.

En otras razas criollas de América latina también se detectd presencia del alelo A,
probablemente por cruces con razas modernas. De todos modos, se sugiere explotar la
ventaja de este alelo deseado en cerdos criollos (Gonzalez Sarabia, 2011; Pardo Saray,
2016). Por lo tanto, la existencia de variabilidad para este marcador molecular asociado a
calidad de carne en el cerdo criollo costero plantea un aspecto provechoso a tener en

cuenta.

Con respecto al marcador molecular H-FABP3, se observé una mayor frecuencia del
genotipo homocigota DD, con respecto al heterocigota y al homocigota dd.
Consecuentemente, la frecuencia del alelo D (que posee Citosina) es superior al alelo d
(posee Guanina). Caso similar sucede en el cerdo criollo San Pedrefio de Colombia,
observandose frecuencias alélicas parecidas, pero sin presencia de genotipos dd.
Contrariamente, en otras dos razas de cerdos criollos colombianos (Casco de Mula y
Zungo) se obtuvo mayor frecuencia alélica para d (Pardo Saray, 2016).

Por otro lado, en jabali europeo se obtuvo una frecuencia alélica de 0.965 para d y en el
cerdo ibérico una frecuencia de 0,204 para el mismo alelo, observandose una frecuencia
de D (0,796) similar al cerdo criollo costero. En la raza Duroc, el alelo d se lo asocia a un

alto contenido de grasa intramuscular, mayor espesor del tocino dorsal y mayor peso
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corporal, encontrandose en mayor frecuencia que D (Padilla et al., 2010). Este marcador
vario su frecuencia entre las distintas poblaciones de cerdos estudiadas. Por lo tanto, su
introgresion a la poblacién de cerdos criollos costeros pudo darse por cruces con razas

comerciales o por ascendencia.

Estos trabajos demuestran la gran variabilidad existente de los marcadores moleculares
asociado a calidad de carne en las diferentes poblaciones de cerdos. Que también exista
variabilidad en el cerdo criollo costero es un aspecto positivo a tener en cuenta para su

utilizacidbn como recurso genético.

Si bien las propiedades fisicoquimicas de los cerdos criollos costeros de la Bahia de
Samborombén aun no han sido evaluadas, en este trabajo se utilizaron marcadores
moleculares que ya fueron relacionados a diferentes caracteristicas que influyen en la
calidad de la carne en una gran variedad de razas.

En cuanto al gen Halotano, la ausencia del alelo n nos permite asegurar que los cerdos
criollos costeros no presentan el sindrome PSS ni la carne PSE, siendo esto muy
importante en términos econdmicos y en la posible introduccion de estos ejemplares en
sistemas de produccion porcino.

El alelo mutante RN™ en su forma homocigota conduce a una caida del rendimiento y
calidad en la produccién de embutidos (Milan et al., 2000). Los cerdos criollos costeros
son utilizados mayoritariamente para el consumo de estos productos procesados. Por lo
tanto, seria importante que los ejemplares utilizados no sean animales RN'RN". Esto se
podria lograr seleccionando los genotipos rn+rn+ en los establecimientos donde se lleve a
cabo la produccion de embutidos. Para esto es necesario formar un centro genético
porcino local donde se caracterice al cerdo criollo costero y generar reproductores
evaluados genéticamente.

En las razas de cerdos en las que se analiz6 el marcador MC4R se hall6 una relacion
entre el espesor de grasa dorsal, el crecimiento y el consumo de alimentos al alelo A.
Situacién semejante se observo para el marcador H-FABP3, el cual esta relacionado a
deposicion de grasa intramuscular, siendo mayor para el genotipo dd.

Debido a que el cerdo criollo costero presenta los distintos polimorfismos de los
marcadores moleculares analizados, estos se pueden combinar en un posible programa
de mejora y generar variedades locales que se ajusten a los requerimientos de calidad de

carne en beneficio de sus consumidores y productores.
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En las regiones en desarrollo de paises latinoamericanos las iniciativas orientadas a
promover la sustentabilidad agropecuaria son recientes y los enfoques de las politicas de
promocion y desarrollo sustentable deberian estar basados en una agricultura que
promueva la biodiversidad y provoque el minimo impacto ambiental posible (FAO. 2010).
Numerosas familias de paises subdesarrollados o en desarrollo dependen directamente
de la biodiversidad del ecosistema para satisfacer parte o la totalidad de sus necesidades
diarias, constituyendo los recursos genéticos animales un componente vital de esa
biodiversidad.

Los cerdos criollos costeros mantienen su variabilidad genética al no estar sujetos a
seleccion artificial. Por eso es importante establecer métodos de conservacion de la
variabilidad genética existente para evitar la erosion génica de este recurso como sucedio
en el cerdo criollo de cuba, hoy mas cercanos a la raza Hampshire que al cerdo Ibérico
(Martinez et al., 2005)

Los cerdos criollos costeros poseen determinantes genéticos de calidad de carne, ciertas
habilidades digestivas para consumir subproductos fibrosos y tolerancia a condiciones
adversas; estas poblaciones pueden representar recursos genéticos valiosos para la
creacion de razas sintéticas, o como punto de partida para la seleccion de razas
autoctonas mejoradas, teniendo importantes repercusiones comerciales en la
biotecnologia animal, ya que estudios genéticos en cerdos comerciales indican que se ha
ejercido una presiéon de seleccién muy intensa, de forma que la variabilidad genética en
poblaciones comerciales se ha reducido notablemente (Fuijii et al., 1991).

Presentar un producto uniforme en el mercado es un requisito importante para su
comercializacién, se hacen necesarios mayores estudios de los diferentes cerdos criollos,
asi como de los recursos locales que mejoren la eficiencia en su utilizacion; tal como se
ha hecho con los cerdos ibéricos y otras especies criollas. La elaboracién de productos
carnicos diferenciados con mayor valor agregado, podria significar mejoras econémicas

en las sociedades que los producen, la mayoria de ellas rurales.
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8. CONCLUSION

La caracterizacion del cerdo criollo costero mediante marcadores moleculares asociados
a calidad de carne por la técnica RFLP-PCR, permitié detectar variabilidad genética en los
genes PRKAG3, MC4R y H-FABP3. El gen RYR1 solo presentd el alelo favorable,
descartando la posibilidad de las carnes PSE y del sindrome de estrés porcino.

Esta variabilidad es importante debido a las distintas alternativas que ofrece el cerdo

criollo costero para generar carnes de calidad para su consumo.

Es necesario continuar con la caracterizacion de los cerdos criollos costeros y establecer
un plan de conservacion para evitar la pérdida de variabilidad genética debido a la

introducciéon de razas comerciales.

Explotar la variabilidad existente mediante un programa de mejora genética, producir y
promover una variedad local para los productores porcinos de los partidos relacionados a
la Bahia de Samborombdn generaria un nuevo recurso econdmico aumentando su

calidad de vida.

Mas estudios con marcadores moleculares deberian realizarse en las distintas
poblaciones de cerdos criollos de Argentina para explorar su variabilidad genética
relacionada a calidad de carne para futuros programas de conservacion y utilizacién como

recursos genéticos.
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