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INTRODUCCION

El genoma mitocondrial (MmtADN) es haploide, de herencia casi
exclusivamente maternal y sin recombinacion entre sus genes. La
identificacién de polimorfismos de mMtADN presenta aplicaciones en la
caracterizacion del origen genético de poblaciones animales que no
permiten los genes nucleares. Asi se han identificado haplotipos de mtADN
en cerdos, caracteristicos de los procesos independientes de domesticacion
en Asia y Europa. La presencia de haplotipos asiaticos en la mayoria de las
razas europeas ha confirmado la contribucién de cerdos importados de
China e Indochina al desarrollo de algunas razas britadnicas (Giuffra et al.,
2000, Kim et al., 2002) asi como su difusidén posterior a otras razas. Se ha
sugerido que es necesario un mas amplio muestreo de poblaciones de
cerdos y jabalies para obtener un conocimiento mas preciso de la filogenia
del cerdo doméstico (Kijas & Andersson, 2001). En el presente estudio se
utilizan secuencias de las regiones D-loop y Citocromo B (Cyt B} para
obtener estimas del tiempo de divergencia entre los ascendientes comunes
a los actuales cerdos europeos y asiaticos a partir de una amplia coleccion
de datos propios y otros disponibles en la base de datos GenBank.

MATERIAL y METODOS

Razas y lineas. Una parte de las secuencias empleadas en el presente
trabajo corresponden a cerdos domésticos de razas Duroc, Large White,
Landrace y Berkshire, otras locales (Yucatan y Welsh) y a un amplio nimero
de razas chinas (Meishan, Erhualian, Jinghua y otras) y japonesas
(Okinawa, Satsuma) asi como a jabalies asidticos. Las secuencias D-loop se
encuentran disponibles en las accesiones de GenBank con numeros
AF276921-AF276937, D16483 y D17739 (Kim et al., 2002) y AB15085-
AB15086, AB15091-AB15093 (Watanobe et al., 1999). En cuanto a las
secuencias Cyt B, ya analizadas por Giuffra et al. (2000}, corresponden a
las accesiones de Genbank AB15067, AB15069-AB15072, AB15074-
AB15075, AB15077, AB15079-AB15080, AF136541-AF136548 vy
AF136550-AF136554. El resto de las secuencias utilizadas se han
determinado por nuestro grupo en muestras de 51 cerdos, distribuidas de la
siguiente forma: 26 |béricos, siete jabalies capturados en Espana, 15 cerdos
domésticos de las razas de difusién universal Duroc, Large White, Landrace,
Pietrain y Meishan y uno de cada una de las razas locales Manchado de
Jabugo, Vasco y Mangalitza (Alves et al., 2003).

Secuenciacion de mtDNA. Los protocolos de amplificacion mediante PCR de
la region D-loop y del gen Cyt B han sido anteriormente descritos (Alves et
al., 2003). Las correspondientes secuencias se han remitido al GenBank
con numeros AY232842 a AY2328392 (D-loop) vy AY237484 a AY237534
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(Cyt B). La informacién utilizada en el anélisis filogenético incluye el gen Cyt
B completo (1,140 pb) y 635 pb de la regiéon D-loop correspondientes a los
dominios ETAS (318 pb) y central (317 pb), segln la denominacién de
Sbisa et al. (1997).

Andlisis de datos. Para cada una de las regiones secuenciadas (D-loop y Cyt
B) se calcularon las matrices de distancias entre haplotipos utilizando el
algoritmo de distancia p, que proporciona una estima precisa para valores
pequetios de la divergencia de secuencias. Un arbol filogenético NJ fue
construido sobre la base de cada una de estas matrices de distancias,
calculandose la confianza de cada nudo mediante 1000 réplicas bootstrap.
Las estimas de la divergencia de secuencias entre haplotipos asiaticos y
europeos (K) se calcularon mediante el algoritmo de distancia p para el
dominio ETAS de la regién D-loop (Sbisa et al., 1997) y para las
sustituciones de nucledétidos sindnimas y no sinénimas en el gen Cyt B
(Pesole et al., 1999). Los valores del tiempo de divergencia (7) se
obtuvieron a partir de la ecuacion 7 = K/2r (Li, 1997), donde r es la tasa de
sustitucion de nucledtidos, que ha sido determinada para diferentes
regiones funcionales de los genomas mitocondriales de mamiferos por
Pesole et al. (1999).

1B2
63 185 Figura 1. Arbol filogenético
B3 construido  mediante el
:f; algoritmo NJ a partir de 29
L 186 secuencias distintas de
——JB3 Citocromo B (16
——JB2 haplotipos Europeos y 13
LA3 Asiaticos) determinad
e 84 sidticos) determinadas en
L Ews2 cerdos domésticos y
85 IB1 JB1 D1 LRT P1 MA1 V H1 EWB1 jabalfes. Los valores de
Lwa bootstrap  superiores  al
IB7 o -
MA2 60% se indican en los
D3 nudos. Clave de
AWBS abreviaturas: AWB =
ﬂﬁi’“j—wm Jabali  Asidtico; D =
AWB1 Duroc; EWB = Jabali
L] - AWB4 Europeo; H = Hampshire;

ME1 IB = Ibérico; LR =

DN;ESAH Landrace; LW = Large

LW1 MJ White; MA = Mangalitza;
70 Lw2 ME = Meishan; MJ =
—'j[&ws Manchado de Jabugo; P =
62 LF\’,f,g Pietrain; V = Cerdo Vasco

RESULTADOS y DISCUSION
Los arboles filogenéticos construidos a partir de las secuencias analizadas
de las regiones D-loop y Cyt B presentan dos grupos estadisticamente
diferenciados (valor bootstrap del 99% en ambos casos). En la Figura 1 se
representa la topologia obtenida en el arbol basado en 29 diferentes
haplotipos Cyt B. El grupo Europeo incluye 16 haplotipos, con todos los
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cerdos |béricos, los jabalies espanoles y europeos y varias de las secuencias
identificadas en razas de difusién universal (Duroc, Hampshire, Landrace,
Large White y Pietrain) y local (Mangalitza y Cerdo Vasco). El grupo
Asidtico incluye 13 haplotipos identificados en cerdos Meishan, jabalies
asiaticos e individuos de razas Large White, Pietrain y Duroc, asi como de la
raza local Manchado de Jabugo. El dendrograma basado en los 39
haplotipos identificados a partir de las secuencias D-loop (no presentado) es
muy similar. Ademas de las ya citadas, el grupo europeo (19 haplotipos)
incluye a las razas locales Yucatan y Welsh y el asiatico (20 haplotipos) a
la raza Berkshire y a la totalidad de razas chinas y japonesas, asf como a los
jabalies asiaticos.

Debido a que la tasa de mutacién (r) depende de la regién mitocondrial
considerada (Pesole et al., 1999), la divergencia de secuencias entre
haplotipos asiaticos y europeos (K) se estimd para el dominio ETAS de la
region D-loop y para las sustituciones de nucledtidos sindnimas y no
sindnimas en el gen Cyt B. Se descarté la estima basada en el dominio
central de la regidon D-loop, por estar sujeta a un gran error muestral (Sbisa
et al., 1997). Los valores estimados de la distancia neta entre grupos,
expresados como porcentajes, se presentan en la siguiente tabla.

Regiéon mtADN r (%) K = SE (%) T (10?2 afos)

Citocromo B

Posiciones sindnimas 27,4 + 3,3 3,08 + 0,90 563
Posiciones no sinénimas 1,8 + 0,3 0,15 = 0,12 403
D-loop

Dominio ETAS 19.4 = 7,8 2,48 + 0,80 638

Nuestros resultados indican un tiempo de divergencia hasta el presente de
alrededor de 550.000 afos. Kijas & Andersson {(2001) estimaron este
periodo en 900.000 afos, a partir de la secuencia completa del mtADN de
un uUnico individuo de cada grupo. Sin embargo, las distancias genéticas
netas calculadas en el presente andlisis tienen en cuenta la diversidad
intragrupo lo que explicaria el menor tiempo de divergencia estimado.
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