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Frecuencia alélica del Sindrome de Estrés Porcino en Uruguay

(analisis por PCR-RFLP)

Montenegro, M.'; Castro, G.'; Barlocco, N.?; Llambi, S.!

RESUMEN

El Sindrome de Estrés Porcino (SEP) es una enfermedad heredi-
taria causada por una mutacion puntual (CG—T) en el gen que
codifica para el receptor de la ryanodina (CRC1). E1 SEP genera
importantes pérdidas econdmicas en la industria porcina debido
a muerte stubita de los animales y/o disminucion en la calidad de
la carne. Los marcadores moleculares de ADN constituyen un
método seguro para la determinacion genotipica de dicha muta-
cion. En el presente trabajo, se estudio la frecuencia alélica de
esta mutacion mediante PCR-RFLP en un total de 64 animales
de diferentes razas (cerdos criollos Pampa Rocha, hibridos co-
merciales, Landrace, Large White y Duroc). De estos el 48.43%
presentd genotipo homocigota normal (NN), el 40.62% presen-
taron un genotipo heterocigota portador de la mutacién (Nn) y
un 10.93% presentaron un genotipo homocigota recesivo afec-
tados (nn). Este es el primer trabajo donde se determina en
Uruguay por técnicas moleculares: a) presencia de individuos
portadores, Nn (razas Landrace, Large White e hibridos comer-
ciales), b) presencia de animales afectados, nn (raza Landrace e
hibridos comerciales), c) ausencia del alelo n en cerdos Pampa
Rocha, en la muestra poblacional analizada.
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SUMMARY

Porcine Stress Syndrome (PSS) is a hereditary disease caused
by a point mutation (G—T) in the gene encoding the ryanodine
receptor (CRC1). The PSS generates significant economic losses
in the swine industry due to sudden death of animals and / or
decrease in the quality of the meat. DNA molecular markers are
a safe method for genotype determination of the mutation. In
this paper, we study the allele frequency of this mutation by
PCR-RFLP in a total of 64 animals of different breeds (Creole
pigs Pampa Rocha, hybrids, Landrace, Large White and Duroc).
Of these, 48.43% had a homozygous normal genotype (NN),
40.62% had a heterozygous genotype, being mutation carriers
(Nn) and the oher 10.93% had a homozygous recessive genotype
(nn). This study is the first one in Uruguay where, using
molecular techniques, the following groups could be determined
in a sample from a population : a. Carriers Nn (Landrace, Large
White and commercial hybrids); b. affected animals nn (Landrace
and commercial hybrids) and c. Pampa Rocha animals where
the n allele was not present.
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INTRODUCCION

El Sindrome de Estrés Porcino (SEP) es
una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva causada por una mutacion pun-
tual (E—T) en el gen que codifica para el
receptor de la ryanodina (CRC1). Esta
sustitucion provoca un cambio aminoaci-
dico (arginina’!cisteina) en dicha protei-
na la cual funciona como canal de calcio
en el reticulo sarcoplasmico (Fujiy col.,
1991). El gen CRCI se encuentra locali-
zado en el par autosémico 6 presentando
dos variantes alélicas asociadas al SEP.
El alelo normal es dominante sobre el ale-
lo mutado identificandose al genotipo
homocigota dominante con la nomencla-
tura NN (individuos normales), genotipo
heterocigota, Nn (portadores de la muta-
cion) y genotipo homocigota recesivo, nn
(individuos susceptibles al SEP) (Bonelli
y Schifferli, 2001). La frecuencia de la
mutacion varia dependiendo de las razas,
siendo alta en Pietrain (hasta 97% del alelo

mutado), media en Landrace (35%) y
media a baja en Large White (19%)
(Riojas-Valdés y col., 2005). La mutacion
provoca una apertura del canal de calcio
impidiendo su cierre (Riojas-Valdés y col.,
2005). Se produce asi un aumento en la
concentracion de calcio citoplasmatico en
el miocito, incrementandose el metabo-
lismo aerobico, la glucogendlisis y la glu-
colisis, agotando el ATP, la glucosa y el
oxigeno. Esto genera un exceso de dioxi-
do de carbono, acido lactico, potasio y
calor en la sangre, ademas de un desorden
en el equilibrio de iones intra y extracelu-
lar y un aumento en la cantidad de agua
en la célula. La asociacion entre la res-
puesta al estrés fisioldgico, con hipercal-
cemia, produce como consecuencia final
el paro cardiaco del animal. El estado de
contraccion permanente de la célula mus-
cular provoca hipertrofia muscular, lo
cual produce el aumento del desarrollo
muscular de la canal (Reiner, 1993). La

canal de los animales homocigotos rece-
sivos manifiesta un disminucion rapida e
importante del pH post mortem como
consecuencia del incremento del metabo-
lismo causado por el estrés (transporte,
faena, copula, calor excesivo, etc.)
(Pommier y col., 1998). De esta manera,
el SEP genera importantes pérdidas eco-
némicas en la industria porcina debido a
la muerte subita de los animales suscep-
tibles al estrés y a una disminucion en la
calidad de la carne (carnes palidas, exu-
dativas y blandas) (Leach y col., 1996).

Por otro lado se ha visto la ventaja del
efecto gen sobre la produccion y diver-
sos autores encuentran que los animales
Nn presentan una mejor conversion y
ganancia diaria de peso frente a los NN
(Puentes Martinez, y Peréz Ede, 2007).

Los marcadores moleculares de ADN
constituyen un método seguro para la
determinacion genotipica de portadores
de patologias hereditarias causadas por
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mutaciones puntuales (Bonelli y Schifferli,
2001). Uno de los métodos empleados en
la determinacion de la mutacion es la técni-
ca de PCR y RFLP (polimorfismo en el
largo de los fragmentos de restriccion).
Este consiste en la amplificacion por PCR
de una secuencia del gen donde se encuen-
tra la mutacion mediante la utilizacion de
oligonucledtidos especificos con una pos-
terior digestion de dicho fragmento con
enzimas de restriccion (ER) (Bonelli y
Schifferli, 2001).

Hernandez y col. (2008) mediante PCR-
RFLP, amplifican un fragmento de 659pb
del gen CRC1 que incluye a la mutacion
y mediante cortes con la enzima Alw211
identifican animales portadores genotipo,
Nn (fragmentos de 524, 358, 166 y
135pb), animales normales, genotipo NN
(fragmentos de 524 y 135 pb) y anima-
les enfermos genotipo nn (fragmentos
358,166 y 135pb).

En nuestro pais se identifica por primera
vez la mutacion mediante técnicas con
marcadores moleculares por Montene-
groy col. (2009). El objetivo de este tra-
bajo fue realizar el estudio de las frecuen-
cias alélicas para el polimorfismo men-
cionado utilizando la técnica de PCR-
RFLP en una muestra de animales perte-
necientes a la raza local Pampa Rocha (de
interés a nivel de conservacion de recur-
sos zoogenéticos) y razas de importan-
cia comercial para nuestro Pais (Large
White, Landrace, Duroc e hibridos).

MATERIALES Y METODOS

Se procedio a la extraccion de ADN par-
tir de 5 mL sangre periférica de 64 anima-
les de diferentes razas: 28 hibridos, 14
Pampa Rocha, 14 Landrace, 5 Large Whi-
te y 3 Duroc. Se entiende por hibridos a
las cruzas estandarizadas para venta co-
mercial. Dentro de los hibridos estudia-
dos se incluyen animales cruza de Duroc
x Pampa Rocha, Landrace x Large White,
y Pietrain x Large White. Los animales
muestreados pertenecen a diferentes es-
tablecimientos: Unidad de Produccion de
Cerdos del Centro Regional Sur (Facul-
tad de Agronomia-UdelaR); Servicio Ve-
terinario de Remonta del Campo Militar
N°I (localidad los Cerrillos) y a empre-
sas de chacinados.

En el aislamiento de ADN se empled un
kit de extraccién (AxyPrep, Axygen).
Para la técnica de PCR se utilizaron un

par de oligonucledtidos que flanquean la
secuencia de 659pb donde se encuentra
la mutacion: F-CRC1 5°-TCC AGT TTG
CCA CAG GTC CTA CCA-3’y R-CRC2
3’-ATT CACCGG AGT GGA GTC TCT
GAG-5’ (Villareal y col., 2005). Para di-
cha técnica se optimiz6 un programa de
desnaturalizacion inicial de 94 °C/5 mi-
nutos, seguido de 30 ciclos con desnatu-
ralizacion a 94 °C/1 minuto, hibridizacién
a 58 °C/1 minuto y extension a 72 °C/1
minuto, con un programa de extension
final a 72 °C/5 minutos. Para aumentar la
especificidad de la reacciéon de PCR se
utilizé DMSO (dimetilsulfoxido). Para la
técnica de RFLP, se utilizo 10U de la en-
donucleasa de restriccion Alw211 duran-
te 3 ha37°C, conuna posterior inactiva-
cion de la enzima a 65 °C durante 20 mi-
nutos y una desnaturalizaciéon con pro-
teinasa K, incubandose a 37 °C durante
1 h (Hernandez y col., 2008). Los pro-
ductos obtenidos se visualizaron en geles
de agarosa (2% tincioén bromuro de eti-
dio) y minigeles de acrilamida (6 % tin-
cidn nitrato de plata). Para el calculo de
las frecuencias alélicas se utiliz6 el soft-
ware de disefio publico Popgene 32 ver-
sion 1.32 (Yeh y col., 2000).

RESULTADOS

En los 64 animales se observo una banda
de amplificacion de tamafio esperado
(659 pb) al realizar la PCR. La frecuen-
cia para el alelo N fue de 0.687 y para el
alelo n fue de 0.313 de acuerdo al analisis
realizado con el software Popgene 32
version 1.32.

Del 100% de los animales analizados por
PCR-RFLP, el 48.43% presentaron ge-
notipo normal (NN, banda de 524pb), el
40.62% con genotipo heterocigota, por-
tadores de la mutaciéon (Nn, bandas de
524y 358pb), y el 10.93% con genotipo
(nn, banda de 358pb), siendo estos indi-
viduos afectados por el SEP. Enlos Nny
nn aparecen las bandas 166 y 135pb muy
tenues mientras que en NN aparece la
banda de 135pb. Estas bandas en general
aparecen muy tenues en los geles de acri-
lamida y no interfieren en la lectura del
genotipado de los animales (Hernandez
y col.; 2008). En cuadro 1 se observan
los diferentes genotipos de acuerdo a las
razas analizadas. En la figura 1, se obser-
va un gel de acrilamida con el patron de
restriccion caracteristico para el corte con
la enzima de restriccion Alw211.

Cuadro 1. Frecuencia por razas de los genotipos para el SEP.

Raza Genotipo NN Genotipo Nn  Genotipo nn  N° Total
Pampa Rocha 14 0 0 14
Landrace 1 5 14
Large White 4 0 5
Duroc 3 0 0 3
Hibridos 9 17 2 28
Totales (%) 31 (48.43) 26 (40.62) 7 (10.93) 64 (100%)
1 2 3 -
Figura 1. Gel de acrilamida al 6%
teiiido con nitrato de plata. Carril 2:
genotipo de un cerdo de raza Large
White donde se distingue una unica
banda de 524 pb, tratdndose de un
individuo con genotipo normal
500ph _, (homocigota dominante). Carril 3 y
4: individuos de la raza Landrace, en
300pb _ el primer caso se observa una Unica

banda de 358 pb, por lo cual el
individuo es homocigota recesivo;
mientras que en el segundo caso se
observan dos bandas de 524 y 358
pb lo cual permite afirmar que este
animal es heterocigota (portador de
la mutacion).
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DISCUSION

Los individuos mas susceptibles encon-
trados en este estudio, entre portadores
y enfermos, son los hibridos y los Lan-
drace mientras que en la raza local Pampa
Rocha no se encontraron animales porta-
dores ni enfermos. En cerdos hibridos,
estudios previos indican una frecuencia
de la mutacion causante del SEP de un
16%, mientras que en Landrace es de un
35%. En el caso de las razas Large White
y Duroc, la frecuencias previas encontra-
das son de 19 y 15% respectivamente
(Riojas-Valdés y col., 2005). De todas
maneras no se pueden hacer inferencias
respecto a la prevalencia de la mutacion
en las diferentes razas debido al bajo nu-
mero de animales analizados para cada
una de las mismas.

Se destaca como principal resultado que
mediante la técnica de PCR-RFLP, se de-
tectd por primera vez en nuestro pais la
presencia de la mutacion puntual causan-
te del SEP, pudiéndose identificar anima-
les portadores y enfermos. La informa-
cidn generada permitird eliminar a estos
individuos como reproductores, disminu-
yendo de esta manera la frecuencia de di-
cha mutacion. Debemos tener en cuenta
que esta patologia hereditaria afecta a la
industria porcina (Bonelli y Schifferli,
2001). Por otro lado existe la tendencia
de producir animales con menos grasa y
mas musculo llevando a que los produc-
tores seleccionen animales heterocigotos

(efecto gen asociado a mayor rendimien-
to de la canal y menos grasa) (Puentes
Martinez y Peréz Ede,2007). Sin embar-
g0, el beneficio de la seleccion realizada a
favor de los portadores atin se encuentra
en discusion. Esta seleccion posibilito el
aumento de la frecuencia, asi como su di-
fusion a través de reproductores selec-
cionados para esta caracteristica.

La optimizacion de las técnicas emplea-
das (PCR-RFLP), podria ser empleada
como metodologia para el diagnostico de
esta patologia hereditaria asi mismo como
una herramienta para identificar portado-
res y realizar cruzamientos dirigidos apli-
cados a mejorar la produccion porcina.

Por otro lado, result6 interesante el estu-
dio del recurso zoogenético local Pampa
Rocha, debido a que se generaron datos
que contribuyen con la caracterizacion
genética de la misma, aspecto muy im-
portante a tener en cuenta cuando se quie-
ren realizar estudios para la conservacion
de una raza. En un principio se esperaba
encontrar animales portadores de la mu-
tacion o enfermos, debido a que esta raza
tendria en sus origenes sangre de las ra-
zas Berkshire y Poland China (Kelly y
col., 2004), en esta tltima la prevalencia
de la mutacion causante del Sindrome es-
tudiado es de un 80% (Bonelli y Schiffer-
1i, 2001). Sin embargo, todos los cerdos
Pampa Rocha analizados resultaron nor-
males, no encontrandose hasta el momen-
to individuos portadores o enfermos.

Estos datos resultan de interés, conside-
rando que es una raza local utilizada por
pequefios y medianos productores del
este de nuestro pais (Departamento de
Rocha), y que podria ampliarse su uso
por otros productores. Este resultado
también podia esperarse al tratarse de una
raza local, en la cual se supone que ha
sido minima la aplicacion de métodos de
seleccion.

CONCLUSIONES

Mediante el uso de técnicas moleculares
(PCR y marcadores moleculares) se de-
tectd por primera vez en nuestro pais; la
presencia de la mutacion puntual causan-
te del Sindrome de Estrés Porcino, pu-
diéndose identificar animales portadores
y enfermos. La optimizacidn de las téc-
nicas empleadas (PCR-RFLP), podria ser
utilizada como metodologia para el diag-
noéstico de esta enfermedad hereditaria
contribuyendo a la mejora genética en
produccidn porcina. En la muestra de la
raza Pampa Rocha no se detecto el alelo
mutante.
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