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Resumen
Con la aprobacion de la Norma de Calidad para los productos del Cerdo Ibérico (R D. 1465/2007 de 2

de noviembre) se establece como requisito el origen materno Ibérico purc para los productos comer-
cializados como “de Ibérico” dentro de la Norma. Debido a la herencia materna del ADN mitocondrial,
su estudio y analisis se erige como una herramienta Gtil en combinacidn con otras herramientas mole-
culares para garantizar el cumplimiento normativo. La secuenciacion completa del ADN mitocondrial
(ADNmt) de cerdos pertenecientes a las razas |bérica, Duroc, Large White y Mangalitza ha permitido
localizar 199 polimorfismos de base sencilla (SNP). Estos resultados forman parte de un desarrollo
gendomico mas amplio para el analisis y genotipado del cerdo Ibérico y sus productos derivados
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Summary
study of the complete secuence of DNA mitochondrial of 4 pigs breeds to develop a molecular tool

and certification of the maternal origin in the legal framework about Iberian Pig

The law about the Quality Standard for Iberian pig products (RD 1469/2007 from November 2)
establishes a requirement lberian pure maternal origin for products sold as “from lberian” within the
Standard, Because of the maternal inheritance of mitochondrial DNA (mtDNA), its study and analysis
is an useful tool in combination with other molecular tools to ensure regulatory compliance. The
complete sequencing of the mtDNA from Iberian, Duroc, Large White and Mangalitza pigs allowed
identifying 199 type SNP polymorphisms located in the mitochondrial genome. These results belong to
a wider genomic development for the analysis and fingerprinting of the fberian pig and its products.
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. Introduccién

“:Se ha demostrado que el ADN mitocondrial
: (ADNmt) es muy util para el estudio de fos

origenes maternos de las razas porcinas
- actuales. Estudios evolutivos (Giuffra et al,,
+2000; Larson et al., 2005; Kijas et al., 2001;
" Alves et al., 2003; Kim et al., 2002) lo han
“ytilizado para estudiar las relaciones filoge-
“néticas de distintas razas porcinas analizan-
doy comparando fragmentos de la regién
“D-loop y de la secuencia del gen del citocro-
mo b del ADNmt. La norma de Calidad para
" los productos del cerdo ibérico (Real Decre-
0 1469/2007, de 2 de noviembre) establece
a obligatoriedad de que éstos procedan de
madre Ibérica pura, inscrita 0 no en el Libro
Genealogico, por lo que, el aporte de san-
gre Duroc, permitido hasta en un 50% por
mencionada norma, s6lo puede proceder
por via paterna. El ADNmt, complementa-
mente con otras técnicas moleculares,
juede erigirse como una herramienta util
para garantizar el cumplimiento de este
pecto normativo, garantizando la calidad
_ ontrolando posibles fraudes. Se ha reali-
ado un primer estudio por Alves et al,
.__2._007) en el que ya estudian el origen
_materno y los polimorfismos encontrados
en el ADNmt en las razas Duroc e Ibérica. El
- objetivo del presente estudio es determinar
os lugares polimérficos del ADNmt capaces
de diferenciar el origen materno de indivi-
dg_os de 4 razas porcinas (Ibérica, Duroc,
La_r_ge White y Mangalitza), todo ello ten-
dente a evitar el posible fraude en el ambi-
o.de la Norma de Cali.

Material y métodos

Para la realizacién de este estudio, se han
Ol_jnﬁ_ado muestras de cuatro animales perte-
ente_s a las cuatro principales estirpes
renciadas en el Libro Genealogico de la
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Raza Porcina lbérica: Entrepelado, Lampifio,
Torbiscal y Retinto. Esta diferenciacion se ha
puestc de manifiesto por varios autores a
partir del estudio de microsatélites y frag-
mentos del ADNmt (Martinez et al, 2000 y
2001; Membrillo et al., 2007; Alves et al,,
2003). Ademas de los individuos de dichas
estirpes, se han secuenciado un individuo de
cadfa una de las siguientes razas: Large
White, Mangalitza y Duroc, por su impor-
tancia cualitativa en el sector porcino o por
ser posibles fuentes de fraude en los pro-
ductos comercializados como ibéricos.

El ADN total se extrajo a partir de sangre
entera utilizando la metodologia de Miller
et al. {1998) y digestion con proteinasa K. Se
amplificé el ADNmt completo con cebado-
res disefiados por los autores en distintas
reacciones de PCR, en un termociclador EP
Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
a partir de la secuencia de ADNmt de porci-
no publicade en la Base de Datos GenBank
con numero de acceso NC_000845.1 (Lin et
al, 1999). Una vez amplificados todos los
fi_’agmentos se realizd la reaccién de secuen-
ciacién con terminadores fluorescentes. La
purificacién de los productos amplificados
se llevé a cabo con el kit Autoseq (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Wnido). La
secuenciacion se realizé en un secuenciador
automatico ABI 3130x (Applied Biosystems,
Fo_ster City, CA, EUA). Las secuencias se exa-
minaron y alinearon con el programa
Sequencher v.4.7 (Gene Codes, Ann Arhor,
MI, EUA).

Resultados y discusion

Los tamafios del genoma mitocondrial
_secuenciado oscilé entre 16701 pb de los
individuos de la estirpe Lampific y los 16991
pb de la raza Large White. El escrutinio com-
parativo de todas las secuencias dio como
resultado la localizacion de 199 puntos poli-
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morficos de base sencilla (SNP} ademas de
otros tipos de polimorfismo (delecciones,
inserciones, etc.} con posible utilidad para el
objetivo de este trabajo, la gran mayoria
situados en los genes de las enzimas que
intervienen en la cadena respiratoria mito-
condrial. La distribucién de éstos se muestra
en la tabla 1.

De los 199 polimorfismos detectados se han
seleccionado los que mayor utilidad podria
tener a priori para diferenciar el origen
materno de los individuos problema. En |a
tabla 2 se presentan los genes con polimor-
fismos clasificados segun la posible utilidad
a priori para el objetivo del presente estu-
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dio. La utilidad de los marcadores se ha
asighado segun el nimero de posiciones
polimorficas y el numero de razas que dife-
rencian,

Una vez encontradas las posiciones polimor-
ficas mas interesantes para poder identificar
los origenes maternos, se disefiaron cebado-
res que las flanquean, con el objetivo de
validar los puntos polimoérficos identificados
en el primer “rastreo”. Ello permitira selec-
cionar dianas especificas para el genotipado
y diferenciacién. Estos resultados se enmar-
can en un desarrolle genomico mas amplio
para el genotipado e identificaciéon del
cerdo |bérico y sus productos derivados.

Tabla 1. Sitios polimérficos del ADN mitocondrial de cerdo
Table 1. Pig mitochondrial DNA polymorphisms

GEN N° polimorfismos (SNPs)
ARNs 125 7
ARNs 165 11
ARNt Alanina 2
ARNt Acido Aspartico 2
ARNt Cysteina 1
ARNt Acido Glutdmico 1
ARNt Glycina 1
ARNt Leucina 2 2
ARNt Threonina 2
ARNt Valina 3
ATP 6 11
ATP B 4
COX 1 16
COX 2 9
COX 3 9
CYTB 19
ND 1 19
ND 2 21
ND 3 5
ND 4 15
ND 4L 8
ND 5 18
ND 6 9
ARNt Fenilalanina 4
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Tabla 2 Clasificacion de genes mitocondriales segun el nimero de sitios polimarficos, nimero de
razas que discriminan y utilidad
Table 2. Classification of mitochondrial genes by number of polymorphic sites, number of
discriminated breeds and utifity

GEN N° polimorfismos SNPs N° RAZAS UTILIDAD
ARNr 125 8 3 ALTA
ARNr 165 11 3 ALTA

ARNt Fenilalanina 4 2 BAJA
ARNt Valina 3 2 BAJA
ATP & 11 2 BAJA
COX3 9 3 ALTA
CYTB 19 3 ALTA

ND 1 19 4 MUY ALTA

ND 2 21 2 ALTA

ND 4 15 2 BAJA

ND 5 18 3 ALTA
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