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1. RESUMEN

Ma et al. (2014) han descrito recientemente una mutacidn, g.8283 C>A, en el gen
que codifica la subunidad catalitica de la fosforilasa quinasa, mutacién que tiene efectos
considerables sobre caracteres importantes de la carne como el pHy4 y el contenido de
grasa intramuscular. En este trabajo hemos puesto a punto un test de RT-PCR para
analizar en el menor tiempo y al menor coste posible esta mutacidn. El test resultante es
fiable, rapido y econémico en comparacién con el descrito por Ma et al. El resultado del
andlisis de diversos grupos de cerdos Duroc muestra que el alelo A estd presente en
mayor proporcion en las poblaciones con el menor contenido de grasa intramuscular, lo
que concuerda con lo descrito por Ma et al. Este marcador puede ser de notable utilidad

para la seleccion de carnes de calidad.



2. ABSTRACT

Ma et al. (2014) have recently described a mutation, g.8283 C>A, in the gene
encoding the catalytic subunit of phosphorylase kinase, a mutation that has considerable
effects on important meat parameters such as pHy4 and intramuscular fat content. In this
project we have developed a RT-PCR test to analyze this mutation in the shortest time
and at the lowest cost. The resulting test is reliable, fast and economical compared to
that described by Ma et al. The results of the analysis of different groups of Duroc pigs
show that the A allele is present in a higher proportion in the populations with the
lowest intramuscular fat content, which is in agreement with Ma et al. This marker can

be very useful for the selection of quality meats.



3. INTRODUCCION

Durante la transformacién del musculo en carne tiene lugar una caida del pH desde
valores proximos a la neutralidad hasta pHs cercanos a 5.4, que es consecuencia sobre
todo, del metabolismo postmortem del glucdgeno. El valor del pH final alcanzado
durante este proceso afecta considerablemente a las caracteristicas organolépticas y
tecnoldgicas de la carne obtenida, y esta determinado en buena medida por el contenido
antemortem de glucégeno. Del pH,s dependen caracteres de calidad tan importantes
como la capacidad de retencion de agua (CRA), el color o la susceptibilidad al deterioro

microbiano.

Las carnes con pH finales por encima de los valores normales, que para la carne de
cerdo se consideran por debajo de 5.8 a las 24 horas postmortem (Warriss, 1990),
producen carnes duras, firmes y secas (DFD). Este tipo de carnes aunque presentan una
elevada CRA, lo que tiene ciertas ventajas, son también carnes extremadamente
susceptibles al deterioro microbiano. Las carnes con valores de pH finales muy bajos
presentan, por el contrario, una reducida CRA, una menor extractabilidad de las
proteinas y un menor rendimiento durante el procesado (Enfilt ef al., 1997; Joo et al.,

1999; Lundstrom et al., 1996).

En la industria cérnica, las pérdidas econdmicas debidas a la aparicion de pHs finales
andmalos son considerables. Se han identificado tanto factores ambientales como
factores genéticos que determinan el nivel de glucdégeno en el misculo en el momento
previo al sacrificio. Se han descrito multitud de locus de un caricter cuantitativo (QTL)
asociados al pHy4, pero tan solo se han identificado unos pocos polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP) que afecten a este pardmetro. Los primeros SNPs en ser
descubiertos fueron dos polimorfismos en el gen PRKAG3, que codifica una subunidad
reguladora de la proteina kinasa activada por AMP (AMPK), con efectos opuestos sobre

el pH24.

En el ano 2000, Milan et al., describieron una mutacién en este gen que produce una
sustituciéon del aminoicido en la posicion 200 de la cadena proteica (Arg200Gly o

R200Q) que estaba asociada a baja actividad de la AMPK y a niveles elevados de



glucégeno en el musculo. Al afio siguiente, Ciobanu et al. (2001), identificaron otra
mutacion en este mismo gen que origina un cambio en el aminoacido contiguo al que
afecta la mutacion descrita por Milan et al. Esta mutacion (V1991) produce un descenso
en el nivel de gluc6geno muscular y un aumento en el pHps de la carne. Este
polimorfismo, a diferencia de lo que ocurre con el de Milan et al., que tan solo ha sido
detectado en animales de raza Hampshire, estd presente en distintas razas de cerdos

(Ciobanu et al., 2001; Galve et al., 2013).

Otro SNP con efectos sobre el pHys es el polimorfismo en el gen de la PEPCK
descubierto por Latorre et al. (2016). Este gen codifica la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa citosolica (PEPCK), que es una de las principales enzimas reguladoras
de la gluconeogénesis y de la gliceroneogénesis. EI SNP descubierto por Latorre et al.,
c.A2456C, produce un cambio de aminodcido en la posicién 139 (Met139Leu) de la
proteina. Esta sustitucion estd asociada en el cerdo a un fenotipo caracterizado por una
reduccién en el contenido de grasa intramuscular, un incremento en el espesor de

tocino dorsal, una reduccion en el pHy4 y una disminucion de la CRA.

En 2014, Ma et al., describieron una mutacién en el gen PHKGI con efectos sobre el
pHas. Este gen codifica la subunidad catalitica de una de las enzimas claves en el
metabolismo del glucégeno: la fosforilasa quinasa. Este enzima tiene una estructura
compleja formada por cuatro subunidades distintas y 16 cadenas polipeptidicas (apyd)4
(Venien-Bryan et al., 2009). Cataliza la fosforilacion de la glucdgeno fosforilasa que
tiene como consecuencia la activaciéon del enzima y el inicio de la degradacién del

glucogeno con la formacién de glucosa-1-fostato.
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Figura 1. Ruta metabolica de la glucdlisis anaerobia (Warriss, 2003). Tras la formacion

de Glucosa-1-fosfato se desencadena la glucoélisis anaerobia para dar lugar a lactato.

El polimorfismo en el gen PHKGI1 identificado por Ma et al., consiste en una
sustitucion de una citosina en la posicion 8283 del gen por una adenina. La mutacidn,
localizada en el intréon 9 del gen, produce una alteracién en el patrén de splicing que
origina una proteina de menor tamafio y con una actividad enzimatica unas 6 veces
menor que la salvaje. La mutacion causa un aumento del 43% del potencial glucolitico y
una disminucién del 20% de la CRA, ademas de producir un descenso del contenido de
grasa intramuscular. Se desconoce el mecanismo molecular responsable de este ultimo

fenémeno.

Esta mutacion en el gen PHKGI es, por lo tanto, una mutacion con efectos adversos
sobre la calidad de la carne y sobre su aptitud tecnoldgica. El alelo desfavorable, el alelo
A, tan solo ha sido detectado en cerdos de raza Duroc o en sus cruces con otras razas

(Ma et al., 2014). La raza Duroc se caracteriza por su rusticidad, por su Optima



velocidad de crecimiento y alta eficiencia alimentaria y por producir una carne con un

elevado contenido en grasa intramuscular.

Esta raza se utiliza fundamentalmente como linea paterna para la produccién de carne
de alta calidad destinada a la elaboracion de productos curados de alta gama. Es en este
exigente sector donde la eliminacion de todos los factores que repercutan negativamente
sobre la calidad de la materia prima, como el SNP en el gen PHKGI, cobra especial
relevancia. En este sentido seria interesante disponer de una forma ripida y sencilla para
analizar este marcador potencial, y asi ser capaces de evaluar su incidencia en diversas
poblaciones porcinas. De esta forma este método podria ser utilizado si se aplica este

marcador como criterio de seleccion.

Hasta la fecha el tnico procedimiento de anélisis descrito para el polimorfismo en el
gen de PHKGI es el empleado en el trabajo de Ma et al. (2014), que es el unico
publicado sobre este SNP. Se trata de un analisis por PCR-RFLPs para el que en primer
lugar hay que amplificar por PCR un fragmento de DNA que contiene el punto en el
que se encuentra el polimorfismo, y posteriormente hay que cortar el fragmento
generado con un enzima de restriccion capaz de diferenciar entre el alelo mutante y el
salvaje, para finalmente analizarlos por electroforesis. Este es un procedimiento que

ademads de ser lento y tedioso no permite analizar muchas muestras simultineamente.
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4. OBJETIVOS

Los objetivos planteados en este trabajo son dos. El primero de ellos consiste en
poner a punto un método de anélisis rapido y fiable para este polimorfismo. El analisis
por PCR a tiempo real basado en sondas TagMan parece el procedimiento mas indicado
para ello y ya ha sido empleado con éxito por nuestro grupo de investigacidon para
detectar otras mutaciones de interés para la industria carnica (Carrodeguas et al., 2005;

Burgos et al., 2006).

Dado que esta mutacion afecta a diversos caracteres de calidad de la carne, el segundo
de los objetivos planteados en este trabajo pretende estudiar la incidencia de esta
mutacién en el gen PHKGI en distintas poblaciones de cerdos de raza Duroc sometidas

a diferentes criterios de seleccion genética.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Muestras animales

Para la obtencién de los controles necesarios para la puesta a punto de la RT-PCR

se analizaron extractos de DNA de animales Landrace/LargeWhite x Duroc

pertenecientes a un estudio anterior (Galve et al., 2013).

Para estudiar la incidencia de la mutacién de PHKGI1 se analizaron muestras de semen,

diluido 1:15, de verracos de raza Duroc de cuatro poblaciones diferentes:

a)

b)

d)

Poblacién 1. Se trata de una poblacién de cerdos de raza Duroc empleados
actualmente como machos finalizadores para la producciéon de animales
destinados a la produccién de jamones Denominaciéon de Origen Protegida

Jamon de Teruel (DOPJT).

Poblacién 2. Es una poblacién similar a la anterior, pero del afio 2006.

Poblacion 3. Estd formada por animales empleados fundamentalmente para

la produccion de productos curados de calidad.

Poblaciéon 4. Se trata de una poblacién de cerdos Duroc del Centro de
Seleccidon y Reproduccion Animal (CENSYRA) de la Junta de Extremadura,
no sometida a ningun tipo de seleccion gendmica desde los afios 50 del

pasado siglo.

Extraccion y cuantificacion de DNA

El DNA genémico se obtuvo a partir de las muestras de semen diluido 1:15 de las

poblaciones anteriores utilizando el kit DNA Realpure de Durviz (Paterna, Valencia,

Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, se introdujeron 1.5 ml de

la muestra en un tubo Eppendorf de 1.5 ml de capacidad y se centrifugaron a 5000 x g

durante 5 minutos en una microcentrifuga MiniSpinplus de Eppendorf (Wessenling,

Alemania). Tras eliminar por decantacion el sobrenadante, se volvieron a afadir 1.5 ml

de semen diluido y se volvi6 a centrifugar a 5000 x g durante 5 minutos. Esta misma
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etapa se repitié dos veces mas. Al pellet obtenido, tras su lavado con 900 ul de tampdén
TE (10 mM Tris y 1 mM EDTA), se le afiadieron 565 pul de la disolucion de lisis del kit,
10 pl de una disolucién de 20 mg de proteinasa K/ml (Quiagen, Hilden, Alemania) y 25
pl de una disolucién acuosa de ditiotreitol 1 M (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados
Unidos). Tras realizar una incubacién a 60°C durante 3 horas, se afiadieron 360 Wl de la
disolucién de precipitacion de proteinas del kit. Se agitd enérgicamente el tubo, con
ayuda de un vortex, durante 20 segundos y se centrifugd a 14000 x g durante 5
minutos. Para precipitar el DNA presente en el sobrenadante, este se trasvasé a otro
tubo Eppendorf con 600 pl de isopropanol, que se invirti6 sucesivamente (unas
cincuenta veces) para mezclar bien su contenido, y finalmente se centrifugd a 14000 x g
durante 3 minutos. Se elimind el sobrenadante por decantacidn, y el pellet se lavé con
600 pl de etanol del 70%. Se centrifugé a 14000 x g durante 2 minutos, se elimin6 el
sobrenadante y los restos de etanol existentes en el tubo se secaron cuidadosamente con
papel absorbente. Se dejé que el pellet se terminara de secar por completo a temperatura
ambiente durante 15 minutos. A continuacion, se afadieron 35 pl de la disolucién de
hidratacion de DNA incluida en el kit de extraccion de DNA y se incub6 a 65°C durante
una hora, agitando periddicamente de forma manual para ayudar a dispersar el DNA.
Por ultimo, se calent6 este extracto a 100°C durante 10 minutos para inactivar las

DNAsas presentes en €l.

La concentracion de DNA en el extracto se determind espectrofotométricamente
mediante la medida a 260 nm realizada con un espectrofotdémetro NanoDrop 1000

(Themo Fisher Scientific, Wilmington, DE, Estados Unidos).

Los extractos se almacenaron a -20°C hasta el momento de su analisis.

5.3. Analisis del genotipo de PHKG1 g. 8283 C>A por secuenciacion

El fragmento del gen de PHKGI secuenciado es un fragmento de 324 bp que
incluye el punto en el que se encuentra localizado este polimorfismo. La amplificacion
de este fragmento se llevd a cabo en un termociclador UNO-Thermoblock (Biometra,
Géttingen, Alemania) con la enzima AccuPrime ™ TaqPolymerase High Fidelity
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Corporation, Waltham, Massachusetts, Estados

Unidos) y los cebadores PHKGIF1 (§5'-CCTTGGGAACTCCCTACAGC-3") vy
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PHKGIR1 (5'-ACCCAGTGGCCATAGATTCG-3"). Cada reaccién contenia 1.0 unidad
(0.2 pl) de AccuPrimeTMTaqPolymerase High Fidelity, 5 pl del tamp6n II 10 x, 0.5 pl
de cada uno de los cebadores (20 uM), 2.5 ul de DMSO, 4 ul de DNA del extracto de
DNA diluido a 50 ng/ pl y 37.3 ul de agua miliQ.

El programa de temperaturas empleado consistio en una etapa de desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos,
51°C durante 30 segundos y 68°C durante 30 segundos, y una etapa final de extension

de 10 minutos a 68°C.

Para comprobar la eficacia y especificidad de la amplificacion, se realiz6é un analisis por
electroforesis del producto de Ia PCR en un gel de agarosa (Biotools, Madrid, Espafia)
al 2% en TBE con SYBR Safe® (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos). El volumen de
muestra cargado en el gel fue 5 pl y la electroforesis se llevd a cabo en una camara de
electroforesis horizontal Sub Cell GT (Biorad, California, Estados Unidos) a 100 V
durante 30 minutos. La visualizacion del resultado se realiz6 mediante iluminacién con
luz azul, utilizando un transiluminador SafeImagerTM 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, Estados
Unidos). El tamafio del producto amplificado por PCR se determin6 por comparacion
con la posicion de las bandas correspondientes al marcador de pesos moleculares 100 bp
ladder (Biotools, Madrid, Espafa) cargado en uno de los pocillos del gel de

electroforesis.

Tras comprobar que la amplificacién produjo un tnico amplicén del tamaifo esperado,
el producto de la PCR se purificé con el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, Diiren, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
producto de PCR purificado se eluyéo con 20 pl del tampdén de elucion del kit, se
cuantific6 mediante la medida de la absorbancia a 260 nm, realizada con un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Themo Fisher Scientific, Wilmington, DE, Estados
Unidos) y finalmente se diluyé a 10 ng/ul con el tampén de elucién. En un tubo
Eppendorf de 1.5 ml de capacidad se introdujeron 2.5 pl de este extracto, 13 pl de agua
destilada y 3.5 pl de una disolucién 1 pM del primer PHKGI1F1 y se envi6 a secuenciar

a Sistemas Genoémicos (Paterna, Valencia, Espafia).
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La determinacién del genotipo con respecto a este polimorfismo se realizd por
identificacion del nucle6tido o nucleétidos presentes en su correspondiente posicion en

el cromatograma de secuenciacion obtenido.

5.4. Analisis del genotipo de PHKG1 g. 8283 C>A por RT-PCR

La RT-PCR es una variante de la PCR ordinaria, cuyo objetivo es amplificar un
fragmento concreto de DNA y simultineamente cuantificarlo en cada uno de los ciclos

de amplificacién de la reaccion.

El tipo de RT-PCR empleada para realizar este anélisis fue una PCR en tiempo real con
sondas TagMan. Estas sondas son oligonucle6tidos con un fluorocromo donador o
reporter (VIC, FAM, JOE, etc.) en un extremo y un aceptor o quencher (TAMRA) en el
otro. Cuando la sonda estd intacta, la fluorescencia emitida por el donador, tras ser
excitado a la longitud de onda adecuada, es totalmente absorbida por el aceptor. En
cuanto a su secuencia de nucledtidos, estas sondas estan disefiadas para hibridar con el
DNA en la region en la que se encuentra el polimorfismo objeto de estudio. En este tipo
de andlisis en los que se desean detectar dos posibles alelos hay que incluir dos sondas
TagMan, cada una de las cuales tiene que estar marcada con un donador diferente y
debe tener una secuencia de nucle6tidos que le permita hibridar perfectamente solo con

uno de los dos posibles alelos.

Al igual que en una PCR clasica, en la RT-PCR la primera de las etapas de los ciclos
que conducen a la amplificacion es la desnaturalizacidn o separacion de las dos cadenas
del DNA. A continuacion tiene lugar la etapa de hibridacion de los primers y de las
sondas TagMan con las regiones de las que son complementarios. En relacién a esta
etapa hay que indicar que aunque las dos sondas TagMan son capaces de hibridar con
los dos alelos posibles, la hibridacion es perfecta solo con uno de los alelos. La tercera
de las etapas de los ciclos de amplificacion de la RT-PCR, que normalmente se lleva a
cabo a la misma temperatura que la utilizada para la hibridacion de los primers y sondas
TagMan, es la etapa de extension en la que la polimerasa sintetiza una nueva hebra de
DNA complementaria a la hebra molde afiadiendo los nucledtidos complementarios en
direccion 5'— 3'. Como puede verse en la figura 2, durante esta fase de extension la

polimerasa, en virtud de su actividad exonucleasa 5° — 37, escinde unicamente la(s)
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sonda(s) TagMan perfectamente hibridada(s) con el DNA, separando el fluorocromo
donador del aceptor. Esto produce un aumento de la fluorescencia correspondiente a

dicho(s) fluorocromo(s) donador(es) que es registrada por el detector de fluorescencia.
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Figura 2. Funcionamiento de la PCR en tiempo real basada en el empleo
de sondas TagMan. (Fuente: Nemours Biomolecular Core Laboratory,

http://nemoursresearch.org/cores/bcl/techniques.html)

Los analisis del genotipo de PHKG1 g. 8283 C>A por RT-PCR se llevaron a cabo en un

termociclador CFX96™

Real-Time System (Bio-rad, Hércules, California, Estados
Unidos) con los primers PHKGI-F2 (CCTGCCTGCGCTGGA) y PHKGI1-R2
(GAAGCCAGCACCGTCAGA) y las TagMan PHKGI1-V
(TCACCTGCTCGAGTCC, marcada con el fluorocromo VIC) y PHKGI-M

(CCTGCGCGAGTCC, marcada con el fluorocromo FAM),

sondas

disefiados con la
herramienta CustomTaqMan® AssayDesignTool (AppliedBiosystems, grupo Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Cada ensayo incluy6 6.3
Ml de iTag™ Universal ProbesSupermix (2x) (Bio-rad, Hércules, California, Estados
Unidos), 0.3 ul de 40x AssayMix que incluye los primers y sondas TagMan indicadas
anteriormente, 2.5 ll de DNA gendémico (diluido a 2 o 10 ng/pl) y 3.4 ul de agua
miliQ. El programa de temperaturas empleado en la RT-PCR consistié en una etapa
inicial de desnaturalizacién a 95°C durante 3 minutos seguida de 49 ciclos de 95°C

durante 5 segundos y 60°C durante 30 segundos.
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6. RESULTADOS

6.1.PUESTA A PUNTO DEL ANALISIS DEL GENOTIPO DE PHKGI1 g.
8283 C>A POR RT-PCR

6.1.1. Seleccion de los controles

Con el fin de localizar los controles necesarios para la puesta a punto del analisis
del genotipo de PHKGI1 g. 8283 C>A por PCR en tiempo real, se analiz6 por
secuenciacion el genotipo PHKGI1 de un total de 36 animales de un cruce de cerdos
Landrace/LargeWhite x Duroc pertenecientes a otro estudio anterior (Galve et al.,

2013).

Los motivos de haber realizado la busqueda de los controles en esta poblacion fueron
dos. En primer lugar porque ya se disponia de sus extractos de DNA y en segundo lugar
porque en esta poblacion se habian analizado multitud de caracteres fenotipicos, entre
ellos el pHy4 que es uno de los caracteres a los que afecta este polimorfismo de PHKGI,
lo que nos permiti6 llevar a cabo una busqueda dirigida de los controles. En esta
bisqueda dirigida, en lugar de elegir al azar las muestras a secuenciar en esta poblacién
para localizar los tres genotipos posibles de PHKGI1 solo se analizaron animales con
valores de pH,4 muy por debajo o muy por encima del valor medio de este parametro en

la poblacién. De los 36 animales analizados, 2 fueron AA, 21 CCy 13 AC.

En la figura 3 se muestra, a modo de ejemplo, un fragmento del cromatograma de

secuenciacion obtenido para cada uno de los tres genotipos posibles.

17



AC

Figura 3. Cromatogramas de secuenciacidn obtenidos para los
genotipos AA, AC y CC para el polimorfismo PHKGI g. 8283
C>A.
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Tanto para el ensayo de optimizacién de la cantidad de DNA a introducir en la RT-PCR
como para el andlisis de la incidencia de esta mutacion de PHKGI1 en distintas
poblaciones se eligieron como controles los dos animales AA localizados y tres de cada

uno de los otros dos genotipos (AC y CC).

6.1.2. Optimizacion de la cantidad de DNA a ensayar

Para realizar este estudio se diluyd el extracto de DNA de todos los controles
empleados (2 AA, 3 AC y 3 CC) a 2 ng/gl y 10 ng/pl. Las figuras 4 y 5 muestran las

graficas de discriminacion alélica obtenidas tras efectuar la RT-PCR con los controles a

estas dos concentraciones.
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Figura 4. Diagrama de discriminacién alélica por RT-PCR llevado a cabo con
los controles de PHKG1 (2 AA, 3 AC y 3 CC) diluidos a una concentracion de 2
ng/ul. Los cuadrados representan a los controles AA, los tridngulos a los AC y
los circulos a los CC. Se incluyeron también dos blancos, representados por

cruces, que contenian agua en lugar de DNA.
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Figura 5. Diagrama de discriminacion alélica por RT-PCR llevado a cabo con
los controles de PHKGI1 (2 AA, 3 AC y 3 CC) diluidos a una concentracion de
10 ng/ul. Los cuadrados representan a los controles AA, los tridngulos a los AC
y los circulos a los CC. Se incluyeron también dos blancos, representados por

cruces, que contenian agua en lugar de DNA.

Como puede verse en las figuras 4 y 5, en ambos casos, de las 8 muestras analizadas dos
solo emitieron fluorescencia VIC, tres unicamente emitieron fluorescencia FAM vy las
otras tres restantes emitieron fluorescencia de ambos fluorocromos. Las dos muestras
que solo emitieron fluorescencia VIC correspondieron a los dos controles AA, las tres
que Unicamente emitieron fluorescencia FAM correspondieron a los tres controles CC,
mientras que las tres que emitieron fluorescencia de ambos fluorocromos
correspondieron a los tres controles heterocigotos. Queda claro, por lo tanto, que este
analisis del genotipo de PHKG1 g. 8283 C>A por RT-PCR funciona perfectamente bien
con los controles diluidos tanto a 2 como a 10 ng/ul. Sin embargo, al comparar las
figuras 4 y 5 puede observarse que la separacion de las nubes de puntos
correspondientes a los distintos genotipos es mucho mas nitida con los controles
diluidos a 10 ng/pl, haciendo que esta sea la concentracion mas adecuada para este

analisis.
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6.2. ESTUDIO DE LA INCIDENCIA DE LA MUTACION DE PHKG1
g. 8283 C>A EN DISTINTAS POBLACIONES DE DUROC

Una vez puesto a punto el procedimiento de analisis de PHKG1 g. 8283 C>A por
RT-PCR, este se utiliz6 para analizar el polimorfismo PHKGI1 en las cuatro poblaciones
de Duroc indicadas en el apartado 5.1 Muestras animales. La figura 6 muestra, a modo
de ejemplo, la griafica de discriminacién alélica obtenida tras la RT-PCR con las

muestras de la poblacién 1.
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Figura 6. Diagrama de discriminacién alélica por RT-PCR llevado a cabo con
los animales de la poblacién 1 (simbolos rellenos) y con los controles de PHKG1
(simbolos huecos). Se incluyeron también tres blancos, representados por cruces,

que contenian agua en lugar de DNA.
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Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas en estas poblaciones aparecen recogidas

en la tabla 1.

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
AA AC CC A C
) 12/27 10/27 5/27 34/54 20/54
Poblacion 1
44.5% 37.0% 18.5% 63.0 % 37.0%
) 4/37 12/37 21/37 20/74 54/74
Poblacion 2
10.8% 32.4% 56.8% 27.0 % 73.0%
) 2/21 1/21 18/21 5/42 37/42
Poblacién 3
9.5% 4.8% 85.7% 11.9 % 88.1%
0/31 0/31 31/31 0/62 62/62
Poblacion 4
0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%

Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de PHKGI1 g. 8283 C>A en distintas

poblaciones de Duroc

Como puede observarse en la tabla 1, la poblacién con la mayor frecuencia alélica del
alelo mutante, el A, es la poblacion 1. Esta poblacién, con un 63% de alelos A, es la
poblacién actual de machos finalizadores empleados para la produccién de jamones de

una empresa relevante de la DOPJT.

Le sigue, con un 27% de alelos A, la poblacioén 2, que es una poblacién similar a la
anterior pero once afios més antigua. Uno de los acontecimientos resefiables durante
este periodo de tiempo en la DOPIJT fue la decision de rebajar de 18 mm a 16 mm la
exigencia minima de espesor de tocino dorsal para las canales destinadas a la
elaboracion de jamones y paletas curadas protegidas por la Denominacion de Origen
(BOA, 2010). Es posible que esta modificacién, que favorece a los genotipos mas
eficientes desde el punto de vista productivo, haya potenciado también entre la
poblacién de machos finalizadores el aumento de la frecuencia del alelo de PHKGI1

asociado a un menor contenido de grasa intramuscular, el alelo A.
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La siguiente poblacion, etiquetada con el nimero 3, muestra una frecuencia alélica
cercana al 12%. Al igual que en el caso anterior se trata de una poblacion de la que se
tomaron muestras hace once afios, pero que pertenecen a una empresa fabricante de
productos curados de calidad, cuyo objetivo con la eleccion de esta linea era

incrementar la infiltracion grasa.
El alelo A, sin embargo, se encuentra ausente en la poblacién 4, que es una poblacién

antigua de cerdos Duroc no sometida a ningin tipo de seleccién genética desde

mediados del siglo pasado.
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7. DISCUSION

El procedimiento de andlisis del genotipo de PHKGI g. 8283 C>A por RT-PCR
puesto a punto en el presente trabajo supone un avance en la forma de analizar este
polimorfismo. Prevemos que va a ser relevante para la industria carnica, porque es un
procedimiento de andlisis mucho mas rapido, fiable y econdémico que el existente hasta
ahora (Ma et al., 2014). Es més rapido, en primer lugar, porque implica muchas menos
etapas que el método de Ma et al., que es un anélisis por PCR-RFLPs. Una vez extraido
el DNA de las muestras y ajustada su concentracion a 10 ng/pl, basta con someterlo a la
RT-PCR, que dura aproximadamente una hora, para obtener el resultado. Ademés éste

es un procedimiento que permite analizar muchas mas muestras simultineamente.

En el método de Ma et al., el cuello de botella se encuentra en la etapa de electroforesis
de los fragmentos generados tras el corte del producto de la PCR con el enzima de
restriccion. Mientras que en un termociclador de PCR en tiempo real estandar caben 96
muestras (aunque los hay incluso de 384 pocillos), los equipos de electroforesis

convencionales permiten analizar como mucho 40 muestras a la vez.

El procedimiento de andlisis del genotipo de PHKGI1 g. 8283 C>A por RT-PCR es
también un método de anélisis mas fiable que el de Ma et al., porque implica un menor
grado de manipulacién de las muestras, reduciéndose asi la probabilidad de errores. En
este aspecto, otra ventaja adicional del andlisis por RT-PCR es que en él la
diferenciacion entre alelos se efectda gracias a las sondas TagMan incluidas en la PCR y
no a través del uso de enzimas de restriccion que se comporten de manera diferente con

el alelo salvaje que con el mutante.

En los andlisis de SNPs por PCR-RFLPs una fuente de error son las digestiones
incompletas del producto de PCR. En el método de Ma et al., el enzima de restriccion
empleado es capaz de hidrolizar el alelo A, pero no el C. De este modo, si la digestion
del producto de la PCR no ha sido completa un homocigoto AA puede dar lugar en la

electroforesis a un patrén de bandas similar al que produciria un heterocigoto.
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Otra de las ventajas del procedimiento de anélisis puesto a punto en el presente trabajo
es su precio. Es un andlisis mas barato que el de Ma et al., fundamentalmente por la
reduccién en costes de mano de obra derivados del reducido nimero de etapas que
incluye, asi como por la posibilidad de analizar simultdneamente un elevado nimero de

muestras.

El analisis de este polimorfismo en distintas poblaciones de cerdos Duroc revel6 que las
distribuciones alélicas observadas en ellas se corresponden razonablemente con la
presion de seleccion ejercida en dicha poblacion. Hay que apuntar aqui que la seleccion
genética ha ido encaminada mayoritariamente, en la practica totalidad de razas porcinas,
hacia la obtencion de canales magras (utilizando para ello la medicién del espesor de
tocino dorsal como criterio de seleccion), es decir, de canales desprovistas de la mayor
cantidad posible de tejido adiposo subcutdneo. Dada la alta correlacién genética entre el
espesor de tocino dorsal y el contenido de grasa intramuscular (Sellier et al., 1998), este

ultimo carcter también ha experimentado un fuerte descenso.

La poblacién con la frecuencia alélica del alelo A més elevada es la poblacién moderna
de machos finalizadores de la DOPJT (muestras obtenidas en 2016), con un indice de
transformaciéon de 2.5-2.6. En el otro extremo se encuentra la antigua poblacion de
animales Duroc del CENSYRA de la Junta de Extremadura (muestras tomadas en
2006), que no ha sido sometida a seleccion genética desde hace més de 60 afos y que
tiene un 100% de alelos C. En una situacién intermedia se encuentran la poblacion de la
DOPJT cuyas muestras fueron obtenidas hace once afos y la poblacion de una conocida
empresa carnica orientada a la produccidon de productos curados de calidad, cuyas

muestras también fueron tomadas hace once afios.

Estos resultados indican de manera indirecta que probablemente el marcador tenga,
ademds de un efecto sobre el pHy4, efectos también sobre la infiltraciéon grasa, como de
hecho han descrito Ma et al. (2014) y como hemos comprobado en nuestro laboratorio
en una poblacioén de la DOPJT (Burgos et al., datos sin publicar). El mecanismo por el
que se produce este fendmeno es desconocido aunque resulta llamativo que las
mutaciones, como la de Fuji et al. (1991) y la de Ma et al. (2014), que afectan a la
glucolisis postmortem y al pH intramuscular tengan efectos considerables sobre la

infiltracion de grasa en el musculo y en la canal.
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Como existe cierta variabilidad genética para este marcador en la poblacién actual de
cerdos de la DOPJT éste puede constituir un complemento en la seleccion del ganado en
esta DOP. La circunstancia de que la DOPJT planee incorporar la carne como producto
protegido y el hecho que el pHy4, que es el caricter inicialmente afectado por esta
mutacién, sea muy relevante para la calidad de la misma nos permite sugerir su
utilizacién practica en el futuro inmediato, siempre y cuando sus efectos sobre otros

caracteres, especialmente los productivos, no se vean afectados negativamente.
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8. CONCLUSIONES

1y

2)

3)

Hemos desarrollado un test de RT-PCR para el analisis de una mutacién en

el gen PHKG1 que mejora el procedimiento analitico preexistente.

El andlisis de esta mutacién en diversas poblaciones de cerdos Duroc se
correlaciona con la implicacién de la misma en la determinaciéon del

contenido de grasa intramuscular.
Dados los efectos sobre el pHy4 y sobre el contenido de grasa intramuscular

de este marcador, creemos que puede ser muy interesante para, entre otros, la

DOPIT.
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9. CONCLUSIONS

1) We have developed a RT-PCR test for the analysis of a mutation in the

PHKGTI gene that improves the preexisting analytical procedure.

2) The analysis of this mutation in several populations of Duroc pigs correlates

with its implication in the determination of intramuscular fat content.

3) Based on the effects on pHys and on the intramuscular fat content of this

marker, we believe that it may be very interesting for the DOPJT.
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APORTACIONES EN MATERIA DE APRENDIZAJE

La realizacion del Trabajo Fin de Grado me ha permitido adquirir una serie de
competencias de gran utilidad para mi futura vida profesional, que tinicamente con el
resto de asignaturas no hubiera sido posible. Dichos conocimientos estian relacionados

con:

- El aprendizaje y aplicaciéon de diversas técnicas moleculares. Algunas de estas
técnicas las habia estudiado de manera tedrica en el Grado, pero no ha sido hasta
este momento cuando las he podido poner en practica. Ademas, he manejado

todos los equipos necesarios para poder llevarlas a cabo.

- El trabajo auténomo en un laboratorio cientifico. Poco a poco he ido adquiriendo
autonomia ya que he tenido que realizar los ensayos sin otros compafieros, como
habia sido hasta ahora en las précticas de cada asignatura. El hecho de estar sola
en el laboratorio me ha llevado a tomar decisiones ante problemas que han ido

surgiendo.

- El trabajo en equipo. A pesar de realizar mi tarea de manera autbnoma, he
contado con la ayuda de mis directores para la resoluciéon de dudas y la

redaccion de la memoria.

- La busqueda y gestién de informacion cientifica en inglés como herramienta
para el desarrollo del Trabajo Fin de Grado. Esto me ha permitido adquirir

agilidad en la comprension de textos cientificos, asi como en su redaccion.
- Larealizacion de informes cientifico-técnicos. He aprendido cuél es la estructura

de un informe cientifico-técnico, la manera en que este ha de ser escrito, asi

como la interpretacion de unos resultados y la obtencién de concusiones.
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