Estimado socio de AIDA:

Es un motivo de alegria y orgullo para todos los socios de AIDA que la Web of Science, del
Institute for Scientific Information, haya incluido recientemente a nuestra revista ITEA en
sus bases de datos “Science Citation Index Expanded” y “Jounal Citation Reports/Science
Edition,” junto a las revistas cientificas mas prestigiosas. ITEA es una de las pocas revistas
cientificas en espafiol incluidas en el ISI.

El proceso ha sido largo. Hace poco mas de tres afios, la revista de nuestra Asociacion (ITEA)
comenzdé una nueva etapa comprometida con la difusién de la informacién técnica de cali-
dad en el campo agricola. El fruto de este esfuerzo ha sido una revista que retne el interés
y el rigor de su contenido con una presentacion atractiva. Al mismo tiempo fue solicitada su
evaluacién para su inclusiéon en el SCl Expanded, que ahora ha concluido con resultado posi-
tivo. A nuestro parecer, dos factores han influido decisivamente en este hecho. Primero,
mantener unos criterios de calidad en una revista, tanto en contenidos, como en puntuali-
dad; y segundo, la internacionalizacion mediante la creciente inclusion de articulos de
autores de otros paises de habla espafiola.

Desde la Asociacion tenemos el convencimiento de la necesidad de una revista cientifica en
el campo agrario con calidad y rigor, que utilice el espafiol. El espafiol es una lengua amplia-
mente utilizada en el mundo y es, ademas, el vehiculo de informacion técnica de gran parte
de los trabajadores en el campo agricola, asi que sentimos plenamente justificada la exis-
tencia de ITEA. Pero solo sera posible si se envian trabajos para su publicacion y si estos tra-
bajos son reconocidos mediante las oportunas citas en otras publicaciones. De esta manera
se reflejarad su verdadero impacto.

Préximamente, la revista pasard a gestionarse electrénicamente gracias a la infraestructura
proporcionada por RECYT, lo que contribuira a una mayor accesibilidad y visibilidad de los
contenidos de ITEA. Por otra parte, se estudia la futura creacién de un Consejo Asesor, for-
mado por profesionales reconocidos que colaboren en en la definicién de la politica edito-
rial y que contribuyan a su evaluacion y seguimiento. Estas medidas ayudaran a mantener a
ITEA en los estandares de calidad mas exigentes.

Sin embargo, es preciso solicitar de nuevo la colaboraciéon de todos los socios de AIDA, bien
apoyando la revista con las cuotas de socio, bien aportando los resultados del trabajo en
forma de articulos cientificos originales, de divulgacion, de revisiéon o de informes. Ademas,
serd necesario citar sus articulos en nuestras publicaciones, de manera que su impacto
pueda ser medido. Esto sera fundamental para seguir manteniendo la calidad de ITEA y su
inclusién en las bases de datos mas prestigiosas.

Muchas gracias y enhorabuena






Editorial

La XIV REUNION NACIONAL DE MEJORA GENETICA ANIMAL se ha celebrado en Sevilla, en
concreto en la sede de la Excma. Diputaciéon Provincial de Sevilla, entre los dias 19y 21 de
Junio de 2008. En esta edicion, el responsable de su organizacién ha sido el Departamento
de Ciencias Agroforestales de la Universidad de Sevilla.

El objetivo general de esta Reunion es fomentar el intercambio de informacién cientifica
entre grupos espafnoles y extranjeros dedicados a la “Mejora Genética Animal (MGA)" en
un sentido amplio. Se pretende cubrir los aspectos metodolégicos de Genética Cuantitativa
y la descripcién de situaciones concretas de programas de mejora ganadera, actualmente
en aplicacién. También se pretenden tratar las tecnologias actuales de manejo y conserva-
ciéon de poblaciones animales en peligro de extincién, asi como las técnicas moleculares
(mas metodoldgicas) para la caracterizacion de las producciones animales. La Reunién se
constituye un punto de encuentro para conocer los avances cientificos - tecnolégicos - socia-
les en la MGA, permitiendo el intercambio de conocimientos y de experiencias entre inves-
tigadores que trabajan en este campo de la Mejora Genética.

La MGA no sélo se configura en el siglo XXl como una herramienta de importancia para
conseguir explotaciones ganaderas rentables sino para lograr incrementar las producciones
de alimentos de “calidad” y con “garantia”, asegurar el bienestar animal y conservar la bio-
diversidad de los recursos genéticos animales locales en un marco sustentable. Por ello la
practica de la mejora genética es cada vez mas una labor a desarrollar en equipo con la
colaboracion de especialistas en distintas disciplinas, dentro de las cuales, han tomado gran
relevancia en los Ultimos afios la aplicacién de nuevas tecnologias reproductivas y el desa-
rrollo tecnolégico en los campos de la Gendémica y Protedmica, con la decodificacién de los
genomas de multiples organismos vivos y el desarrollo de las nuevas tecnologias para la
identificacion de las funciones de los genes que estd permitiendo desarrollar técnicas para
obtencion de datos gendmicos a gran escala (high throughtput).

Por todo ello, la XIV Reunién Nacional de Mejora Genética Animal consciente de la impor-
tancia de la innovacioén cientifica como elemento primordial en la mejora del conocimiento
ha apostado, de manera decidida, por crear un encuentro activo, donde se dé respuesta a
los nuevos retos a los que se enfrenta la MGA en un marco de actuacién globalizado que
sirva de referencia de la actividad cientifica e investigadora en el campo de la Genética apli-
cada a la producciéon animal. Los temas principales que se han debatido durante el trans-
curso de la Reunién de MGA son:

— La Genética Molecular Aplicada: Nuevas aplicaciones de la Genética Molecular, Gendmica,
Transcriptomica y Protedmica.

— Los nuevos criterios de seleccién y las metodologias de Valoraciéon Genética.

— Los Esquemas de Seleccién y Mejora. Aspectos organizativos y limitantes en nuestro pais.

— Mejora genética y gestion de pequefias poblaciones.

Mercedes Valera Cordoba
Profesora Universidad de Sevilla
Secretaria de la XIV Reunion
Nacional de Mejora Genética Animal



Fe de erratas

En el articulo titulado “Caracteristicas de calidad y composiciéon de distintos cultivares de
coliflor con destino al procesado minimo"” del vol. 104 (1), en la tabla 3, los resultados
deben expresarse en (mg acidoclorogénico/g MS).
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Queridos comparfieros y amigos:

En nombre del Grupo de Investigacién en Alimentos de Origen Vegetal de la
Comunidad Auténoma de Aragén, quiero expresaros nuestro agradecimiento por contar
con vuestra confianza para la organizacion del IX Simposio Nacional y VI Ibérico de
Maduracion y Postrecoleccidn, que se celebrara en Zaragoza del 23 al 26 de septiembre
de 2008.

El programa cientifico, constara de 5 Sesiones sobre distintos aspectos de interés.
Para cada sesion estamos recabando la colaboracién de invitados que son autoridades
a nivel internacional en su area y que protagonizaran las conferencias plenarias. Habra
también tiempo para la presentacién de comunicaciones orales y deseamos prestar una
especial atencién a los posters, dejando tiempo para su consulta mientras se toman los
cafés y dedicando una hora para su discusion bajo la direccion y moderacién de los
miembros del Comité Cientifico.

Estamos organizando el Simposio entre varias instituciones (UZ, CSIC-EEAA,
CITA, CTA), reflejando asi la multidisciplinariedad de nuestro Grupo de Investigacion y
del propio &mbito en el que todos nosotros trabajamos. Esta no es la principal novedad
del evento. Encontraréis una ciudad milenaria, renovada con ocasién de la EXPO 2008,
que manteniendo su tradicional hospitalidad y sin olvidar sus origenes, ofrece una ima-
gen nueva, moderna y dinamica.

Trataremos de que nuestra reunién bianual sea satisfactoria en todos los
ambitos, cientifico, social y cultural. Pero para ello es imprescindible vuestra participa-
cién y vuestras aportaciones cientificas, que en cada edicién se van superando en cali-
dad y en cantidad.

La sede escogida para celebrar el congreso se encuentra en el mismo centro
de la ciudad, a muy poca distancia de los principales hoteles. Para los viajes hasta Zaragoza
se ha negociado un descuento especial con RENFE. Estos y otros aspectos podréis consul-
tarlos en la pagina www.postcosecha2008.com. No obstante, periédicamente os envia-
remos noticias y recordatorios de las fechas clave, que muy pronto tendréis en esa web.

Por ultimo, reiteraros nuestra mas cdlida invitacién a participar en un evento
que nos permite conocer los aspectos mas actuales de la maduracién y la postrecolec-
cién, y también mantener y estrechar las relaciones personales entre los investigadores
que dedicamos nuestro esfuerzo y nuestra ilusiéon a estos aspectos de la Ciencia.

Dra. Rosa P. Oria Almudi
Catedratica de Tecnologia de los Alimentos
Universidad de Zaragoza

IX Simposio-Nacional y VI Ibérico GOZA;
sobre Madwraciow y Postcosechov 2008
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Genética Molecular Aplicada: Nuevas Aplicaciones de la
Genética Molecular, Genémica, Transcriptomica y Proteémica

A. Reverter

CSIRO Livestock Industries, 306 Carmody Rd., Brisbane, QLD 4067, Australia

E-mail: Tony.Reverter-Gomez@csiro.au

Resumen

En el presente articulo se ofrece una revision del impacto que hasta la fecha han tenido las nuevas téc-
nicas moleculares en el campo de la evaluacion y mejora genética animal. Tres componentes diferen-
ciados se abordan incluyendo la prediccion del valor mejorante, la identificacion de expresion dife-
rencial a nivel del ARN, y los usos de las técnicas protedmicas. El articulo termina con la presentacion,
abierta a discusion, de una serie de consejos personales de uso practico.

Palabras clave: Genética animal, Genémica animal, Proteémica animal

Summary

Applied Molecular Genetics: New Applications of the Molecular Genetics, Genomic, Transcriptomic

and Proteomic

The present article offers a review of the impact that the new molecular techniques have had, and are
having, in the field of genetic evaluation and improvement of livestock. Three clearly differentiated
components are being discussed including the prediction of breeding value, the identification of
differential expression at the level of the RNA, and the uses that proteomics techniques have revealed.
The article finishes with the presentation, open for discussion, of a series of practical suggestions.

Key words: Animal genetics, Animal genomics, Animal proteomics

Introduccion

La avalancha de herramientas moleculares
genéticas, gendmicas, transcriptomicas y pro-
tedmicas de la ultima década ha dejado al
genetista cuantitativo dedicado a la mejora
genética animal en una situacién que sélo se
puede clasificar de perversa. Cuando las carac-
teristicas del tipo de datos que una herra-
mienta emergente se consiguen entender
hasta el punto de poder usar la informacion
que aporta de una manera coherente, dicha
herramienta se ve sustituida por una nueva
supuestamente mas eficaz y paradéjicamente
tanto o mas asequible que la anterior.

Al mismo tiempo, parametros tan basicos
y perfectamente conceptualizados en el
campo de la genética cuantitativa tradicio-
nal como es la heredabilidad se ven, en la
era gendémica, perturbados en su significado
e incluso en ocasiones ignorados (Visscher et
al., 2008).

Ante semejante incongruencia, resulta per-
tinente reflexionar sobre cuales han sido, y
estan siendo, las aplicaciones de la genética
molecular en el campo de la evaluacién y
mejora genética animal y concentrandose
en el impacto, no sélo cientifico sino tam-
bién practico, que se puede atribuir a dichas
aplicaciones.
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El presente articulo ofrece un recuento, aun-
que no exhaustivo, si con el suficiente alcance
como para abordar los tres componentes
principales incluyendo la prediccién del valor
mejorante, los estudios de expresion de genes
a nivel del ARN, y los usos que hasta la fecha
se han dado de las técnicas protedmicas. Revi-
siones similares se encuentran en Prayaga y
Reverter (2007) y en Kadarmideen y Reverter
(2007). Para el caso particular de los avances y
aplicaciones gendémicas en especies ganade-
ras, revisiones Utiles incluyen las de Andersson
y Georges (2004) y la de Womack (2005).

Finalmente, y puesto que el presente trabajo
forma parte del la sesion plenaria que abre la
Xl Reunién Nacional de Mejora Genética Ani-
mal que se celebrara en Sevilla del 19 al 21 de
Junio del 2008, me he tomado la libertad de
usar una estructura menos rigida que la de los
articulos puramente cientificos y adoptando
un todo divulgativo, y en ocasiones hasta
jocoso, con la esperanza de despertar un dia-
logo ameno y, si cabe, una controversia sana.

Material y métodos y ...a veces Resultados

Prediccion del Valor Mejorante —
De ‘Caja Negra’ a ‘Cuarto Oscuro’

La prediccién de fenotipos y la estimacién
de la contribucién genética usa herramien-

A. Reverter ITEA (2008), Vol. 104 (2), 73-82

tas maduras. Sin embargo, la base genética
que, en mayor o menor medida, gobierna
dichos fenotipos sigue mayormente desco-
nocida. Estimas precisas de pardmetros
genéticos, incluyendo heredabilidades vy
correlaciones genéticas aditivas para carac-
teres de interés se obtienen resolviendo las
ecuaciones de modelo mixto de Henderson
(Henderson, 1984), las cuales implementan
ideas que basan su origen en Fisher (1918).
Desde mitad de la década de los 80, dichas
herramientas se han usado de forma rutina-
ria para la realizacion de la evaluacién y
selecciéon genética de especies ganaderas
mediante predicciones lineales e insesgadas
de los valores mejorantes. Mientras tanto,
los genes causantes del mérito genético, o
de la susceptibilidad a enfermedades, asi
como el mecanismo por el cual dichos genes
actuan se han considerado una ‘caja negra’.

De cara a entender dicho mecanismo, esca-
neos gendémicos de baja densidad se han
usado en varias especies (Patterson et al.,
1988; Andersson et al., 1994; Georges et al.,
1995) siendo la intencién principal la locali-
zacioén de ‘quatitative trait loci’ (QTL) y usan-
do métodos que en su mayoria se disefiaron
en la década anterior (Geldermann, 1975;
Soller et al., 1976; Lander y Botstein, 1989;
Soller, 1990). Sin duda, QTL se han localizado
usando estos procedimientos, y muchos
parecian tener un efecto mucho mayor que
el inicialmente esperado. La tabla 1 presenta

Tabla 1. Informacién sobre QTL existentes en cuatro especies ganaderas segun la base de datos
AnimalQTL (http://www.animalgenome.org/QTLdb/) en su versién 6 (8 de Enero del 2008).
Table 1. Information about existing QTLs in four livestock species according to the AnimalQTL
Database (http://www.animalgenome.org/QTLdb/) as per Release 6 (Jan. 08, 2008).

Cerdo Vaca Pollo Oveja
N° Publicaciones 113 71 45 14
N° QTLs 1.831 1.123 657 53
N° Caracteres 316 101 112 28
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el numero de publicaciones, QTLs y caracte-
res para cuatro especies ganaderas y de
acuerdo a la base de datos AnimalQTL
(http:/Awww.animalgenome.org/QTLdb/). Cabe
destacar que, incluso cuando la mutacién
responsable o causal de algunos de estos
QTLs también ha sido identificada, la predic-
cion fiable del fenotipo sigue ausente,
excepto en los pocos casos en los que el gen
mayor se ha identificado (Dekkers, 2004).

Acto seguido, varios métodos se propusie-
ron para incorporar variaciones del ADN en
la seleccion asistida por marcadores (MAS
por ‘marker assisted selection’) usando
modelos de herencia mixta que combinan el
componente poligénico con un componen-
te debido al efecto del QTL (Fernando y
Grossman, 1989; Goddard, 1992; Hoeschele,
1993; Van Arendonk et al., 1994; Saito y
Iwaisaki, 1996; FRISCO y Melchinger, 2005 y
2006; Lee y Van der Werf, 2008). Sin embar-
go, los beneficios del MAS estan limitados
por la proporcion de la varianza genética
explicada por el QTL (Meuwissen y Goddard,
1996) y la incorporacién de varios QTL en
estos modelos representa una carga compu-
tacional prohibitiva.

Anticipando la llegada de escaneos genémi-
cos de alta densidad basados en ‘single
nucleotide polymorphisms’ (SNP), modelos
tedricos, denominados seleccién genémica
(Meuwissen et al., 2001; Gianola et al., 2006;
Habier et al., 2007) han demostrado, con
datos simulados, que dichos métodos serian
capaces de producir predicciones del valor
mejorante con precisién equivalente o supe-
rior a la obtenida con métodos tradicionales.
Dependiendo del método usado (medias
minimo cuadraticas, predicciones lineales
insesgadas, o métodos Bayesianos), dichos
estudios parecen indicar que la seleccién
gendmica puede generar predicciones con
precisién mayor al 70%. Hasta la fecha, y
aunque se sabe que la seleccion gendémica
ya se practica a nivel comercial por lo menos
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en ganado vacuno lechero, el Unico estudio
publicado con datos reales (Valdar et al.,
2006) us6 1.904 ratones y 13.459 SNPs. En
dicho estudio, los autores hallaron que la
varianza genética basada en QTLs era, como
media, un 73% de la estimada con métodos
tradicionales basados en pedigris, aunque
no intentaron predecir el fenotipo. La
expectativa es que tamafos muestrales limi-
tados resultaran en correlaciones pequefas
entre valores mejorantes estimados via
pedigris y los estimados via seleccion gené-
mica, y que la magnitud de dicha correla-
cion dependera en gran medida en el méto-
do usado (Meuwissen et al., 2001).

Sin embargo, mientras la seleccion genémi-
ca se hace, si se hace, una realidad rutinaria
que sustituya a los métodos tradicionales en
la seleccién genética animal, la disponibili-
dad de genotipados de SNPs en altas densi-
dades ya estd dando resultados tanto en el
campo de la identificacién nuevos QTL
(Barendse et al., 2007) como en el de muta-
ciones causales de fenotipos de interés
(Charlier et al., 2008).

Finalmente, y de forma similar a lo que el
uso de los SNPs estd dando en genética
humana con respecto a la caracterizacion de
grupos étnicos, se espera que las mismas
técnicas permitan avanzar estudios filoge-
néticos en razas de especies ganaderas asi
como la reconstruccion precisa de genealo-
gias. La Figura 1 presenta coémo un simple
andlisis de grupos jerarquizados aplicado a
los 189 terneros genotipados por ~10 mil
SNPs en Barendse et al. (2007) permite la
distincién de las 7 razas ahi representadas.

Libertad de Expresiéon —
Bienvenido Mr. Microarray

Uno de los mejores intentos a ‘iluminar el
cuarto oscuro’ se debe a los estudios de
expresion genética via microarrays. De forma
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resumida, las cadenas de ARN mensajero
localizadas a nivel citoplasmatico se evaltan
de forma exhaustiva. Lo que inicialmente se
practicaba creando microarrays especificos a
partir de librerias de clones extraidas de teji-
dos concretos (por ejemplo los casos de mus-
culo y grasa en bovino de Lehnert et al.
(2004), sistema inmunolégico en bovinos
(Donaldson et al., 2005) y sistema inmunolé-
gico en porcino (Moser et al., 2004)), ha pasa-
do arealizarse usando microarrays de ambito
global y creados por laboratorios comerciales
(por ejemplo, Affymetrix y Agilent).

Aunque la aplicaciéon de microarrays en espe-
cies ganaderas se limita basicamente a los
altimos cinco anos, la adopcion de dicha téc-
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nica ha sido tan extendida que resulta impo-
sible realizar una revision exhaustiva. Sin
embargo, la mayoria de los experimentos de
microarray se pueden clasificar en una o mas
de las siguientes cuatro categorias: 1) Genes
que muestran expresion diferencial entre
fenotipos diferentes o extremos; 2) Genes
que muestran expresion diferencial entre
condiciones ambientales distintas; 3) Genes
que muestran expresion diferencial en series
de tiempo correspondientes a desarrollos
biolégicos como crecimiento; y 4) Genes que
muestran expresion diferencial entre genoti-
pos distintos. La tabla 2 presenta una serie de
estudios publicados en cada una de dichas
categorias y para varias especies ganaderas.

Tabla 2. Estudios de expresién genética en especies ganaderas segun cuatro posibles categorias de
hipotesis bioldgica
Table 2. Livestock microarray gene expression profiling experiments according to four possible
categories of biological hypotheses

Categoria Especie Fenotipo Tejido/Célula Genes Referencia

1. Fenotipos Cerdo Fertilidad Ovario 71 Caetano et al. (2004)
Cerdo Fertilidad y Respiratorio Yeyuno 25 Machado et al. (2005)
Cerdo Pleuroneumonia Leucocitos 96 Moser et al. (2008)
Cerdo Enteritis Gastrico 300 Niewold et al. (2005)
Vaca Respiratorio Leucocitos 243 Murphy et al. (2006)
Vaca Johne's disease Leucocitos 52 Skovgaard et al. (2006)
Oveja Nematodos gastro-intestinales Duodeno 41 Keane et al. (2006)

2. Ambientes Vaca  Restriccion nutricional Musculo 57 Byrne et al. (2005)
Vaca  Restriccion nutricional Musculo 78 Lehnert et al. (2006)
Vaca  Stress del Transporte Leucocitos 88 Sporer et al. (2008)
Cerdo Salmonella Choleraesuis Pulmon 23 Zhao et al. (2006)

3. Desarrollo Cerdo Miogénesis Musculo 18 Cagnazzo et al. (2006)
Vaca Miogénesis y Adipogénesis Musculo 335 Wang et al. (2005a)
Vaca  Adipogénesis (in-vitro) Células madre 158 Tan et al. (2006)
Vaca Immunodepresion post-parto Leucocitos 18 Burton et al. (2003)
Oveja Dermatogénesis Piel 132 Norris et al. (2005)

4. Genotipos Vaca  Wagyu y Holstein Mdusculo 17 Wang et al. (2005b)
Vaca Wagyu y Piamontes Musculo Lehnert et al. (2007)
Cerdo Durocy Pietrain Musculo 9 Cagnazzo et al. (2006)
Pollo  Arbor Acres (broiler) Grasa 67 Wang et al. (2006)

y Bai'er (ponedora)




A. Reverter ITEA (2008), Vol. 104 (2), 73-82

Muchos grupos de investigacién, algunos
con caracter internacional, se han especiali-
zado en experimentos de microarray a gran
escala. Ejemplos incluyen el CSREES en EEUU
(http://www.csrees.usda.gov/nea/animals/an
imals.html), el BBRSC en el Reino Unido
(http//Awww.bbrsc.ac.uk/science/areas/as.html),
el SABRE en Europa (http://www.sabre-eu.eu),
el FUGATO en Alemania (http:/www.fuga-

to-forschung.de), el Beef CRC en Australia
(http://www.beef.crc.org.au) y SheepGeno-
mics también en Australia (http:/www.she-

epgenomics.org.au).

Proteina Linda de Espectrometria de Oro

Protedmica es la mas reciente de las aplica-
ciones de la genética molecular y consiste en
el estudio de la identidad y cantidad de pro-
teinas presentes en un tejido determinado.
Sin embargo, debido principalmente a su
alto costo, las aplicaciones protedmicas en
animales se limitan mas a la creacién de
vacunas y/o al estudio de zoonosis transmisi-
bles al hombre, y menos a la produccién y
mejora genética animal. Otra importante
limitacién es que sélo se pueden detectar las
proteinas que estén caracterizadas y alma-
cenadas en una base de datos a disposicién
del usuario. Mientras es relativamente facil
detectar la presencia de proteinas cuya
secuencia se haya altamente conservada
entre especies (y que por lo general son
también proteinas altamente expresadas),
el cambio de un solo aminoacido en una
proteina puede resultar en un cambio dras-
tico en su masa peptidica.

En medicina humana, una alternativa al uso
de roedores consiste en el estudio de enfer-
medades que ocurren de forma natural en
especies ganaderas puesto que dichas enfer-
medades presentan una patologia clinica y
molecular muy similar a las enfermedades
analogas en humanos. Esto ha dado lugar a
lo que se conoce como ‘Medicina Compara-
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da’y al establecimiento de bases de datos
gue catalogan enfermedades animales here-
ditarias como el Online Mendelian Inheri-

tance in Animals (http://omia.angis.org.au;
Nicholas 2003).

Trabajando con ovino, Morphew et al. (2007)
realizaron un estudio proteémico de parasi-
tos hepaticos. Comparando el jugo biliar de
ovejas infestadas con el de ovejas sanas, los
autores identificaron la presencia de seis
proteinas que potencialmente se prodrian
usar como biomarcadores.

También en ovino, la paratuberculosis, cono-
cida también como enfermedad de Johne’'s,
se ha visto implicada como posible factor en
el desarrollo de la enfermedad de Chrohn’s
en humanos. Hughes et al. (2007) comparé
micobacterias obtenidas de muestras de ani-
males enfermos con micobacterias cultivadas
en vitro. Diez proteinas se identificaron como
sobre-expresadas en las muestras animales.
Aunque el principal uso de dicho estudio con-
siste en el desarrollo de vacunas en medicina
animal, también dicho estudio aporta conoci-
mientos fundamentales en la relacion entre
parasito y huésped que son de aplicacién a
otras especies incluidas la especie humana.

Un ejemplo claro de medicina comparada
usando vacuno es el estudio de Weekes et
al. (1999) sobre dilatacion miocardica, una
enfermedad hereditaria en los cruces entre
Simmental y Holstein, y cuya etiologia en
humanos es multifactorial y va desde infec-
ciones virales a excesos de alcohol y otros
agentes toéxicos. Los autores identificaron la
presencia de 35 proteinas diferencialmente
expresadas entre tejido ventricular de vacu-
no afectado y control.

Finalmente, y quizas no de forma sorpren-
dente, de entre los caracteres productivos
de interés puramente comercial, la calidad
de carne ha merecido recientes estudios en
protedmica. Sayd et al. (2006) estudiaron los
mecanismos bioquimicos relacionados con
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el color de la carne de cerdo. Los autores
encontraron que mientras los musculos
oscuros poseen una abundante cantidad de
proteinas mitocondriales, indicando un
metabolismo oxidativo, los musculos claros
presentan una abundancia de proteinas
citoplasmaticas relacionadas con la glicolisis.
De forma similar, Bauchart et al. (2006) apli-
caron espectrometria de masas para identi-
ficar las proteinas presenten en varias mues-
tras de carne de ternera cocinadas.

Discusion ...y consejos finales

No cabe duda que el furor que las herramien-
tas moleculares ha traido entre los cientificos
dedicados a la mejora genética animal no esta
ajeno a una serie de criticas y polémicas que se
repiten de forma mas o menos constante,
pero siempre mas evidente entre los asisten-
tes a congresos. Derivados de experiencias
personales, a continuacién se recogen una
serie de conclusiones y consejos finales.

Ojo con la contaminacion intercisplinaria

Una condicién necesaria, aunque no sufi-
ciente, para un uso exitoso de herramientas
moleculares es la inclusion de personal
investigador en el grupo de investigacién
con una buena base biolégica en areas
como por ejemplo bioquimica, fisiologia,
etc. Sin embargo, encontrar el balance ade-
cuado para cada proyecto especifico puede
conducir a la creacién de grupos excesiva-
mente heterogéneo donde las prioridades
cientificas estan poco o mal canalizadas.

Escoge tus cartas y juega a lo grande

“La genética molecular lleva prometiendo,
prometiendo y prometiendo, pero hasta la
fecha lo que mds ha generado ha sido
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decepciones” (congresista amigo, 2008).
Aunque es posible que la busqueda de QTLs
sea uno de los fallos mas espectaculares de
la ciencia en la ultima década, no es menos
espectacular el tamafio de los grupos y pro-
yectos que han montado algunos individuos
que han sido capaces de transmitir el entu-
siasmo por las técnicas moleculares.

No descuides la importancia del
componente cuantitativo

Una conclusién que se deriva de los dos con-
sejos anteriores es que la demanda por gene-
tistas cuantitativos con habilidad para mane-
jar y analizar de forma rigurosa grandes
volumenes de datos seguira en aumento.

Fenotipo, fenotipo, fenotipo

Finalmente, una conclusién errénea que se
deriva de las promesas ya mencionadas es
que cada vez hard menos falta fenotipar a
los individuos, o a sus parientes, para poder
dar una prediccion de su valor genético.
Esto es una fantasia. En realidad, los centros
que sigan manteniendo sus recursos anima-
les (a ser posible no roedores), con capaci-
dad para fenotipar una gran variedad de
caracteres y con una buena coleccién de
bancos de tejidos seran los que en mejor
posicion se hallen de cara a conseguir finan-
ciacion.
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Figura 1. Andlisis de grupos jerarquizados aplicado a los 189 terneros genotipados por ~10 mil SNPs
en el trabajo de Barendse et al. (2007).
Figure 1. Hierarchical cluster analysis applied to the 189 steers that were genotyped for ~10
thousand SNPs in the work of Barendse et al. (2007).
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Resumen

El objetivo del presente estudio es la localizacion de regiones genémicas con influencia sobre caracte-
res de morfologia mamaria en ganado ovino, utilizando la metodologia de genome scan, o barrido
genodémico. Con este fin, se ha analizado una poblacién comercial de ganado ovino de raza Churra,
organizada en un disefio hija compuesto por 8 familias de medio-hermanas. Un total de 182 marcado-
res genéticos, distribuidos uniformemente a lo largo del genoma ovino autosémico, fueron genotipa-
dos en la poblacién objeto de estudio. Como medidas cuantitativas se utilizaron las desviaciones cal-
culadas para los caracteres de morfologia mamaria considerados en el programa de mejora genética
de la raza ovina Churra: insercion de la ubre, posicién de los pezones, tamaio de los pezones, profun-
didad y forma global de la ubre. Para la identificacion de los QTL se realizé un analisis de regresién de
los fenotipos con marcadores flanqueantes. El andlisis del genoma para el conjunto de la poblaciéon
permitio la identificaciéon de 11 regiones asociadas con estos caracteres, al nivel chromosome-wise, en
los siguientes cromosomas: 4, 6, 7, 8, 10, 14, 15, 20, 22, 23 y 26. Para las asociaciones significativas se
debe realizar una verificacion previamente al abordaje del mapeo fino.

Palabras clave: QTL, Ovino de leche, Morfologia mamaria, Barrido genémico

Summary

Analysing the ovine genome to detect QTL for mammary morphology: preliminary results

The objective of this work was the identification of chromosomal regions influencing udder
morphology traits in dairy sheep by using the genome scan approach. For this purpose, we have
analyzed a commercial population of Spanish Churra sheep organized according a daughter design,
which included 8 half-sib families. A total of 182 genetic markers, evenly distributed along the ovine
autosome, were genotyped in the studied population. As quantitative measurements for the analysis,
we used the yield deviations calculated for each of the udder traits considered in the breeding
program of Churra sheep: udder attachment, teat position and teat size, udder depth and udder
shape. A multimarker regression analysis was used to detect QTL. The whole genome analysis allowed
the identification of 11 chromosome-wide significant regions associated with the traits analyzed in
the following chromosomes: 4, 6, 7, 8, 10, 14, 15, 20, 22, 23 y 26. Confirmation of the detected effects
is required before attempting future fine mapping studies on these regions.

Key words: QTL, Dairy sheep, Udder morphology, Genome scan
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Introduccion

Los caracteres relacionados con la morfolo-
gia mamaria en ganado ovino de leche son
de gran importancia ya que determinan la
adaptabilidad al ordefio mecanico e influ-
yen de forma significativa en el rendimiento
productivo del animal. Al igual que la mayor
parte de los caracteres de interés econémico
en las especies de abasto, estos caracteres
estan sometidos a un control genético com-
plejo. Desde el punto de vista genético
resulta interesante dilucidar la arquitectura
de estos caracteres y un primer paso es la
deteccion de los genes o QTL (Quantitative
Trait Loci) que controlan las diferencias
fenotipicas observadas. En el ganado vacu-
no se han realizado numerosos estudios
sobre diversos caracteres morfoloégicos, fun-
damentalmente en el ganado vacuno de
raza Frisona (Schrooten et al., 2000; Hien-
dleder et al., 2003, para una revisién gene-
ral visitar la siguiente URL: http://www.ani-
malgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/qgtraitolo
gy?class_ID=1005).

En el ganado ovino la utilizaciéon de estos
caracteres, en los programas de mejora ha
sido mucho mas reciente. El programa de
mejora genética del ganado ovino de raza
Churra incluye, desde el afo 2002, cinco
caracteres lineales utilizados para valorar la
morfologia mamaria como objetivo secun-
dario de seleccién. Dentro de un proyecto
general de busqueda de QTL con influencia
sobre los caracteres con importancia econoé-
mica en el ganado ovino de leche, el objeti-
vo del presente articulo es la identificacion
de los fragmentos génicos portadores de
genes con influencia sobre los caracteres de
morfologia mamaria en la raza ovina Chu-
rra. En este articulo se presentan los resulta-
dos globales de este analisis genémico, y su
estudio comparativo con QTL previamente
descritos en otras poblaciones de ganado
ovino y vacuno.
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Material y métodos

El “disefio hija” descrito por Soller & Genizi
(1978) ha sido utilizado para estudiar la
segregacion de marcadores genéticos en una
poblacién comercial de ganado ovino de
raza Churra, que incluyé un total de 542 ani-
males pertenecientes a 8 familias de medio-
hermanas. Todos los animales incluidos en el
estudio formaban parte del Nucleo de Selec-
cién de ANCHE (Asociacion de criadores de
Ganado Selecto de Raza Churra) y fueron
generados mediante inseminacion artificial.
Los marcadores genéticos analizados incluye-
ron un total de 182 marcadores genéticos
(181 microsatélites y 1 SNP), distribuidos uni-
formemente a lo largo del genoma autosé-
mico ovino. A partir de los datos genotipicos
obtenidos para estos marcadores se constru-
yeron los mapas de ligamiento de los 26
autosomas ovinos para esta poblacion, utili-
zando el programa CRIMAP (Green et al.,
1990). Los marcadores incluidos en el analisis
de ligamiento, junto con las distancias gené-
ticas entre marcadores han sido descritos pre-
viamente (Gutiérrez-Gil et al., 2008).

Los datos fenotipicos considerados en el
analisis fueron los correspondientes a los
cinco caracteres lineales que se utilizan para
valorar la morfologia mamaria en el ganado
ovino de raza Churra: el tamafo y posicion
de los pezones, la profundidad de la ubre, la
insercién mamaria y la forma global de la
ubre (De la Fuente et al., 1996). Las medidas
cuantitativas consideradas en el andlisis de
QTL fueron los valores YD (yield deviation).
Estos valores se obtuvieron corrigiendo las
valoraciones fenotipicas de cada uno de los
caracteres estudiados para los factores
ambientales que influyen en la varianza de
estos caracteres (la ronda de calificacion, la
edad de la oveja y la fase de lactacion).

El andlisis de QTL se realizé utilizando el pro-
grama HSQM (Coppieters et al., 1998), que
implementa el método de regresion con mar-
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cadores multiples desarrollado por Knott et
al. (1996). Este analisis aplica un modelo de
un Unico QTL para cada posicion del genoma,
de acuerdo con los mapa de ligamiento pre-
viamente desarrollados para la poblacién en
estudio. El valor maximo del estadistico obte-
nido en el analisis para cada combinacién
cromosoma-caracter fue considerado como
significativo cuando superé el nivel de signifi-
cacion del 5%, determinado mediante 10,000
permutaciones al nivel chromosome-wise
(Churchill y Doerge, 1994) y de tendencia en
caso de que el valor chromosome-wise supe-
rase el umbral de significaciéon 10%. Los valo-
res de significaciéon al nivel genome-wise se
calcularon utilizando una correccién de Bon-
ferroni, siguiendo las indicaciones De Koning
etal. (1999). A partir del analisis intrafamiliar
se obtuvieron los estimaciones de los efectos
de substitucion alélica segregantes.

Resultados y discusion

Para el mapa de ligamiento construido para
la poblacién en estudio, el contenido de
informacion para la identificacién de QTL
alcanzé un valor promedio por cromosoma
cercano al 60%. El andlisis de regresion
para toda la poblacién detecté once regio-
nes cromosémicas con una significacién
sugestiva, cinco de ellas con un valor P < 0.05
chromosome-wise (P)). (tabla 1). Ninguna de
estas regiones alcanzo el nivel de significa-
cibn genome-wise.

El QTL que presentd una mayor significacion
(P, = 0.0136) fue localizado en el extremo
proximal del cromosoma 7 para el caracter
posicién de los pezones, seguido por el efec-
to identificado en el cromosoma 20 para el
caracter profundidad de la ubre (P_=0.016).
Los otros tres QTL con P_ < 0.05 fueron
detectados en los cromosomas 14, 15y 26
para los caracteres profundidad de la ubre,
forma global de la ubre e insercion mama-
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ria, respectivamente. Las regiones detecta-
das con un valor P_ < 0.10 afectaron a los
caracteres forma global (cromosomas 4 y
23), profundidad de la ubre (cromosomas 6
y 8), posicion de los pezones (cromosoma
10) y tamafio del pezén (cromosoma 22). El
numero de familias segregantes para cada
QTL varié entre unay tres.

La respuesta a la seleccién conseguida me-
diante la aplicacién de los métodos clasicos
de la mejora genética podria verse incre-
mentada de manera significativa si se cono-
cieran las variantes alélicas del genoma que
influyen sobre los caracteres sometidos a
seleccion. De ahi, el gran esfuerzo que la co-
munidad cientifica ha dedicado en la ultima
década a la identificaciéon de regiones cromo-
sdmicas o QTL relacionadas con caracteres de
interés econémico en las especies de abasto
(http://www.animalgenome.org/QTLdb/).

Los resultados del presente estudio sugieren
la segregacion de QTL con influencia sobre
caracteres de morfologia mamaria en el
ganado ovino de raza Churra, tal y como se
esperaria de una poblacién con un esquema
de seleccién relativamente reciente (descrito
por de la Fuente et al., 1995). El analisis de
regresion aplicado en el presente trabajo
permitio la localizaciéon de once regiones con
una indicacion estadistica de ser portadoras
de QTL para estos caracteres. Aunque ningu-
no de estos QTL alcanzé una significacion al
nivel genome-wise, cuatro de ellos fueron
significativos al nivel "sugestivo” propuesto
por Lander and Kruglyak (1995). Para estu-
dios de asociacion en animales de abasto,
este nivel de significacion es considerado mas
apropiado que otras correcciones altamente
conservadoras, tipo Bonferroni, debido al
limitado poder estadistico de dichos experi-
mentos. Siguiendo el método descrito por
Weller et al. (1990), el poder de nuestro expe-
rimento para detectar un QTL que explica un
0,3 de la varianza fenotipica de un caracter
de heredabilidad 0,3, seria aproximadamen-
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Tabla 1. Caracterizacion de los posibles QTL identificados en este estudio, al nivel chromosome-wise
(Pc < 0.1), en relacion con caracteres de morfologia mamaria
Table 1. Characterization of the putative QTL identified in the present study for udder morphology
traits at the chromosome-wide level (Pc < 0.1)

Cromosoma Caracter cM Intervalo Efecto de substitucion alélica
(P) flanqueante (puntos de escala lineal)

4 Forma de la ubre 23 [BMS1172-MCM144] 0,58-0,75
(0,057)

6 Profundidad de la ubre 1 [INRA133-MCM53] 1,05-1,13
(0,06)

7 Posicion del pezon 17 [BM3033-BMS528] 0,74-1,53
(0,0136)

8 Profundidad de la ubre 25 [BM1227-CSSM25] 0,74-1,45
(0,0524)

10 Posicion del pezén 5 [AGLA226-BMS975] 0,57-1,69
(0,082)

14 Profundidad de la ubre 1332 [MCM104-BM6507] 1,7
(0,045)

15 Forma de la ubre 1 [MCMA16-BR3510] 0,47-1,5
(0,036)

20 Profundidad de la ubre 8 [INRA132-DYA] 0,52-0,68
(0,016)

22 Tamarfio del pezén 2 [MAF36-TGLA429] 1,23-1,75
(0,067)

23 Forma de la ubre 86 [MCM136-URB031] 1,07-1,65
(0,093)

26 Insercidon de la ubre 75 [CSSM43-BM203] 0,61-0,79
(0,026)

te del 30% (asumiendo una tasa de error tipo
I del 5%, y un 10% de recombinacién entre el
marcador y el QTL). Asi pues, es probable que
un numero substancial de auténticos QTL
segregantes en esta poblacién no hayan sido
identificados en nuestro andlisis. Por ello
hemos elegido la indicacion estadistica P <
0.1 (chromosome-wise) como indicadora de
la presencia de QTL en la poblacién. El uso de
este nivel estadistico puede determinar que
varias de estas regiones sean falsos positivos.
Por ello se debe realizar una confirmacion de
las diferentes regiones en nuevas familias de
la poblacién, como paso previo al abordaje

del mapeo fino y la posible identificacion de
las mutaciones causales responsables de los
efectos detectados.

El efecto de mayor significaciéon detectado en
nuestro estudio afecté al caracter posicion de
los pezones en el cromosoma 7. Este caracter
es de una gran importancia en producciéon de
leche de oveja, ya que determina la adapta-
ciéon del animal al ordefio mecanico. No exis-
ten estudios anteriores que relacionen esta
region con la morfologia mamaria en oveja,
aungque la region ortéloga bovina, situada en
el cromosoma 10, parece estar asociada a
este tipo de caracteres (Schrooten et al.,
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2000; Hiendleder et al., 2003). Para este
mismo caracter se identifico otro efecto sig-
nificativo al 10% chromosome-wise en el
extremo proximal del cromosoma 10. El otro
caracter analizado en relaciéon a los pezones
solo presenté una tendencia significativa (Pc
< 0.1) en el extremo distal del cromosoma 22.
Para el caracter profundidad de la ubre se
detectaron dos QTL al nivel chromosome-
wise, en los cromosomas 14y 20, y dos regio-
nes con tendencias significativas (Pc < 0.1) en
los cromosomas 6 y 8. Este caracter esta rela-
cionado con el recuento de células somaticas
(Fernandez et al., 1997; Legarra y Ugarte,
2005), y por lo tanto mediante la seleccion
para el mismo se conseguiria, teéricamente,
mejorar indirectamente el estado de salubri-
dad de la leche. Coincidiendo con el QTL
localizado en el cromosoma 20, el sequndo
efecto mas significativo de nuestro estudio,
se han descrito QTL para altura lateral de la
ubre y el grado de separaciéon de las mamas
en una poblacién de retrocruzamiento obte-
nida mediante el cruce de las razas Sarda X
Lacaune (Casu et al., 2004).

Para el caracter forma global de la ubre se
identificd una regidn significativa en el cro-
mosoma 15, junto con tendencias significa-
tivas en los cromosomas 4 y 23. Este caracter
es un indice complejo que engloba a los
demas caracteres, y con su mejora se conse-
guiria una ubre con mayor adaptacion al
ordefio mecanico.

El QTL identificado en el cromosoma 26 fue

el unico efecto significativo detectado para
el caracter insercién de la ubre, un caracter
de gran importancia, ya que se relaciona
con la capacidad de la mama para soportar
mejor la mayor produccién de leche. Este
QTL es coincidente con varios QTL relaciona-
dos con caracteres de morfologia mamaria
en el ganado ovino (Casu et al., 2004; Bari-
llet et al., comunicacion personal), asi como
en la regién ortéloga del genoma bovino
(Schrooten et al., 2000).
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Las regiones aqui identificadas suponen el
punto de partida para estudios posteriores
centrados en el incremento de los marcado-
res analizados y la re-definicion de los inter-
valos de confianza de los QTL identificados,
con el objeto de identificar genes candidatos
en relacién al efecto detectado en el barrido
genoémico inicial. Los grandes esfuerzos des-
arrollados por la comunidad cientifica en el
estudio de la secuenciacién y organizacion de
los genomas bovino y ovino [ej. anotacién
del genoma bovino (www.ensembl.com),
genoma virtual ovino (Dalrymple et al.,
2007)], asi como las expectativas derivadas de
los ultimos avances metodolégicos (secuen-
ciacion de ultima generacién, el SNP-chips,
etc) facilitardan, en gran medida, la ardua
tarea de mapeo fino y clonado de QTL.
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Resumen

El objetivo de este estudio es analizar las diferencias en la expresién de genes y proteinas en tres esta-
dios reproductivos en cerdas. Con el fin de caracterizar los cambios en los perfiles de expresién, se
hibridé RNA de ovario de cerdas en celo, 15 y 45 dias de gestacién en microchips porcinos. Se detecta-
ron diferencias de expresion en 281 genes (probabilidad posterior <10-'") entre los tres momentos
reproductivos analizados en ovario. Uno de estos genes, la vinculina, mostré una expresién 100 veces
mayor en celo comparado con 45 dias de gestacion. Por ello, fue escogido para realizar un andlisis de
expresion proteica mediante inmunohistoquimica y analisis western blot. Los resultados obtenidos
mediante inmunohistoquimica muestran mayor cantidad de vinculina en celo que a 30 dias de gesta-
ciéon. Para esta misma proteina, los resultados sugieren la existencia de diferencias significativas entre
ovarios de cerdas en celo y a 45 dias de gestacion mediante la técnica western blot.

Palabras clave: Vinculina, Inmunohistoquimica, Western blot, Microarrays

Summary

Study on the differential gene expression and distribution of the vinculin in the ovary of sows

The objective of this experiment is to study genes and proteins differing across reproductive stages in
swine. RNA from ovary, from sows on heat, 15 and 45 days of pregnancy have been hybridised in por-
cine oligonucleotide microchips to characterize changes in gene expression profile between different
reproductive stages. Expression differences in 281 genes (posterior probability <10-'") have been found
between expression at different stages in ovary. One of these genes, vinculin, showed 100 times more
expression on heat than at 45 days of pregnancy, so we chose that gene for immunohistochemistry and
western blot analysis. On immunohistochemistry we found that ovaries of sows on heat showed stron-
ger vinculin staining than ovaries stroma of sows at 30 days of pregnancy. On western blot, significant
differences appeared only between heat and 45 days of pregnancy.

Key words: Vinculin, Immunohistochemistry, Western blot, Microarrays
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Introduccion

El tamafo de camada es un caracter de gran
importancia econémica en porcino. Por ello,
conocer la arquitectura genética del tama-
Ao de camada, asi como de sus componen-
tes principales, como la tasa de ovulacién,
puede resultar de gran ayuda en la seleccién
de la prolificidad. Ademas, el analisis prote-
omico de aquellos genes diferencialmente
expresados permite comprobar si la expre-
sion diferencial de los genes se corresponde
con una expresion diferencial a nivel protei-
co. Con el objetivo de caracterizar dichas
diferencias, se realizaron experimentos de
microarrays, inmunohistoquimica y western
blot con tejido ovarico de cerdas.

Material y métodos

Microarrays

Se recogieron muestras de ovario de un total
de 22 hembras F, provenientes de un cruce
de una poblaciéon de raza Ibérica con una de
raza china Meishan. Las hembras se encontra-
ban en distintos momentos del ciclo repro-
ductivo (celo, 15 y 45 dias de gestacion, tabla
1). Se extrajeron muestras de ARN que fue-
ron hibridadas en microchips de porcino
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(GeneChip® Porcine Genome Array, Affyme-
trix). El control de calidad fue realizado con
los paquetes Affy y Simpleaffy del programa
Bioconductor (R, www.bioconductor.org).
Todos los arrays pasaron con éxito el control
de calidad y fueron utilizados en los analisis
posteriores, que consistieron en un procesa-
miento previo de los datos con el algoritmo
RMA (Bolstad et al., 2003) y un analisis esta-
distico utilizando estadistica Bayesiana
(GEAMM; Casellas et al., 2008). Las diferen-
cias se testaron mediante el modelo mixto
siguiente,y=XA+Z,G+Z,TE+e, dondeyera
el vector de registros de expresion génica, X,
Z,y Z, eran las matrices de incidencias para
los efectos de array (A), gen (G) e interaccion
entre tejido y estado fisiolégico dentro de
gen (TE), (para este trabajo sélo se tuvieron
en cuenta los niveles de TE correspondientes
al ovario), y e era el vector de residuos.

Inmunohistoquimica

Utilizamos muestras de ovario de 4 cerdas
comerciales, dos en celo y dos a los 30 dias de
gestacion (tabla 1). El anticuerpo primario uti-
lizado fue anti-vinculina monoclonal de ratén
(clon 7F9, Chemicon) en una dilucién 1:800, y
como anticuerpo secundario anti-lgG de
raton biotinilado (Vectastain ABC kit, Vector).

Tabla 1. Nimero y tipo de cerdas usadas en cada experimento
Table 1. Number and type of sows used in each experiment

Microarray Western blot  Inmunohistoquimica
Tipo de cerdas Cruce F2 Cruce F2 Comercial
Estadio reproductivo
Celo 8 8* 2
15 dias de gestacion 8 8*
30 dias de gestacion 8* 2
45 dias de gestacion 6 6*
60 dias de gestacion 6*

* Las muestras para el analisis western blot no estan totalmente analizadas.



M. Martinez-Giner et al. ITEA (2008), Vol. 104 (2), 89-93

Western blot

Utilizamos muestras de ovario proveniente
de los animales F, utilizados en el experi-
mento de microarrays (celo, 15y 45 dias de
gestacion), ademas de otras hembras F, a 30
y 60 dias de gestacion (tabla 1). La extracciéon
de proteina se realiz6 segun el protocolo
descrito en Lonergan et al. (2001). El anti-
cuerpo primario utilizado fue anti-vinculina
monoclonal de ratén (clon 7F9, Chemicon)
en una dilucién 1:1000 y como control utili-
zamos anti-B-actina monoclonal de ratén
(ab8226, abcam) en una dilucién 1:2000. El
anticuerpo secundario fue anti-IgG de ratén
conjugado con peroxidasa (A2554, Sigma)
en una dilucién 1:400. El analisis de los datos
se realizé mediante el modelo siguiente, y =
XG + Z,E + e donde y era el vector de regis-
tros de intensidad de banda, Xy Z, eran las
matrices de incidencias para los efectos de
gel (G) y estadio reproductivo (E) y e era el
vector de residuos.

91

Resultados y discusion

Microarrays

Los resultados de microarrays mostraron una
gran cantidad de genes diferencialmente
expresados en ovario a lo largo del ciclo repro-
ductivo de la cerda (figura 1). Se observaron
2.829 genes con una probabilidad posterior
de semejanza menor a 0,01y 1,5 veces mayor/
menor expresion. Siendo mas restrictivos y
tomando una probabilidad posterior menor a
10" y un ratio de 10 veces mayor o menor
expresion, aun observamos 281 genes dife-
rencialmente expresados. Uno de estos genes
fue el de la vinculina, que mostré una expre-
sion mas de 100 veces mayor en celo compa-
rada con 45 dias de gestacion. Por esta razén
fue escogida para realizar un analisis de
expresion proteica mediante inmunohistoqui-
mica y western blot. La vinculina es una prote-
ina importante en la unién entre células y esta
presente sobre todo en los tejidos epiteliales.

2500
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o 1500
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-
a2
g 1000
= 1399 1468
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0 r 1 185
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Figura 1. Numero de genes diferencialmente expresados al comparar distintos estadios reproductivos
con una probabilidad posterior <0,01 y un ratio >1,5 6 <0,66.
Figure 1. Number of genes differentially expressed by comparison between reproductive stages with
posterior probability p<0.01 and ratio >1.5 or < 0.66.
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Inmunohistoquimica

Observamos una mayor cantidad de vinculi-
na en las células de la teca y la granulosa en
todos los estadios de desarrollo folicular y
en epitelio, comparado con el estroma ova-
rico. Al ser la vinculina una proteina impor-
tante en la formacién de las uniones entre
células, resulta esperable encontrar niveles
mas altos en células con mayor adhesién,
como es el epitelio. También observamos
una mayor cantidad de vinculina en ovarios
de hembras en celo (figura 2) comparado
con los ovarios de hembras a 30 dias de ges-
tacion, lo que corrobora los resultados obte-
nidos en el experimento de microarrays,
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relacionandose asi el nivel de expresién
génica con la expresion de proteinas.

Western blot

Los resultados preliminares obtenidos con la
técnica del western blot sugieren la existen-
cia de diferencias entre el ovario de anima-
les en celo y a 45 dias de gestacién (P < 0,05),
mientras que no aparecen diferencias entre
hembras gestantes a 15, 30 y 45 dias de ges-
tacion (figura 3). Sin embargo, el nUmero de
muestras es por ahora insuficiente, y los
errores estandar son elevados. Actualmen-
te, estamos realizando el analisis de mas
muestras del experimento.

Figura 2. Inmunohistoquimica de la granulosa (1) y la teca (2) de ovario usando anticuerpo
anti-vinculina. Ay B a 30 dias de gestacion (A: 10x; B: 40x). Cy D en celo (C: 10x; D: 20x).
Figure 2. Imnmunohistochemistry of granullosa (1) and theca cells (2) of ovary using anti-vinculin
antibody. A and B at 30 days of pregnancy (A: 10x; B: 40x). C and D at heat (C: 10x; D: 20x).
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Figura 3. Representacién grafica de la intensidad de bandas por estadio reproductivo. N.S.: no
significativo; *: diferencias significativas con P<0,05.
Figure 3. Graphic representation of intensity of bands by reproductive stages. N.S.: non-significant;
*: significant differences with P<0.05.
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Estudio de la secuencia completa del ADN mitocondrial de 4
razas porcinas para el desarrollo de una herramienta molecular
que certifique el origen materno en el ambito de la norma de
calidad del cerdo Ibérico
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Resumen

Con la aprobacién de la Norma de Calidad para los productos del Cerdo Ibérico (R.D. 1469/2007 de 2
de noviembre) se establece como requisito el origen materno Ibérico puro para los productos comer-
cializados como “de Ibérico” dentro de la Norma. Debido a la herencia materna del ADN mitocondrial,
su estudio y andlisis se erige como una herramienta Gtil en combinacién con otras herramientas mole-
culares para garantizar el cumplimiento normativo. La secuenciacién completa del ADN mitocondrial
(ADNmt) de cerdos pertenecientes a las razas Ibérica, Duroc, Large White y Mangalitza ha permitido
localizar 199 polimorfismos de base sencilla (SNP). Estos resultados forman parte de un desarrollo
gendémico mas amplio para el analisis y genotipado del cerdo Ibérico y sus productos derivados.

Palabras clave: Cerdo Ibérico, origen materno, ADN mitocondrial, Norma de Calidad del cerdo Ibérico

Summary

Study of the complete secuence of DNA mitochondrial of 4 pigs breeds to develop a molecular tool
and certification of the maternal origin in the legal framework about Iberian Pig

The law about the Quality Standard for Iberian pig products (RD 1469/2007 from November 2)
establishes a requirement lberian pure maternal origin for products sold as “from Iberian” within the
Standard. Because of the maternal inheritance of mitochondrial DNA (mtDNA), its study and analysis
is an useful tool in combination with other molecular tools to ensure regulatory compliance. The
complete sequencing of the mtDNA from Iberian, Duroc, Large White and Mangalitza pigs allowed
identifying 199 type SNP polymorphisms located in the mitochondrial genome. These results belong to
a wider genomic development for the analysis and fingerprinting of the Iberian pig and its products.

Key words: |berian pig, maternal origin, mitochondrial DNA, Quality Standard for products of the
Iberian pig



A. Membrillo et al. ITEA (2008), Vol. 104 (2), 94-98

Introduccion

Se ha demostrado que el ADN mitocondrial
(ADNmt) es muy util para el estudio de los
origenes maternos de las razas porcinas
actuales. Estudios evolutivos (Giuffra et al.,
2000; Larson et al., 2005; Kijas et al., 2001;
Alves et al., 2003; Kim et al., 2002) lo han
utilizado para estudiar las relaciones filoge-
néticas de distintas razas porcinas analizan-
do y comparando fragmentos de la region
D-loop y de la secuencia del gen del citocro-
mo b del ADNmt. La norma de Calidad para
los productos del cerdo ibérico (Real Decre-
to 1469/2007, de 2 de noviembre) establece
la obligatoriedad de que éstos procedan de
madre Ibérica pura, inscrita o no en el Libro
Genealdgico, por lo que, el aporte de san-
gre Duroc, permitido hasta en un 50% por
la mencionada norma, s6lo puede proceder
por via paterna. El ADNmt, complementa-
riamente con otras técnicas moleculares,
puede erigirse como una herramienta util
para garantizar el cumplimiento de este
aspecto normativo, garantizando la calidad
y controlando posibles fraudes. Se ha reali-
zado un primer estudio por Alves et al.,
(2007) en el que ya estudian el origen
materno y los polimorfismos encontrados
en el ADNmt en las razas Duroc e Ibérica. El
objetivo del presente estudio es determinar
los lugares polimoérficos del ADNmt capaces
de diferenciar el origen materno de indivi-
duos de 4 razas porcinas (Ibérica, Duroc,
Large White y Mangalitza), todo ello ten-
dente a evitar el posible fraude en el ambi-
to de la Norma de Cali.

Material y métodos

Para la realizacion de este estudio, se han
tomado muestras de cuatro animales perte-
necientes a las cuatro principales estirpes
diferenciadas en el Libro Genealégico de la
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Raza Porcina Ibérica: Entrepelado, Lampifio,
Torbiscal y Retinto. Esta diferenciacién se ha
puesto de manifiesto por varios autores a
partir del estudio de microsatélites y frag-
mentos del ADNmt (Martinez et al., 2000 y
2001; Membrillo et al., 2007; Alves et al.,
2003). Ademas de los individuos de dichas
estirpes, se han secuenciado un individuo de
cada una de las siguientes razas: Large
White, Mangalitza y Duroc, por su impor-
tancia cualitativa en el sector porcino o por
ser posibles fuentes de fraude en los pro-
ductos comercializados como ibéricos.

El ADN total se extrajo a partir de sangre
entera utilizando la metodologia de Miller
etal. (1998) y digestion con proteinasa K. Se
amplific6 el ADNmt completo con cebado-
res disefados por los autores en distintas
reacciones de PCR, en un termociclador EP
Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
a partir de la secuencia de ADNmt de porci-
no publicado en la Base de Datos GenBank
con numero de acceso NC_000845.1 (Lin et
al., 1999). Una vez amplificados todos los
fragmentos se realizé la reaccién de secuen-
ciacién con terminadores fluorescentes. La
purificacion de los productos amplificados
se llevd a cabo con el kit Autoseq (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). La
secuenciacion se realizé en un secuenciador
automatico ABI 3130x (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Las secuencias se exa-
minaron y alinearon con el programa
Sequencher v.4.7 (Gene Codes, Ann Arbor,
Ml, EUA).

Resultados y discusion

Los tamafos del genoma mitocondrial
secuenciado oscilé entre 16701 pb de los
individuos de la estirpe Lampifio y los 16991
pb de la raza Large White. El escrutinio com-
parativo de todas las secuencias dio como
resultado la localizacién de 199 puntos poli-
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morficos de base sencilla (SNP) ademas de
otros tipos de polimorfismo (delecciones,
inserciones, etc.) con posible utilidad para el
objetivo de este trabajo, la gran mayoria
situados en los genes de las enzimas que
intervienen en la cadena respiratoria mito-
condrial. La distribucién de éstos se muestra
en la tabla 1.

De los 199 polimorfismos detectados se han
seleccionado los que mayor utilidad podria
tener a priori para diferenciar el origen
materno de los individuos problema. En la
tabla 2 se presentan los genes con polimor-
fismos clasificados segun la posible utilidad
a priori para el objetivo del presente estu-
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