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|NTRWUCC’ON - ¢ desorden neuromuscular, agotandose el

glucdgeno y el oxigeno, produciendo un
estado de contraccion permanente del
musculo. Lo anterior se conoce como
Sindrome del Estrés Porcino (PSS) o
Hipertermia Maligna (MH), condicién
hereditaria que es producida por una
mutacion en el gen RYR-1 v que se manifiesta
en rigidez muscular, disnea, aumento notable
de la temperatura corporal, taquicardia,
arritmia cardiaca, hipertrofia muscular y
finalmente muerte por paro cardiaco sistélico
(O’ Brien, 1995).

nla produccion de carne de cerdo de
calidad estéan :mpflcét‘%@i 5 varios
aspectos que deben ser tenidos en
cuenta tales como, la raza, la alimentacion vy
el manegjo, 10s cuales pueden ser controlados
directamente por el productor porcicola con
el fin de obtener el volumen v la calidad
deseada. Pero existen otros rasgos que son
inherentes exclusivamente a los individuos,
como las variantes genéticas, las cuales
tienen efectos importantes sobre las
cualidades de la carne y sobre sus El PSS se caracteriza por producir muerte
propiedades de transformacion tecnologica B Ret s cRe s e 1o oIt R et eV e
para la fabricacion de embutidos. & adiferentes actividades y/o condiciones tales
como la monta, el transporte, contacto con
otros animales, temperaturas elevadas,
hacinamiento, ejercicio fisico, privacion de
comida y agua, ambientes nuevos, entre
otros (Shen y col. 1992); asi, como la aparicién
de canales con carne palida, blanda y
exudativa (PSE} o carne oscura, dura y seca
(DFD) (Webb, 1996).
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v codifica para una proteina que
hace parte de las células
musculares. Dicha proteina se
denomar‘-adu ﬂetﬁmmr de
iyanodina ¥ funciona cemo un
::::-*al liberador de calcio que da
nicio al procese de la contraccion
uscular {07 Brien, 1995).

Cuando se presenta una
Jtacion, es decir, una alteracion
n el gen RYR-1, se produce una
proteina receptor de Ryanodina
normal, la cualliberara calcio de
rma contifia provocando un



La carne PSE (Figura 1) es causada en
especial por la rapida descomposicion del
glucogeno antes y después del sacrificio.
El resultado es una carne muy pélida vy
adquiere una acidez pronunciada (valores
de pH 5.4 - 5.6 inmediatamente después
del sacrificio), poca retencién de agua,
poco sabor y color, cualidades netamente
inferiores

coccion,
elaboracion y procesamiento tecnolégico
(Blood y col., 1998; Webb, 1996; Calvo vy
col., 1995).
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Figura 1. Carne PSE.

Figura 2. Carne normal.

La existencia de carne DFD (Figura 3) es
menos frecuente y se produce por la
descomposicion del glucdgeno muscular y por
ende, la poca generacion de acido lactico. La
carne DFD es de calidad inferior, pues el sabor
es menos acentuado y su color oscuro son
poco apetecidos por el consumidor, De igual
manera, tiene una menor vida util por sus
niveles de pH anormalmente altos (6.4 — 6.8),
reteniendo mayor cantidad de agua vy
deteriorandose la canal con facilidad (Webb,
1996; Calvo y col., 1997).
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Figura 3. Carne DFD.

Fuente: www.fan.org

El PSS constituye un problema
importante en la produccion porcina,
representando graves perdidas economicas,
debido al incremento de la tasa de
mortalidad y a que las carnes provenientes
de los individuos afectados no tienen
mercado, son inadecuadas para procesos
tecnolégicos como la produccion de
embutidos y son decomisadas. En Estados
Unidos se han estimado pérdidas de
USD 100 millones anuales debido a carne
proveniente de cerdos con PSS (Kauffman
y col. 1998). Tal hecho ha dependido de la
seleccion negligente o descuidada con
respecto a este sindrome en los programas
de mejoramientc genético, en especial
los programas donde no se tienen en
cuenta los grados de consaguinidad vy
en los programas de seleccion basados
puramente en caracteristicas de
rendimiento y produccion.

Adicional a la tasa de mortalidad y a los
efectos graves en la carne, los individuos
PSS se encuentran relacionados con otros
factores que comprometen la produccién
como son: reduccidén en la fertilidad,
disminucion del tamano de la camada
(Warnants vy col., 1993}, volumen y ndmero
de espermatozoides totales en el eyaculado
significativamente menores. Por este ultimo
factor, los machos PSS no deben ser
utilizados en programas de inseminacion
artificial (Wysocki y col.,1998).

La incidencia del Sindrome del Estres
Porcino y el incremento de las pérdidas
economicas plantea la necesidad de iniciar
programas de seleccion de reproductores
superiores libres de PS5. Para ello, se
emplean las estrategias de la Biologia
Molecular y la Genetica Animal, analizando
el DNA de cada individuo, proporcionando un
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diagndstico claro y cien por ciento confiable
de INDIVIDUOS SANOS NO PORTADORES
HOMOCIGOTOS DOMINANTES (NNJ:
INDIVIDIUOS PORTADORES HETEROCIGOTOS
{Nn) E INDIVIDUOS MUTADOS HOMOCIGOTOS
RECESIVOS(nn), permitiendo proponer
cruces dirigidos con el objetivo de lograr
la exclusion de la mutacién (n) v obtener
descendencias caracteristicas
genéticas deseadas.

EVALUACION DE CERDOS
PARA EL PSS EN ANTIOQUIA

El aumento de la tasa de mortalidad y de
la aparicion de carnes PSE yv DFD en el
Departamento de Antioquia, plantean la
necesidad de seleccionar los reproductores
utilizando marcadores moleculares. La
Cooperativa COLANTA, en convenic con
la Asociacion de Porcicultores de
Antioquia (A.PA.}) v la Asociacidn
Colombiana de Porcicultores (A.C.P),
realizo la evaluaciéon genética de un grupo
de individuos provenientes de diferentes
granjas comerciales.

con

Un total de 418 reproductores, 74 machos
y 344 hembras, fueron seleccionados de 28
explotaciones porcicolas del Departamento
de Antioguia, con el propdsito de realizar el
diagnostico molecular en la muestra
poblacional y determinar la frecuencia de la
mutacion del gen RYR-1.

~ EXTRACCION DE DNA

Se tomaron 409 muestras de sangre,
8 muestras de semen y 1 muestra de
foliculo piloso. Las muestras de sangre
{5 ml) se recolectaron en tubos con EDTA
{Anticoagulante) y se refrigeraron a 4°C hasta
SU procesamiento. El DNA genomico fue
gxtraido a partir de las células nucleadas
“presentes en la sangre utilizando el metodo
e Salting Out. Para las muestras de semen

'MEJORAMIENTO GENETICO

y de foliculo piloso se extrajo el DNA con el
método del Fenol-Cloroformo. El material
genético obtenido fue almacenado a —20°C.

AMPLIFICACION DE DNA

Los primeros utilizados para la
amplificacion fueron seleccionados a partir
de las secuencias reportadas en el Genbank
(M91452) y publicadas en la literatura, las
cuales fueron adecuadas hasta alcanzar la
temperatura correcta de alineamiento.
Se amplificé un fragmento 659 pb del
exon 17 del gen RYR-1 utilizando la técnica
PCR (Polymerase Chain Reaction).

REACCION DE RESTRICCION

El fragmento amplificado fue sometido a
digestion con la enzima de restriccion
ALW21l (Fermentas) por dieciséis horas a
37 °C en un volumen final 20 iL.

PARAMETROS DE ELECTROFORESIS

Los fragmentos amplificados y digeridos
fueron analizados mediante electroforesis
en geles de agarosa de bajo punto de fusién
al 2.5%. Los geles fueron visualizados y
fotografiados bajo luz ultravioleta en un
equipo de fotodocumentacion (Bicanalise).

ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron las pruebas de equilibrio de
Hardy — Weinberg.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos de la reaccién PCR de
659 pb fueron sometidos a digestién con
la enzima de restriccion ALW211. 418
individuos fueron diagnosticados y se
detectaron los tres genotipos. Los productos
de la digestion gue presentan bandas de
524y 135 pb corresponden a animales con
genotipo Homocigoto Dominante NN {SANOS);
524, 358, 166 y 135 pb corresponden a
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animales con genotipo Heterocigotico Nn (PORTADORES) y 358, 166, 135 pb para los animales
con genotipo Homocigoto Recesivo nn (MUTADOS). (Figura 4).

M NN Nt wn NN NN Nn ANn Figura 4. Electroforesis en gel
de Agarosa B.P.F. 2.5%.
Genotipificacion para RYR-1.
Se presentan los productos de
la digestion con la enzima de
restriccion ALWZ11, donde dos
bandas (524 y 135 pb)

iiz ﬁg corresponden al genotipo NN;

cuatro bandas (524, 358, 166 y
166 pb 135 pb) corresponden al
135 pb genotipo Nn y tres bandas (358,

166 y 135 pb) corresponden al
genotipo nn. Carril 1 (M]:
Marcador de peso molecular 50
pb. Carril 2: Macho, Genotipo
NN (Individuo sano). Carril 3:
Macho, Genotipo Nn (Individuo portador). Carril 4: Macho, Genotipo nn (Individuo
mutado). Carril 5: Hembra, Genotipo NN (Individuo sano). Carril 6: Hembra, Genotipo
NN {Individuo sano). Carril 7: Hembra, Genotipo Nn (Individue portador). Carril 8:
Hembra, Genotipo Nn (Individuo portador).

RESULTADOS POBLACION TOTAL EVALUADA

De la poblacion total diagnosticada para N y n (418), 376 individuos
presentaron genotipo Homocigético Dominante NN con una frecuencia
de 0.899; 36 presentaron genotipo Heterocigético Nn con una frecuencia
de 0.086 vy 6 individuos presentaron genotipo Homocigético recesivo nn
para la mutacién del gen RYR-1 con una frecuencia de 0.014 (Grafica 1).
Las frecuencias alélicas para N y n fueron 0.942 y 0.057, respectivamente.

1 b
Gréafica 1. 0,8
Representacidn =
grafica de las 9,81
frecuencias FRECLENCIA :
genotipicas de NN, 041 :
Mn ¥y nn obtenidas 02|
en las
explotaciones 0
1
porcicolas. NN Nn nn
GENOTIPOS
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RESULTADOS GRUPO DE MACHOS REPRODUCTORES

Para el grupo de machos reproductores evaluados (74), 45 individuos presentaron
genotipo Homocigotico Dominante NN con una frecuencia de 0.608; 23 presentaron
genotipo Heterocigotico Nn con una frecuencia de 0.311 y 6 individuos presentaron
genotipo Homocigodtico recesivo nn para la mutacion del gen RYR-1 con una frecuencia

de 0.081 (Grafica 2).

Grafica 2. Representacion grafica de frecuencias genotipicas para NN, Nn y nn obtenidas en
grupo de machos reproductores evaluados.

Se aplico el test de Hardy — Weinberg en
la poblacitn total evaluada y mostrd que las
irecuencias genotipicas observadas son
significativamente diferentes a las
frecuencias esperadas, indicando que la
poblacion analizada no se encuentra en
equilibrio genegtico.

Los valores encontrados muestran un
aumento de individuos homocigotos
recesivos (nn). Estos resultados se deben en
primer lugar, a gue en la poblacién porcicola
analizada los animales no se aparean
azarosamente; en segundo lugar, en las
explotaciones porcicolas se realiza seleccion
de reproductores favoreciendo genotipos,
gde manera que su frecuencia aumenta en
la poblacion a lo largo del tiempo; y tercero,
la introduccion de alelos nuevos en la
poblacion debido a la importacidn de material
seminal y/o animales en pie.

MEJORAMIENTO GENETICO

La frecuencia de la mutacidén en la
poblacién de machos reproductores
analizados es elevada, el 40% de los
machos presentan al menos una copia del
gen mutado (n}, debido probablemente a que
los cerdos nn son seleccionados para
reproductores por tener mayor cantidad de
carne o crecer mas rapido; esta evidencia
suglere que estos parametros de seleccién
por fenotipo conllevara en el futuro al
incremento de la frecuencia de homocigotos
(nn) para el sindrome vy/o la permanencia de
heterocigotos (Nn) en la poblacién;
comprometiendo la tasa de mortalidad vy la
calidad del producto final de la explotacién.
Adicional a la fertilidad y al tamano de camadas,
pues los machos Nn y nn no se recomiendan
para ser utilizados en programas de
inseminacion artificial porgue presentan
volumen y nimero de espermatozoides totales
en el eyaculado significativamente menores.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo investigativo
confirma la presencia en la
poblacion porcicola antioquena
del alelo mutado (n) del gen
RYR - 1 causante del Sindrome
del Estrés Porcino, de
muertes subitas y carnes
PSE y DFD.

Se concluye que la
frecuencia de individuos
heterocigotos (Nn) e individuos
homocigotos recesivos (nn)
para mutacion en la poblacion

aun es elevada, probablemente
debido a altos niveles de
endogamia y a que los cerdos
nn logran reproducirse ya que
son seleccionados por tener
mayor cantidad de carne o crecer
mas rapido; esta evidencia sugiere
que estos parametros de seleccion
por fenotipo conllevara en el futuro al
incremento de la frecuencia de homocigotos (nn)
para el sindrome y/o la permanencia de heterocigotos
(Nn) en la poblacion.

El incremento en las pérdidas econémicas por el sindrome ha llevado a iniciar
programas de seleccion en los diferentes criaderos. Como metodologia de seleccién se
ha implementado la exposicion
de los animales al halotano, ya
que el gen recesivo produce
una alta sensibilidad a la
inhalacion de este anestésico.
Sin embargo, esta metodologia
no resulta ser muy efectiva
porgue no permite seleccionar los
heterocigotos, incrementandose
la incidencia de la anomalia
como consecuencia de los
cruces de los heterocigotos no
detectados, elevandose la tasa
de mortalidad vy la aparicion de
canales PSE y DFD.
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Los resultados del
estudio plantean la necesidad
de iniciar programas de
seleccion asistida por
marcadores geneticos y
programas de cruces
dirigidos, que facilite la
clasificacion de los animales
con mayor precision vy
permita la exclusion del
alelo mutado (n) de la
poblacion y lograr el control
final del PSS.

Por otra parte, el desarrollo
‘de la Biologia Molecular y la
Genética Animal ofrece
informacién directa acerca
‘del patrimonio genético de
Jog individuos v un importante
" nlimero de herramientas para
‘mejorar la calidad del
producto final de las
‘explotaciones porcicolas, y
“en este sentido, los trabajos
investigativos relacionados
tiene un alto potencial ya que
€on su implementacion se
beneficia la empresa privada,
ro sobre todo, los
uctores porcicolas.
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