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Introduccion

Los estrogenos son hormonas esteroide-
as que presentan importantes efectos rela-
cionados con la gestacion y sus funciones
estdn mediadas por los receptores de estré-
genos. El receptor de estrégeno alfa o
ESRI, ha sido considerado como el unico
receptor que mediaba las funciones de la
hormona, hasta la identificacién de un
nuevo receptor de estrégeno llamado beta
o ESR2. Ambos receptores son factores de
trascripcion activados por ligando y pre-
sentan importantes funciones en el des-
arrollo sexual y en los procesos reproduc-
tivos.

El tamafio de camada es uno de los carac-
teres reproductivos mds importantes en la
produccién porcina, ya que el mayor nime-
ro de lechones por camada reduce el coste
unitario por lechén destetado y conlleva un
aumento de los beneficios econémicos para
los ganaderos. El gen del ESR! ha sido pro-
puesto como gen candidato para el estudio
de caracteres reproductivos. ROTHSCHILD et
al. (1996) detectaron un polimorfismo en
este gen que se ha asociado al tamano de
camada en cerdos (SHORT et al., 1997), aun-
que este efecto ha sido objeto de controver-

sia por otros autores (GIBSON et al., 2002;
NOGUERA et al., 2003), que no detectaron
esta asociacién en otras poblaciones.

El gen del ESR2, descubierto mds
recientemente, presenta una alta afinidad
por los estrégenos (TREMBLAY et al., 1997)
y se le relaciona con funciones estrogéni-
cas implicadas en la maduracién y des-
arrollo de foliculos, asi como en la regula-
cién del crecimiento y desarrollo embrio-
nario en el momento de la implantacién
(ROSENFIELD et al., 1999; KOWALSKI et al.,
2002). En un estudio reciente realizado por
nuestro grupo (MuNoz et al., 2004), se
llevé a cabo el mapeo fisico del gen ESR2,
la deteccién de SNPs en diversas poblacio-
nes de cerdos y se realizo el estudio del
efecto de las variantes genéticas detectadas
sobre el tamafo de camada en dos pobla-
ciones de cerdo ibérico.

Debido a la homologia estructural y
fisiolégica que comparten ambos recepto-
res, se considera interesante realizar un
estudio conjunto de ambos genes y de sus
efectos sobre la prolificidad en una pobla-
cion comercial. El presente trabajo resume
los resultados obtenidos hasta la fecha en
esta investigacion.
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Material y métodos

Material

La linea genética utilizada, es una linea
sintética formada durante nueve generacio-
nes, a partir de animales de razas Meishan y
Large White hiperprolifica. Esta nueva linea
de cerdos, conjuga las excepcionales carac-
teristicas maternales de la raza Meishan
(elevada prolificidad, alto nimero de tetinas
y buenas cualidades maternas) y unos ren-
dimientos productivos adecuados a las
demandas europeas de crecimiento y engra-
samiento, aportados por las lfneas hiperpro-
lificas Large White existentes en la actuali-
dad y por la seleccion efectuada con ese
objetivo.

ESRI

Secuenciacion del ADNc

Para identificar otros SNPs de interés
localizados en la regién codificante, se rea-
1iz6 ]a secuenciacion del ADNc del ESRI.

Las muestras utilizadas para la sintesis y
secuenciaciéon de ADNc corresponden a teji-
do ovdrico y a misculo, obtenido de seis
cerdas de raza ibérica (2 Guadyerbas y 4
Torbiscal) y a dos cerdas de la linea sintéti-
ca citada. Los tejidos fueron recogidos en
nitrégeno liquido y conservados a -80°C. El
ARN total se purificé a partir de 100 mg de
muestra utilizando el reactivo Tri Reagent
(Sigma), y se utiliz6 directamente como
molde para la transcripcién inversa, median-
te el enzima Superscript Il (Invitrogen) y
hexdmeros aleatorios, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. El producto de la
retrotranscripcion se utilizé para la amplifi-
cacién por PCR de cuatro fragmentos sola-
pados del ADNc, utilizando cebadores dise-

nados a partir de la secuencia publicada del
mRNA completo del gen ESR/ porcino
(Genbank n°® acceso Z37167). Las secuen-
cias de los primers utilizados y los tamafios
de los fragmentos amplificados se detallan
en el cuadro 1.

Las reacciones de PCR se realizaron en
volimenes de 25 ml, conteniendo buffer
estandar 1X, 200mM dNTPs, 2mM MgClL,,
0,5mM oligos, 0,75U Tth (Biotools) y 2ml
ADNc. Las condiciones de amplificacién
fueron de 94° durante 5min, seguido de 40
ciclos de 94° (30s), T? anillamiento especi-
fica de cada pareja de oligonucledtidos,
indicada en el cuadro 1, (30s), 72° (45s) y
una extension final de 72° durante 10 min.
Las amplificaciones se realizaron en un ter-
mociclador PTC-100 (MJ Research, Wa-
tertown, MA). Los fragmentos obtenidos se
purificaron con el kit de Amersham PCR
purification (Bioscience) y se secuenciaron
utilizando el kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencig Kit en un secuenciador automa-
tico ABI-3100 (Applied Biosystems). Se
utilizé el paquete de programas DNAstar
para la edicién y alineamiento de las
secuencias obtenidas (aplicaciones Editseq
y Megalign).

Genotipado PCR-RFLP

Se realiz6 el genotipado del polimorfis-
mo PCRRFLP Pvull, en 266 muestras de
ADN genémico de cerdas de la linea sinté-
tica con datos de tamafio de camada,
siguiendo el protocolo descrito por SHORT
et al. (1997). Este polimorfismo descrito
por ROTHSCHILD et al. (1996), es un SNP
localizado en regi6n no codificante.

ESR?2

La secuenciacién del ADNc, la deteccidn
de un SNP en la posicién 949 en el ex6n 5
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Cuadro 1. Primers utilizados en la secuenciacion del ADNc

Fragmento Secuencia cebadores T* anillamiento Tamano
Extremo 5"-ex| 5-TAACCGCGGGCTGTGCTCTTCTTC-3' 65°C 5100b
5'-CCGCTCGGCTCATTCTCCAGGTAA-3' P
Exl1-ex4 5'-GCCGCAGCTCTCGCCCTTCCT-3' 62°C 501pb
5-ACCGCTTCATTCCTGCCCTCTCCA-3' P
Ex4-ex6 5'-GGGGGATACGGAAAGACC-3' 57°C 551pb
5-ACGGAAGCGAGATGATGTAGC-3' g
Ex6-ex8 5-TGTGTCGAGGGAATGGTGGAG-3' 58°C 540pb

5'-TCAGATTGTGGTGGGGAAGTT-3'

del gen ESR2 y el disefio de los cebadores y
protocolo de genotipado mediante PCR-
RFLP, aparece detallado en un trabajo pre-
vio realizado por nuestro grupo (MUNOZ ef
al., 2003). Se genotiparon para este SNP
267 cerdas de la linea sintética.

Estudio de asociacion

Se realizé un andlisis de asociacién de
los polimorfismos descritos en los genes
ESRI y ESR2 con caracteres reproductivos
(nacidos vivos, NV). Para ello se ha conta-
do con 927 registros de tamano de camada
de 330 cerdas de la linea sintética, 64 de
ellas con genotipo desconocido.

Se empleé un modelo animal con repeti-
bilidad en el que se consideraron como efec-
tos fijos el afio-época de parto (con 6 nive-
les) y el genotipo del individuo para el SNP
del gen ESRI (con 4 niveles: AA, AB, BB o
desconocido) o del gen ESR2 (con 4 niveles:
AA, GA, GG o desconocido). La heredabi-
lidad y el efecto permanente estimados a
partir de todos los registros fueron respecti-
vamente 0.140 = 0.029 y 0.007 + 0.001. Se
realizaron andlisis independientes para el
primer, segundo y tercer 0 mds partos.

Resuitados y discusion

ESR1

Se ha obtenido la secuencia de bases de
un total de 1885 pb correspondientes al
ADNCc del gen ESR]. Esta secuencia corres-
pondiente al fragmento comprendido entre
las posiciones de la base 3 del extremo 5"y
la base 1888 del exo6n 8, cubre la totalidad
del ADNc. Las secuencias obtenidas en las
seis hembras de raza Ibérica son idénticas a
la publicada (Genbank n® acceso 237167).
En las dos secuencias obtenidas en hembras
de la linea sintética se han identificado 5
SNPs. La posicién y caracteristicas de estos
SNPs se describen en el cuadro 2.

Ninguno de los 5 SNPs detectados en los
individuos de la linea sintética produce un
cambio aminoacidico en la proteina codifi-
cada.

Estudio preliminar de asociacion para los
genes ESR1 y ESR2

El efecto de los distintos genotipos de los
genes ESR/ y ESR2 sobre el nimero de
lechones nacidos vivos, ademas del naimero
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Cuadro 2. SNPs detectados en la secuenciacion del ADNc del gen ESR1 en individuos de
diversas lineas

SNPex3 SNPex$5 SNPex7 SNPex8-1 SNPex8-2

Posicion Z37165 669 1227 1452 1665 1755
Individuo

Torbiscal 1 TT CC CcC TT AA
Torbiscal 2 TT CcC CcC TT AA
Torbiscal 3 TT cC CC TT AA
Torbiscal 4 TT Ccc cc TT AA
Guadyerbas | TT CC CcC TT AA
Guadyerbas 2 1T cC CcC TT AA
Sintética | CT CC CcC CcC GG
Sintética 2 TT CT CT CcC GG

de cerdas y nimero de partos empleados en
cada uno de los analisis, se muestran en los
cuadros 3 y 4, respectivamente. Se estimo el
efecto aditivo del gen como la diferencia
entre los homocigotos y el efecto dominante
como la diferencia del heterocigoto respecto
de la media de los homocigotos.

Como puede observarse, el efecto de los
genotipos del gen ESRI sobre el nimero de
nacidos vivos, fue muy pequefio. Ni las dife-
rencias ni los efectos fueron significativos en
ningln caso, al contrario de lo descrito por

ROTHSCHILD et al. (1996) y SHORT et al.
(1997) en el que el alelo B presentaba un
importante efecto favorable sobre el tamafio
de camada en las razas Large White,
Meishan y lineas sintéticas de ambas.

Sin embargo, nuestros resultados con-
cuerdan con trabajos posteriores realiza-
dos tanto en un cruce experimental F,
entre lineas de las mismas razas Large
White y Meishan (GIBSON et al, 2002)
como en distintas poblaciones de cerdas
Landrace hiperprolificas (NOGUERA et al.,

Cuadro 3. Efecto del gen ESR/ sobre el tamano de camada

Primer parto

Segundo parto

Tercer o mas partos

Ncerdas NV Ncerdas NV Nccrdas partos NV
Genotipos
AA 29 0.00 30 0.00 28 36 0.00
AB 116 -0.44 (0.76) 113 0.63 (0.74) 95 136 0.12 (0.71)
BB 108 -0.01 (0.77) 102 0.72 (0.76) 80 127 0.24 (0.72)
Desconocido 64  -0.02 (0.82) 45 0.36 (0.85) 19 21 0.40 (1.02)
Total 317 290 222 320
Efecto
Aditivo -0.00 (0.39) 0.36 (0.38) 0.12 (0.36)
Dominante -0.43 (0.50) 0.27 (0.52) -0.00 (0.48)
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Cuadro 4. Efecto del gen ESR2 sobre el tamafio de camada
Primer parto Segundo parto Tercer o mds partos
Ncerd:\s NV Ncerdas NV cerdas Nparms NV
Genotipos
AA 15 0.00 15 0.00 13 18 0.00
GA 96 1.47 (1.01) 93 0.63 (1.01) 79 107 -1.41 (0.95)
GG 143 1.00 (1.00) 138 0.96 (1.00) 112 176 -1.31 (0.94)
Desconocido 63 1.24 (1.05) 44 0.56 (1.09) 18 19 -1.14 (1.22)
Total 317 290 222 320
Efecto
Aditivo 0.50 (0.50) 0.48 (0.50) -0.66 (0.47)
Dominante 0.97 (0.62) 0.15 (0.62) -0.75 (0.58)

2003), en los que no se encontraron efec-
tos significativos.

Con respecto al gen ESR2, cabe destacar la
disparidad entre el genotipo favorable (GG)
para el primer y segundo parto, respecto del
genotipo favorable para tercer y siguientes
partos (AA). Sin embargo, en ningtin caso las
diferencias fueron significativas.

La significacién de los efectos observados
puede estar condicionada por el reducido
niimero de registros disponibles, ya que la fre-
cuencia de aparicion de los tres genotipos en
la poblacién analizada fue muy diferente,
siendo relativamente baja la frecuencia del
genotipo AA (5.99%) frente al GA (37.83%)
y GG (56.18%). Por lo tanto, seria aconseja-
ble ampliar estos estudios a un mayor nimero
de animales de modo que pueda estar mejor
representado el genotipo minoritario AA.
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