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MOLECULAR SCREENING IN ANTICQUIA (COLOMBIA), FOR MUTANTS IN THE RYR-! GENE
THAT PREDISPOSE TO PORCINE STRESS SYNDROME
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Resumen

El sindrome del estrés porcino es una de las anomalfas que mds impacto econdmico ccasiona en los cerdos. Es producido
por Ja mutacién del gen », en el gen receptor de 1a ryanidina porcina (Fujii ef al., 1991), localizado en 1a regidn p11-g21 del
cromoscma 6 {(Davies et al., 1988; Harbitz et al., 1990). Ademds de efevar 1a tasa de mortalidad de 1a piara, va en detrimento
de la calidad de la carne. Los animales que sufren este sindrome pueden presentar muerte sibita cuando son expuestos a
actividades como la monta, el contacto con animales de distinta procedencia o durante el iransporte.

Laincidencia y el diagnoéstico de la mutacion del pen RYR- I en Colombia aiin no habfa sido determinada uiilizando téenicas
moleculares. Nuestro propédsito fue aplicar la técnica de PCR-RFLP (Otsu et al., 1992) para determinar la frecuencia de
heterasis y la homocigosis del gen mutado presenie en las piaras, y utilizar esta metodologia para implementar su uso enla
seleccidn genética de animales con la mutacidn.

En una poblacién de veintinueve cerdos seleccionados al azar, se determinaron las siguientes frecuencias genotipicas:
dieciocho homocig6ticos (N/N) (0.62), diez heterocig6ticos (N/n) (0.34} y un homocigético (n/n) {0.034). Las frecuencias
aléticas para N'y n fueron 0.793 y 0.207 - respectivamente.

El test de equilibrio Hardy-Weinberg indicd que no hay diferencia significativa para equilibrio genético {p >0.5531).Y
aunque los valores muestran un aparente exceso de heterocigdticos, la prueba exacta de Hardy-Weinberg para exceso de
heterocigosis también reveld diferencias no significativas (p > 0.3774).
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Abstract

The porcine stress syndrome is one of the anomalies that canse more economic impact in pigs. Produced by a mutation (n)
in the porcine ryanidine receptor gene (RYR-1) (Fujii et al., 1991), localized in the 6p11-6g12 region on chromosome &
(Davies er al., 1988; Harbitz er gl , 1990), elevates the mortality rate of the herd, and leads to a detriment in the quality of
the meat. The animals suffering this syndrome, may present sudden death when exposed (o certain activities such as
copulation, contact with strange animals or during transport.

The incidence and diagrosis of the R¥YR-/ gene mutation in Colombia had not yet been determined using molecular
techniques. Our purpose, was ta apply the PCR-RFLP (Otsu et of., 1992) to determine the heterosis frequency and possibly
undiagnosed homozygotes in the herds, in order to implement its use in genetic selection of animals with the mutation.

In a population of twenty nine pigs randomly selected, the following genotypes and frequencies, were determined: 18
homozygous (W) (0.621), ten heterozygous (M} (0.345), and one homozygous (n/n) (0.034). The allelic frequencies for
Nand n were 0.793 and 0.207, respectively.
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A Hardy-Weinberg equilibrium test indicated no signiticant difference for genetic equilibrium (p > 0.5531). Although the
values showed an apparent excess of heterocygotes, the exact Hardy-Weinberg test for excess of heterocigosis, also

releaved no significant differences (p > 0.3774),

Key words: porcine RYR-1 gene, malignant hiperthermia, PCR-RFLE.

INTRODUCCION

El sindrome del estrés porcino es una de las ano-
malias que mds Impacto condémico ocasiona en
el ganado porcine (Taylor, 1992). Ademds de ele-
var la tasa de mortalidad de la piara, va en detri-
mento del producto final de la explotacidn. Los
animales que sufren este sindrome pueden pre-
septar muerte siibita cuando son expuestos a ac-
tividades como la monta, ¢l contacto con animales
de distinta procedencia o durante ¢l transporte.
Ademds presentan hipertermia maligna, y sus
carnes son palidas, blandas y exudativas (G'Brien
y McLennan, 1992).

La afeccién se presenta primordialmente a partir
de los nueve meses de edad, y con mucha més
frecuencia si la temperatura ambiental supera los
22 °C. Las manifestaciones iniciales del sindro-
me son temblores musculares y de la cola, dis-
nea, piel pdlida y con manchas rojas, aumento de
la temperatura corporal a mis de 41.5 °C, colap-
so, rigidez muscular y muerte (Christian, 1992).

Ya que los cerdos afectados son generalmente de
aspecto saludable y portadores de mucha carne,
por efecto del estrés producido en el momento
del sacrificio suministran una carne impropia y
deshidratada, ocasionando pérdidas econdmicas
en la industria cdrnica.

El background genético, la fisiologia y 1a fisiopatolo-
gia de la mutacién del gen RYR-1 conllevan a consi-
derar la eliminacién de la mutacién RYR-I por
seleccion, apoyada en una simple razon econdmica,
ya que la fertilidad y reproduccion se ven seriamente
reducidos con el sindrome (Wendt er al., 2000).

El sindrome es producido por mutacion del gen
RYR-1 (n), localizado en el cromosoma 6 (Davies
et al., 1988), y cientificamente se ha confirmado
que se trata de una mutacién en el gen receptor
de la ryanidina porcina (Fujii ef al., 1991}, locali-
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zada en la regién pl1-q21 (Harbitz et al., 1990),
detectable mediante el método molecular basado
en PCR-RFLP (Otsu ef af., 1992).

Los canales de calcio, también conocidos como
receptores de ryanidina, desempefian un papel
muy importante en la iniciacidn de la contrac-
cién muscular (O’Brien y Klip, 1990}). Un trans-
porte deficiente de calcio en la membrana celular,
principalmente del misculo esquelético (Kenia-
zev y Khardge, 1996), tiene como consecuencia
un incremento en las concentraciones citosélicas
de calcio en estas células, induciendo una activi-
dad incontrolada del miisculo (Martens, 1997).

Este gen recesivo también produce una sensibili-
dad a la inhalacién de anestésicos comeo el halo-
tano, por lo cual la exposicién a éste se utiliza
como un método de diagndstico del sindrome. El
test del halotano, originalmente desarrollado por
Christian (1972), es generalmente aceptado por
su especificidad y sensibilidad en la deteccién de
homocigéticos para la mutacién, pero no detecta
los heterocigéticos, ya que no son sensibles, y
por consiguiente pueden transmitir el gen a su
descendencia (Deufeel y Olla, 1992).

El gen mutado presenta ademds penectrancia in-
completa, lo que implica que en muchos casos
un animal homocigético para la mutacién puede
no expresar las caracteristicas fenotipicas del sin-
drome, y por consiguiente no presentar la sensi-
bilidad al halotano y no ser detectado por esta
metodologia de seleccién (Davies et al., 1988).

La prevalencia de la mutacién para animales ho-
mocigdticos (n/n) en granjas de Estados Unidos,
Canadd e Inglaterra para las siguientes razas, fue:
97% Pietran, 35% Landrace, 15% Duroc, 19%
Large White, 14% Hampshire, 19% Yorkshire y
16% para Crossbred (O’Brien et al., 1993),
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La seleccidn genética mediante técnicas molecu-
lares ofrece el tGnico acercamiento sensible para
reducir la incidencia del sindrome en las mana-
das problema. La genctipificacion del pie de cria
permite la identificacién de los afectados, que
deben ser separados de la manada y manejados
cuidadosamente hasta que logren un peso acep-
table en el mercado y reducir asi, en parte, la pér-
dida econdmica.

En la actualidad, la seleccidén de animales libres
de este gen es llevada a cabo en la mayoria de las
explotaciones teniendo en cuenta s6lo aquellos
que evidencian manifestaciones francas del sin-
drome y su descendencia, por lo cual heteroci-
goticos y homocigdticos asintomaticos no son
seleccionados y eliminados de la piara.

La incidencia y el diagndstico de la mutacidn del
gen RYR-/ en Colombia ain no habia sido deter-
minada utilizando técnicas moleculares. Nuestro
propdsito fue realizar un estudio pileto, con el
fin de hacer un diagndstico de la heterosis pre-
sente en las piaras, y utilizar esta metodologia para
implementar su uso en la seleccién genética de
animales con la mutacién.

MATERIALES Y METODOS

Un total de veintinueve cerdos, elegidos al azar,
fueron seleccionados de dos explotaciones por-
cicolas cercanas a la ciudad de Medellin (Colom-
bia) con el propésito de determinar la frecuencia
de homocigosis y heterocigosis, en relacién con
la mutacién del gen RYR-/ (tabla 1).

Extraccion de DNA. Se tomé una muestra de 5
ml de sangre a cada animal, recolectada en tubos
secos con EDTA, que fue refrigerada hasta su
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procesamiento. El DNA fue extraido utilizando
el método de salring our y la precipitacién del
DNA fue realizada con isopropanol. El DNA ob-
tenido fue resuspendido en 200 pl de buffer TE
(10 mM tris, 1 mM EDTA) y almacenado en tu-
bos eppendorf de 0.5 ml a -4 °C. En su defecto y/o
simultdneamente, a cada animal se le tomé una
muestra de treinta pelos a partir de los cuales se
extrajo DNA con el método de fenol-cloroformo.

Amplificacidon de DNA. Se amplific6 un fragmen-
to de 659 pb del DNA gendmico en un volumen
total de 25 ul de mezcla de reaccién. La mezcla
de PCR contenia: buffer 10X, MgCl, 25 mM, Taq
Polimerasa 2.5u, dNTPs 10 mM cfu, primers 5
pM c/u y 0.7 ug/ml de DNA. El volumen final se
completé con agua tridestilada estéril. Los primers
utilizados fueron: ET-R S’ TCCAGTTTGCCACA-
GGTCCTACCA3’ y ET-F 5’ ATTCACCGGAGT-
GGAGTCTCTGAG3' (Nakajima er al., 1996). Las
muestras fueron amplificadas utilizando un termo-
ciclador Perkin Elmer 2400 mediante 35 cicles a
las siguientes temperaturas: desnaturalizacion 94 °C,
1 min; alineacion de primers 64 °C, 1 min; exten-
sién 72 °C, | min. Extensién final 72 °C, 4 min.

Reaccion de restriccion. El fragmento amplifi-
cado fue sometido a digestién con la enzima de
restriccién Alw21] por dieciséis horas a 37 °C.
La mezcla de reaccién contenia Su de Alw21l
(Fermentas), 10 ul de PCR-DNA, 50 mM Tris-
HCl, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0.1 mg/ml
BSA vy se complets el volumen con agua tridesti-
lada estéril hasta 20 ul.

Parametros de electroforesis. Los fragmentos
amplificados y cortados fueron analizados me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 3% al
cual se adicionaron 0.7 ml de bromuro de etidio

Tabla 1. Muestra poblacional, descripcién de Jos individuos tipificados para la mutacidn en el gen R¥R-!

Granja Raza
Pietrain Landrace Pietrain x Landrace Pietrain x Landrace x Large White
1 3 i 6 9
2 1 1 ]
Total 4 2 14 9
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(10 mg/ml) en buffer TBE 1X y se corrid durante
45 minutos a 60 voltios; se utilizé ademds un
marcador de peso molecular (Promega).

Los productos de la digestion presentan un tama-
fio de 524 y 135 pb para los animales con geno-
tipo /N, 524, 358, 166 y 135 pb para el genotipo
Nin, y 358, 166 y 135 pb para animales con ge-
notipo a/n (figura 1).
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Figura 1. Patrén de bandas de los genotipos N/ y Nin. PCR-
RFLP. Linea 1, leader 1.000 pb; lineas 3,4,5,6,7.8.9, 1L y 13,
genetipo Nn; lineas 10 y 12, genotipo MN; linea 2, amplificado

Analisis estadisticos. Las pruebas de equilibrio
Hardy-Weinberg se realizaron empleando el pro-
grama GenePop-3.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos de PCR de los veintinueve anima-
les analizados se diagnosticaron por RFLP, para
los genes N y n. De este grupo, dieciocho presen-
tan genotipo homocigético (N/N) con una frecuen-
cia de 0.62, diez presentan genotipo heterocigdtico
(N/n) con una frecuencia de 0.34 y uno homoci-
gético (n/n} para la mutacion del gen RYR-1 con
una frecuencia de 0.034 (figura 2). Las frecuen-
cias alélicas fueron: p(N) = 0.793 y q(n) = 0.207.

Se aplicd el test de Hardy-Weinberg y mostré que
la poblacién analizada se encuentra en equilibrio
genético (p > 0.5531). Aunque los valores encon-
trados muestran un aparente exceso de heteroci-
goticos, la prueba exacta de Hardy-Weinberg para
exceso de heterocigosis (p > 0.3774) indica que
no es significativo. Al respecto es pertinente ano-
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Figura 2. Representacidn grafica de las frecuencias genotipicas
de NIN, Niny nin, obtenidas en dos granjas de Antioguia

tar que de acuerdo con el tamafio de muestra em-
pleado (n = 29), a la frecuencia esperada de hete-
rocigotos {p(Nn) = 0.328] le corresponde un error
estdndar de 8.7%. Y con este valor, es de esperar
que en muestras de tamafio n = 29 la frecuencia
esperada de heterocigotos, en el 95% de las ve-
ces, caiga dentro del intervalo 0.149-0.506 (IC
del 95%) y, por tanto, cualquier variabilidad ge-
nerada por endogamia no serfa detectada, in-
cluso la generada por un coeficiente de endogamia
correspondiente a la cruza entre hermanos (F =
0.25). De hecho, con F = 0.25, la frecuencia es-
perada de heterocigotos serfa 0.246, la cual estd
dentro del intervalo antes indicado.

Teniendo en cuenta los niveles de endogamia que
tienen estos animales y la letalidad de la enferme-
dad para el homocigdtico (n/n), estos resultados
serfan inusuales. Sin embargo, para evaluar una
variacion en la frecuencia de heterocigotos debi-
da a endogamia, o a seleccién en contra de los
homocigotos recesivos (n/n), 0 a la existencia de
un equilibrio puntuado a expensas de una selec-
cion sobredominante de heterocigotos, se reque-
rirfa una muestra poblacional de mayor tamaiio.

Otra explicacion es que la enfermedad no sea letal
tempranamente, sino que los cerdos (n/n) logran
reproducirse, y por algin motivo los selecciona-
dores de las piaras escogen a los cerdos homoci-
gbticos recesivos por tener mayor cantidad de
carne o crecer mas rapido. También se puede pen-
sar que Ja frecuencia detectada del gen en la po-
blacidén probablemente sea el resultado de una
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campaiia en las pasadas décadas encaminada a me-
jorar la tasa de crecimiento en los cerdos y la pro-
duccion de cames con bajo contenido de grasa.

En la actwalidad el incremento en las pérdidas
econdmicas por el sindrome ha llevado a iniciar
programas de seleccidn en los diferentes criade-
ros. Y como metodologia de seleccién se ha im-
plementado la exposicién de animales n/n al
halotano {Christian, 1992), ya que el gen recesi-
vo produce una alta sensibilidad a la inhalacion
de este anestésico. Sin embargo, no ha mostrado
ser muy efectiva en el control del gen mutado
para RYR-1 en las granjas analizadas, ya que la
muestra poblacional evidencia estar en equilibrio,
lo que es indicativo de que la utilizacién de esta
metodologia, que no permite seleccionar los he-
terocigoticos, determinard en un futuro cercano
un incremento en la incidencia de la anomalia en
las poblaciones porcinas, como consecuencia de
los cruces entre heterocigéticos no detectados,
elevando de esta manera la tasa de mortalidad en
la piara y el deterioro de la calidad del producto
final de la explotacién.

Es importante considerar también que la utiliza-
cidn de la técnica PCR-RFLP, realizada en este
trabajo, y que constituye uno de los primeros acer-
camientos moleculares realizados en Colombia
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