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INTRODUCCION

El receptor de la prolactina (PRLR) es un miembro de la superfamilia de los
receptores de la hormona de crecimiento/prolactina/citoquina clase 1. La unién de la
prolactina al PRLR desencadena la activacion en cascada de mdaltiples mediadores
--JAKS quinasas y proteinas STATs- (Bole-Feysot et al, 1998) que, en Ultima
instancia, activan la transcripcion de proteinas lactogénicas e incrementan la
expresion de receptores de progesterona en ltero y ovario. El gen PRLR humano
esta constituido por 11 exones presentando splicing alternativo del primer exon
debido a la existencia de dos promotores alternativos tejido-especificos. El codén de
iniciacién de la traduccion esta situado en el exén 3. Se han descrito muiltiples
isoformas del PRLR, generadas por un mecanismo de splicing alternativo, que
difieren fundamentalmente en la longitud del dominio intracelular (Bole-Feysot et al.,
1998). Ratones knockout para el gen PRLR son estériles debido a que se produce
un fallo durante la implantacion embrionaria. Las hembras heterocigotas presentan
ciclos irregulares, fertilidad reducida, desarrollo embrionario deficiente (Ormandy et
al., 1997) y un comportamiento maternal alterado (Lucas et al. 1998). El gen PRLR
porcino se localiza en el cromosoma 16 (Vincent et al., 1997). Aunque se desconoce
la secuencia completa del gen PRLR porcino, se han descrito dos polimorfismos
asociados con diferencias en el tamafio de camada y el niimero de tetinas (Vincent
et al. 1998 y Putnova et al. 2002). El objetivo de este estudio consiste en secuenciar
la region codificante del gen PRLR porcino con la finalidad de encontrar nuevos
polimorfismos y estudiar sus efectos sobre caracteres reproductivos.

MATERIAL Y METODOS

1. Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

Se obtuvieron muestras de higado correspondientes a 8 cerdos de las razas Ibérico,
Landrace, Large White y Pietrain. El RNA total fue extraido utilizando TRIZOL?
Reagent (Gibco BRL, Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La sintesis de cDNA se realizé mediante el kit Thermoscripf RT-PCR (Invitrogen) a
partir de 11g de RNA total.

2. Amplificacion y secuenciacion del cDONA PRLR
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Con el fin de amplificar el cDNA del gen PRLR porcino, se disefiaron tres pares de
cebadores conservados tras alinear las secuencias ortdlogas de cDNA de humano
(AF416619), raton (NM_011169), vaca (L02549) y conejo (J04510) disponibles en
GenBank. La region codificante del gen fue amplificada en tres fragmentos de 386pb
(exon2-5), 963pb (exén4-10) y 1157pb (ex6nl0). Los productos de PCR se
purificaron mediante el kit Qia-Quick PCR purification KIT (QiaGen) y se
secuenciaron directamente mediante el kit Big-Dye Terminator Cycle Sequencing
v3.0 (Applied Biosystems). Las reacciones de secuenciacion fueron analizadas en un
aparato de electroforesis capilar AB/ Prism 310 (Applied Biosystems).

3. Caracterizacion de Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) mediante Primer
Extension Analysis

Se amplificé un fragmento de 847pb correspondiente al exon 10 del gen PRLR
mediante los cebadores PRLRe10-FW (5-GGA GTT CCT GGA GGT GGATGA-3") y
PRLRe10-RV (5-GTC TTT CGC AGC TGG AT T CT-3'). Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen total de 15 1l y contenian 60 ng de ADN gendmico, 0.2 1M
de cada cebador, 100 1M dNTPs, 1.5 IM MgCl; y 0.6 U de EcoTaq polimerasa
(Ecogen). La reaccion fue desnaturalizada durante 5 min a 94°C y posteriormente
sometida a 35 ciclos de desnaturalizacion (94°C, 1 min), hibridacion (63,8°C, 1 min) y
extension (72°C, 1min). El producto amplificado fue purificado enzimaticamente
mediante el kit EXOSAP-IT (Amersham Biosciences Europe GMBH). Los 3
polimorfismos del gen PRLR fueron genotipados simultineamente mediante el kit
SNapSHOT multiplex reaction (Applied Biosystems). Las reacciones de extension se
realizaron en un volumen total de 51L que incluian 7.5pmol de PRLR1 (5-AGC GTG
GAA AGC AAG CTG C-3%), 3.75pmol de PRLR2 (5’-AAA TTC TTT GTC TCC CCT
AAG CCC-3’) y 7.5pmol de PRLR3 (5'-TTA ATA AAA TTA GAA GGG CAA CCG
AGC AGA-3').

RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacion de la secuencia del gen PRLR porcino con las de genes ortdlogos
en otras especies mediante el programa BLASTN permiti6 demostrar que el cDNA
PRLR porcino presenta una similitud nucleotidica del 88%, 86%, 84% y 80% con las
secuencias bovina, leporina, humana y murina, respectivamente. El alineamiento de
las secuencias PRLR de 8 individuos de las razas Landrace, Ibérico, Large White y
Pietrain, permiti6 la identificacién de 3 nuevos polimorfismos en el exén 10 (SNP1.:
T1217C, SNP2:T1528A y SNP3: G1439A). Dos de los polimorfismos (SNP1 y SNP3)
estan asociados a cambios aminoacidicos (SNP1: Leu/Pro en la posicion 406 y
SNP3. Arg/Lys en la posiciébn 480) y, ademas, estan situados en el dominio
intracelular de la proteina, por lo que podrian tener interés desde un punto de vista
funcional. En el caso Arg/Lys la sustitucion aminoacidica es conservativa; sin
embargo, la sustitucion de una Leucina por una Prolina supone un cambio de un
hidrocarburo saturado (Leu) a un anillo de pirrolidina (Pro) en la cadena lateral, lo
que puede restringir la geometria de la proteina al introducirse un cambio brusco en
la direccién de la cadena (Rawn, 1989).

Se ha disenado un método de genotipado simultaneo para las tres mutaciones

nucleotidicas basado en la técnica Primer Extension Analysis Multiplex. Mediante
esta técnica se han genotipado 83 animales pertenecientes a distintas razas
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porcinas y se han calculado las frecuencias alélicas de cada uno de los
polimorfismos (Tabla 1).

Dado que la prolactina y su receptor juegan un papel crucial en la reproduccion
resultaria de gran interés realizar un estudio de asociacion entre los polimorfismos
del gen PRLR y caracteres reproductivos de importancia econémica como el ritmo
reproductivo, la prolificidad, el comportamiento y la capacidad maternal y la
supervivencia embrionaria. Con dicha finalidad se estan analizando 424 individuos
pertenecientes a un cruce F2 entre la raza Ibérica y la hiperprolifica Meishan.

TABLAL. Frecuencias alélicas de los polimorfismos del gen PRLR en distintas razas
porcinas

RAZAS SNP1 SNP2 SNP3 N
ALELO 1 ALELO 2 ALELO 1 ALELO 2 ALELO 1 ALELO 2
Cerdo Ibéric 0.03 0.97 1 0 0.8 0.2 15
Landrace 0.53 0.47 0.47 0.53 0.44 0.56 17
Large White 0.13 0.87 0.87 0.13 0.83 0.17 15
Meishan 1 0 0.24 0.76 0 i1 21
Pietrain 0.38 0.62 0.65 0.35 0.59 0.41 17
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